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Apresentação

As plantas medicinais constituem um reservatório de princípios ativos que podem

ser usados como remédios para uma in�nidade de patologias. A busca de plantas úteis

para a saúde humana nos conhecimentos populares é de grande importância para a

ciência, uma vez que essas informações podem indicar quais as plantas que podem

atuar sobre determinadas doenças. A comunidade cientí�ca mundial e do Brasil nos

últimos anos têm reconhecido a magnitude da importância do estudo das plantas de

nossa �ora.

Os envenenamentos ofídicos constituem um problema de saúde pública, sendo

reconhecida como uma doença negligenciada no mundo. Devido à grande incidência

de acidentes e a gravidade dos efeitos, as vítimas de envenenamentos ofídicos podem

chegar ao óbito ou muitas vezes sofrem perdas de tecido ou mesmo a amputação de

membros atingidos, principalmente em acidentes com serpentes dos gêneros Bothrops

e Bothropoides.

A única terapia disponível para tratar as vítimas é a soroterapia, que infelizmente

não consegue reverter os efeitos locais principalmente de peçonhas de serpentes

dos gêneros Bothrops e Bothropoides, devido à di�culdade de difusão do soro até os

tecidos, a rápida difusão das toxinas ao redor do local da picada e a baixa concentração

de anticorpos presentes no local da picada.

Outro problema enfrentado em relação ao uso do soro é que muitas vezes sua

disponibilidade está relacionada a existência de serviços formais de saúde e não está

disponível para populações de regiões mais distantes e carentes, restando a essas

pessoas tratamentos alternativos, como o uso de plantas que podem ou não exibir o

efeito esperado.

Muitas plantas já foram estudadas quanto ao seu potencial antiofídico e muitas

apresentam grande potencial neutralizante sobre as principais atividades lesivas cau-

sadas pelas toxinas de peçonhas ofídicas. Este trabalho possui dois objetivos gerais.

O primeiro objetivo foi avaliar a capacidade do extrato de Bombacopsis glabra e seu

composto isolado, o p-cumarato de triacontila em inibir os principais efeitos enzimáticos

e biológicos da peçonha de Bothrops pauloensis, bem como a atividade de algumas

toxinas isoladas. O segundo objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade aguda

do extrato de Schizolobium parahyba por meio de dosagens bioquímicas e análises
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Apresentação

histopatológicas.

Casos de intoxicações com plantas são bastante comuns, já que no imaginário

popular as plantas medicinais atuam praticamente de forma mágica não exibindo

teoricamente nenhum efeito colateral ou prejudicial á saúde de quem as consome.

Entretanto, isso não corresponde á verdade. As plantas, como todo produto estranho

ao organismo, provocam respostas que podem ser bené�cas ou não. Assim, o estudo

da toxicidade de plantas usadas como remédios deve ser realizado a �m de conhecer

se os efeitos bené�cos induzidos pela planta e seus princípios ativos compensam

realmente seu uso.

Schizolobium parahyba é uma espécie que ocorre em regiões de Mata Atlântica,

conhecida popularmente por guapuruvú ou umbela. As folhas e sementes de S. pa-

rahyba são utilizadas na região do Triângulo Mineiro (Minas Gerais) contra o o�dismo

na forma de chás e infusões e recentemente nosso grupo de pesquisa validou cienti�-

camente o potencial antiofídico do extrato dessa planta.

A apresentação desse trabalho foi realizada segundo as normas daPós-Graduação

em Genética e Bioquímica da Universidade Federal de Uberlândia (anexos, página

114). A tese foi dividida em: Capítulo 1 e Capítulo 2 que são revisões de literatura

sobre as peçonhas ofídicas e metabolismo secundário vegetal, respectivamente. O

Capítulo 3 consiste em um artigo de título �Triacontil p-Coumarate isolated from

Bombacopsis glabra vegetal extract: A novel inhibitor of Snake Venoms Me-

talloproteinases� a ser submetido para publicação após a defesa de doutorado.

O Capítulo 4, intitulado �Estudo da toxicidade aguda do extrato de Schizolo-

bium parahyba� foi publicado no ano de 2010 na revista Phytotherapy research.
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1.0. Fundamentação teórica � Peçonhas botrópicas e botropóicas, suas toxinas e ações

Capítulo 1

Fundamentação teórica � Peçonhas botrópicas

e botropóicas, suas toxinas e ações
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1.1. Histórico

1.1 Histórico

As serpentes, desdemuitos séculos, despertam o interesse do homem. Entretanto,

os primeiros relatos sobre a história natural desses animais são carregados de fantasia.

Os primeiros relatos que fazem menção a serpentes estão nos escritos de Aristóteles

(384�322 a.C), reunidos em nove volumes em �Historia Animalium�[1].

As primeiras informações da literatura sobre experimentos com peçonhas de ser-

pentes foram publicadas em 1664 pelo italiano Fancesco Reidi (1626�1696). Nesses

relatos ele descreveu a cor amarelada e a consistência das peçonhas de serpentes,

bem como a morfologia dos dentes, narrando de forma minuciosa suas observações.

Foi Reidi também que fez as primeiras observações que alguns animais sobreviviam

ao envenenamento. Além disso, fez também diferenciações das serpentes em peço-

nhentas e não peçonhentas, usando como caráter de�nidor a dentição[1].

Um século depois, Abbé Felice Fontana por meio de observações, estudos anatô-

micos e experimentos com a peçonha da serpente Vipera berus ou Vipera aspis es-

creveu o primeiro texto moderno de Toxinologia, o clássico �Traité sur Le Vénin de La

Vipére� em 1781. Nestes estudos ele descreveu a glândula venenífera, os ductos que

levavam a peçonha aos dentes caniculados e a descrição do mecanismo pelo qual os

dentes se articulam para inocular a peçonha. Além dos estudos morfológicos, ensaiou

experimentos com animais e relatou as ações miotóxica, hemorrágica, bem como a

capacidade dessa peçonha de promover a coagulação do sangue ou aumentar sua

�uidez[1, 2]. Por isso Abbé Felice Fontana é considerado o fundador da Toxinologia

moderna.

No Brasil, durante o período de colonização os portugueses inicialmente idealiza-

vam o paraíso devido à exuberância da paisagem, após meio século da descoberta os

relatos enviados a metrópole sofrem modi�cações, pois eram permeados de apreen-

são devido à presença de muitos animais estranhos aos olhos dos europeus e entre

os animais citados estão as serpentes como mostra a carta de José de Anchieta em

31 de maio de 1560[3].

�[...] há os que são desconhecidos nessa parte do mundo. Primeiramente direi

das diversas espécies de cobras venenosas. Umas chamam se jararacas, muitíssimo
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1.2. Epidemiologia, classi�cação e importância médica

frequentes nos campos e nos matos e até nas próprias casas onde muitas vezes

encontramos; cuja mordedura mata no espaço de 24 horas [...]�

Hoje, as serpentes ainda despertam o fascínio tanto pelo risco que oferecem e pela

letalidade das peçonhas, quanto pela beleza e comportamento. Entretanto as serpen-

tes podem ser admiradas também pela in�nidade de compostos farmacologicamente

ativos que têm sido descobertos em suas peçonhas, sendo que muitos destes com

aplicações na saúde humana.

1.2 Epidemiologia, classi�cação e importância médica

Há atualmente cerca de 2.900 espécies de serpentes no mundo, distribuídas em

465 gêneros e 20 famílias. No Brasil estão representadas 10 famílias, 70 gêneros e

371 espécies correspondendo cerca de 10% do total de espécies conhecidas (SBH,

2010). Duas das 10 famílias existentes no Brasil apresentam serpentes peçonhentas,

a família Elapidae e Viperidae. Na família Viperidae estão presentes os gêneros

Bothrops, Bothropoides, Caudisona,Rhinocerophis e Lachesis
[4].

Em 2009 o gênero Bothrops foi reclassi�cado de acordo com características mor-

fológicas e moleculares, como análise do DNA mitocondrial. A revisão classi�cou

algumas serpentes antes botrópicas como pertencendo a um novo gênero, o gênero

Bothropoides com 11 espécies (B. alcatraz, B. diporus, B. erythronelas, B. insularis,

B. lutzi, B. matogrossensis, B. pubescebs, B. pauloensis, B. neuwiedi, B. marmoratus

e B. jararaca), e o gênero Bothrops agora composto de 17 espécies (B. andianus, B.

asper, B. atrox, B. brazilis, B. caribbaeus, B. isabelae, B. jararacussu, B. lanceola-

tus, B. leucurus, B. marajoensis, B. moojeni, B. muriciencis, B. osbornei, B. pirajai, B.

punctatus, B. sanctaecrucis, e B. venezuelensis)[4].

A espécie atualmente denominada Bothropoides pauloensis era descrita como

Bothrops neuwiedi pauloensis
[5], uma das doze subespécies do complexo Bothrops

neuwiedi (B. n. bolivianus, B. n. diporus, B. n. goyazensis, B.n. lutzu, B. n. mato-

grossensi, B. n. meridionalis, B n. neuwied, B. n. paranaensis, B. n. pauloensis, B.

n. piauhyensis, B. n. pubescens e B n. urutu). No ano de 2000 após uma revisão
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1.3. A peçonha

sistemática, as 12 subespécies foram elevadas a sete espécies distintas, dentre elas

a espécie Bothrops pauloensis
[6]. Essa classi�cação foi aceita pela Sociedade Brasi-

leira de Herpetologia-SBH (2005) e hoje após a última revisão Bothrops pauloensis se

tornou Bothropoides pauloensis
[4, 7].

Os gêneros Bothrops e Bothropoides estão distribuídos do sul do México até a

Argentina e em algumas ilhas do Caribe[8]. As principais espécies responsáveis

por acidentes ofídicos no Brasil são Bothrops alternatus(Rinocerophis alternatus),

Bothrops atrox, Bothropoides erythromelas, Bothropoides jararaca, Bothrops jarara-

cussu, Bothrops leucurus, Bothrops moojeni e Bothropoides neuwiedi
[3].

Estima-se que acidentes ofídicos afetem mais que 2,5 milhões de pessoas anu-

almente no mundo, ou seja, mais que 100 mil pessoas diariamente são picadas por

serpentes[9]. No Brasil a epidemiologia dos acidentes ofídicos aponta para um per�l

que se mantém inalterado ao longo dos últimos 100 anos. A maioria desses acidentes

é atribuída ao gênero Bothrops e Bothropoides (90,5%), seguido dos gêneros Caudi-

sona (Crotalus) (7,7%), Lachesis(1,4%) e Micrurus (0,4%)[10]. No Triângulo Mineiro,

os acidentes ofídicos con�rmados foram causados principalmente por serpentes das

espécies: Bothrops moojeni e Bothropoides neuwiedi
[11, 12].

O envenenamento ofídico é um problema de saúde pública sendo considerado

como uma das doenças negligenciadas[13]. Tais doenças tendem a ser endêmicas

em populações de baixa renda, representando, portanto, um problema latente na

África, Ásia e nas Américas. A adoção do adjetivo �negligenciada� tomou como base

o fato de que tais enfermidades não despertam o interesse das grandes empresas

farmacêuticas para a produção de medicamentos e vacinas. Além disso, a pesquisa

neste setor não conta com recursos su�cientes, o que gera a escassez dos métodos

de pro�laxia disponíveis em todo o mundo.

1.3 A peçonha

As peçonhas de serpentes são representadas por misturas complexas constituídas

principalmente por proteínas com atividade enzimática ou não. As enzimas atuam nas
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1.3. A peçonha

peçonhas em concentrações variáveis, com a função de promover a penetração da

peçonha no organismo causando lise celular, quer de forma direta ou indireta, visando

a paralisia e digestão da presa[3].

As peçonhas ofídicas são produzidas nas glândulas veneníferas que são um tipo de

Figura 1: Desenho da glândula de peçonha.

Fonte: Warrell (2010)[14]

especialização de glândulas salivares[15].

A glândula venenífera (Figura 1) é di-

retamente conectada por ductos aos

dentes inoculadores de peçonha. As

serpentes da família Viperidae são

solenóglifas, ou seja, apresentam um

dente funcional bastante especiali-

zado, agudo, capaz de se mover 90◦

no momento do ataque. Esse dente

é percorrido em toda sua extensão

por um canalículo por onde a peço-

nha é conduzida durante a inocula-

ção na presa como mostra a Figura

2[3].

As proteínas que compõe as peçonhas de serpentes são sintetizadas no cito-

plasma das células secretoras presentes nas glândulas veneníferas. Enquanto essas

proteínas ainda estão sendo formadas pela adição de aminoácidos a cadeia polipep-

tídica, mesmo estando aderidas aos ribossomos, são direcionadas para o retículo

endoplasmático, onde serão liberadas para o lúmen dessa organela[16].

Figura 2: Fotomicrogra�a eletrônica de varredura mostrando a presa inoculadora de peço-

nha. (A) Orifício completamente fechado por onde a peçonha entra ao sair da glândula. (B)

Extremidade apical da presa, com abertura longa em forma de bisel. Fonte: Cardoso (2003)
[3]
.
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1.3. A peçonha

De modo geral, todas as proteínas secretórias de animais são endereçadas ao

retículo endoplasmático através de uma pequena sequencia peptídica (peptídeo sinal)

que possui entre 16 e 30 aminoácidos. Tipicamente a sequencia está na região

N terminal da proteína e contém 1 ou 2 resíduos carregados, seguidos de 6 a 12

resíduos hidrofóbicos. Essa sequencia forma um sítio de ligação que é critico para

a interação da estrutura protéica e os receptores da membrana do retículo. Essa

sequencia é clivada da proteína após esta ser capturada pelo receptor de membrana e

entrar parcialmente no retículo endoplasmático; embora ela ainda permaneça aderida

ao ribossomo sofrendo o processo de acréscimo de resíduos de aminoácidos. As

proteínas nascentes em seguida chegam ao lúmen do retículo onde �nalizam seu

�folding� tridimensional muitas vezes auxiliadas por complexos protéicos, como as

chaperonas. Dentro do retículo, as proteínas também terão as condições para a

formação das pontes dissulfeto, bem como a glicosilação e a multimerização[17].

Depois de sintetizadas e enoveladas, as proteínas partem do retículo endoplasmá-

tico em direção ao complexo de Golgi dentro de pequenas vesículas transportadoras

resultado de exocitoses do retículo. Essas vesículas se ligam à face �cis� do complexo

de Golgi e dentro deste ocorre o processamento proteolítico das proteínas. As proteí-

nas então deixam as cisternas de Golgi e são levadas e liberadas por vesículas até o

lúmen da glândula[17].

As glândulas de serpentes peçonhentas produzem uma mistura complexa de com-

ponentes orgânicos e inorgânicos, sendo que 90 a 95% de seus constituintes são

proteínas compreendendo grande variedade de enzimas e toxinas não enzimáticas,

as quais podem exercer diferentes atividades biológicas e farmacológicas[18]. Além

das proteínas nas peçonhas é possível encontrar também em pequena quantidade

compostos inorgânicos como íons cálcio, ferro potássio, magnésio sódio e zinco,

além de compostos orgânicos de baixa massa molecular como carboidratos, aminas

e aminoácidos[19].

De acordo com as características funcionais e estruturais, as proteínas e peptídeos

existentes nas peçonhas de serpentes podem ser divididos em diferentes classes como

fosfolipases A2, miotoxinas, metaloproteases, serinoproteases, L-amino oxidades, de-

sintegrinas, peptídeos potencializadores de bradicinaina, fosfodiesterases, colineste-
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1.3. A peçonha

rases, hialuronidases, dentre outras (Figura 3)[19].

Figura 3: A composição das peçonhas ofídicas. Fonte: Adaptado de Ramos & Araujo
(2006)[19].

Nas peçonhas botrópicas e botropóicas, essas proteínas são responsáveis princi-

palmente por danos teciduais no local de inoculação da peçonha e distúrbios sistêmi-

cos. No local da picada um intenso e característico quadro de dano tecidual se instala
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1.4. Aspectos estruturais e funcionais das principais toxinas presentes nas peçonhas de serpentes

devido ao surgimento de edema acentuado e progressivo além de dor intensa e mani-

festações hemorrágicas percebidas com sangramento no local da picada, sendo que o

quadro pode evoluir para necrose severa[10, 20, 21, 22]. Os efeitos locais são provocados

por ação direta e indireta das toxinas e enzimas dessas peçonhas.

Os distúrbios sistêmicos resultam de severas alterações na hemostasia levando as

vítimas de envenenamentos mais graves a apresentarem prolongamento do tempo de

coagulação e sangramentos em locais distantes da picada, causando gengivorragia,

hematêmese e hematúria[3]. Casos de gengivorragia, petéquias, hematúria são obser-

vados em casos graves de envenenamento, quando grande quantidade de peçonha

foi inoculada. Mais tardiamente se observa a incoagulabilidade sanguínea[10].

1.4 Aspectos estruturais e funcionais das principais

toxinas presentes nas peçonhas de serpentes

1.4.1 PLA2

As fosfolipases A2 (PLA2), presentes nas peçonhas de serpentes podem repre-

sentar entre 29 a 45% da peçonha botrópica e botropóica[23]. Podem ser encontradas

também em peçonhas de artrópodes e no suco pancreático[24]. Estas enzimas apre-

sentam importante papel no catabolismo dos lipídios da dieta e no metabolismo geral

de lipídios estruturais de membrana.

As PLA2 são encontradas em diferentes organismos vivos e estas são classi�cadas

em 15 grupos diferentes que incluem cinco tipos diferentes de proteínas; PLA2 cito-

sólicas (cPLA2), PLA2 cálcio independentes (iPLA2), PLA2 secretadas (sPLA2), PLA2

lisossomais (PLA2s), PLA2 tipo acetilhidrolases de fatores ativadoras de plaquetas

(PAF-AH)[25].

As PLA2 citosólicas (cPLA2) são proteínas com massa entre 61 e 114 kDa, pos-

suem um resíduo de Serina essencial para catálise. As PLA2 cálcio independentes

(iPLA2) e as PLA2 tipo acetilhidrolases de fatores ativadoras de plaquetas (PAF-AH)

também apresentam o resíduo de serina catalítico. As PLA2 lisossomais (PLA2s)
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apresentam uma tríade catalítica Serina-Histidina-Asparagina[25].

PLA2 de serpentes secretadas (sPLA2) são monômeros de 14 a 18 kDa ou como

homodímeros de aproximadamente 28 kDa. Todas PLA2 são enzimas com estrutura

terciária rígida devido a presença de 5 a 8 pontes dissulfeto[26], conferindo a estas

enzimas grande estabilidade. As PLA2 presentes nas peçonhas de serpentes são

classi�cadas em dois grupos I e II, sendo que as toxinas representantes do grupo I

são isoladas de peçonhas elapídicas, enquanto as PLA2 do grupo II são encontradas

nas peçonhas de serpentes da família Viperidae[25, 27].

Essas enzimas necessitam de íons cálcio como cofator para estarem ativas cata-

liticamente[25]. O íon cálcio �ca coordenado por meio de interações fracas dentro de

um arcabouço formado por uma díade catalítica formada pelos aminoácidos His48 e

Asp49, altamente conservados nas PLA2 (Figura 4). As sPLA2 possuem duas grandes

α-hélices (α-hélice 2 e α-hélice 3) ligadas por pontes dissulfeto e apresentam uma

região hidrofóbica na superfície da enzima formada pelos resíduos de aminoácidos

His48, Asp49,99, Tyr52 formando um �loop� de ligação do cálcio que compreende a

região catalítica da molécula[25, 28]

Figura 4: PLA2 de Bothrops jararacussu. Os aminoácidos His48, Asp49, Tyr52 e
Asp99. A esfera representa o íon cálcio, as linhas �nas representam as pontes dissul-
feto. Fonte: Murakami & Arni (2003)[28].

PLA2 são enzimas hidrolíticas que clivam fosfolipídios, hidrolisando a ligação acil
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na posição sn-2 do fosfoglicerídio (Figura 5). A hidrólise envolve os resíduos de His48 e

Asp49 que ativam umamolécula de água estruturalmente conservada e dessemodo se

inicia um ataque nucleofílico na posição sn-2 do fosfolipídio. Nesse instante, é formado

um intermediário tetraédrico no sitio ativo que é estabilizado pelo cálcio ligado ao

resíduo de Asp49[27, 29]. O produto liberado dessa reação é o ácido araquidônico, o qual

pode originar os eicosanóides como prostaglandinas, tromboxano A2 e leucotrienos
[30].

Figura 5: Ação da fosfolipase A2 sobre fosfolipídeo de membrana. Fonte: Nelson &
Cox (2002)[31].

A formação das prostaglandinas e tromboxanos é catalisada pelas Ciclooxigenases

(Cox) e a produção dos leucotrienos é mediada pela ação das Lipoxigenases (Lox)[32].

Esses eicosanóides são importantes mediadores pró-in�amatórios, sendo também

causadores da resposta in�amatória causada pelos envenenamentos ofídicos[33].

A substituição do resíduo de Asp49 da cadeia polipeptídica da PLA2 pode signi�-

car a perda da interação com o cálcio e a consequente perda de atividade catalítica

da enzima. Essas enzimas podem ser classi�cadas como Asp49 ou Lys49 depen-

dendo do resíduo de aminoácidos na posição 49. Enquanto as Lys49 possuem pouca

ou nenhuma atividade catalítica, as PLA2 Asp49 são enzimaticamente ativas[34]. A

carga negativa do resíduo aspartato possibilita que íons cálcio se liguem as PLA2,

atuando como um cofator que estabiliza um intermediário tetraédrico durante a reação
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catalítica[35] propiciando a catálise.

Além da substituição do resíduo de Asp49 por Lys49 comumente encontrado em

fosfolipases A2 foram isoladas toxinas dessa classe com substituiçao do residuo da po-

siçao 49 por residuos de Serina como na toxina Escaforin S isolada de Echis carinatus

sochureki
[36] e Ammodytin L, isolada de Vipera ammodytes ammdyte

[37]. Ainda foram

descobertas PLA2 Asn49, tais como TsR6 e cTs-R6 puri�cadas da peçonha de Trime-

resurus stejnegeri e TM-N49 isolada de Protobothrops mucrosquamatus
[38] e a única

PLA2 Arg49, a Zhaoermiatoxin isolada da peçonha de Zhaoermia mangshanensis
[39].

As fosfolipases A2 além da atividade enzimática são capazes de induzir um largo

espectro de efeitos farmacológicos como, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, hemólise,

edema, ação anticoagulante e mionecrose[40, 41].

A mionecrose ou necrose muscular é uma característica comum de envenena-

mento por espécies botrópicas e botropóicas. Segundo MEBS & OWNBY (1990)[42],

miotoxicidade pode ser de�nida como uma ação especí�ca de PLA2 no músculo es-

quelético, afetando somente �bras musculares, sendo que outros tecidos como tecido

conjuntivo, nervos e vasos permanecem essencialmente intactos.

O mecanismo molecular pelo qual as PLA2 induzem a necrose muscular foi pro-

posto inicialmente por GUTIÉRREZ et al. (1995)[43]. Os autores propuseram que as

miotoxinas Lys-49 se ligam a sítios não identi�cados na membrana sarcoplasmática,

provocando interação eletrostática entre o sítio catiônico da toxina com grupos carre-

gados negativamente na membrana. Em seguida, a miotoxina penetraria na bicamada

por meio de interações hidrofóbicas fazendo com que a região citotóxica da molécula

cause a desorganização e consequente rompimento da membrana plasmática. O

rompimento da membrana levaria a perda da permeabilidade seletiva, causando um

grande in�uxo de íons cálcio na célula, o que provoca uma série de processos degene-

rativos, que levam a um rápido e�uxo de moléculas citosólicas como: creatina kinase,

lactato desidrogenase, aspartato aminotransferase, mioglobina e creatinina[44, 45].

Para explicar a grande diversidade de efeitos farmacológicos induzidos pelas PLA2

foi proposto que estas moléculas teriam sítios ou moléculas alvo[40, 46], ou seja, cada

tecido em particular apresentaria sítios alvos especí�cos na superfície celular onde as
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PLA2 poderiam se ancorar e desenvolver sua atividade. Esses sítios de reconheci-

mento de�nem o local onde a região C-terminal da toxina se ancoraria na membrana

plasmática. Essa teoria se baseia no estabelecimento de interações eletrostáticas

em decorrência das cargas negativas dos fosfolipídeos de membrana e essas cargas

seriam capazes de provocar um rearranjo da região C terminal de forma a possibilitar

a penetração da toxina na bicamada lipídica[47, 29].

1.4.2 Serinoproteases

As peçonhas botropóicas e botrópicas são ricas em enzimas proteolíticas, tais

como serinoproteases e metaloproteases. As serinoproteases (Snake Venom Serino-

Proteases � SVSP) são enzimas que afetam o sistema hemostático das vítimas de

acidentes ofídicos, podendo alterar a agregação plaquetária, a coagulação sanguínea,

a pressão sanguínea e a �brinólise[48].

Essas enzimas podem representar até 20% do conteúdo proteico total de algumas

peçonhas da família Viperidae[49]. Geralmente contêm aproximadamente 230 resíduos

de aminoácidos dos quais 12 resíduos são de cisteína, sendo que 10 formam pontes

dissulfeto. Possuem entre 50 e 80% de identidade estrutural[50]. São sintetizadas na

forma de zimogênios, com um peptídeo sinal de 18 aminoácidos e um peptídeo de

inativação com 6 resíduos (Gln-Lys-Ser-Ser-Glu-Leu)[51].

As serinoproteases têm um mecanismo catalítico comum que usa um resíduo de

serina altamente conservado e reativo que desempenha um papel chave na formação

de um grupo acil transiente que é estabilizado na presença de resíduos de histidina e

ácido aspártico dentro do sítio catalítico[51].

As serinoproteases de peçonhas ofídicas podem promover diversas alterações na

coagulação sanguínea e no sistema �brinolítico. Atuam como ativadoras dos fatores

da coagulação sanguínea, tais como protrombina, fator X, VII, V. Podem também ativar

o plaminogênio promovendo a formação de plasmina, uma enzima chave no processo

da �brinólise[50, 52].

Algumas serinoproteases são inativadoras de inibidores de serinoproteases en-
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dógenos que são responsáveis por regular o processo de coagulação e �brinólise[50].

Uma das funções mais bem descritas para algumas das serinoproteases é sua ca-

pacidade de exercer ação semelhante a da trombina, ou seja, promover a quebra do

�brinogênio em �brina (Figura 6). Estas serinoproteases são chamadas de 'thrombin-

like' (SVSP-TL) Apesar da ação semelhante a da trombina essas toxinas compartilham

apenas 33% de identidade estrutural[50, 53]. e s"ao capazes de clivar apenas uma das

cadeias do �brinogênio.

(A)

(B)

Figura 6: Estrutura representativa do �brinogênio e �brina. (A) Estrutura
das cadeias Aα , Bβ e γ do �brinogênio. (B) molécula de �brina e
os �brinopeptídeos liberados e os sítios de clivagem da plasmina. Fonte:
www.cironline.ru/guzov/pic/SFMC/�brinogeneave , acesso em 28/03/2011.

A clivagem do �brinogênio pela trombina acontece entre os resíduos de Arg16

e Glu17 liberando 2 �brinopeptídeos e uma molécula de �brina[51]. Em decorrência

das SVSPs 'thrombin-like' não promoverem a dupla clivagem dos �brinopeptídeos (em

sua maioria) e não ativarem o fator XIII da cascata de coagulação o coágulo formado

pela ação destas enzimas é um coágulo com aparência frouxa, diferente do coágulo
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formado pela ação da trombina [51, 54].

As SVSP são as principais responsáveis pelas drásticas interferências na cascata

de coagulação sanguínea estando diretamente relacionadas ao quadro de coagulopa-

tia bastante comum dos envenenamentos ofídicos mais severos[50, 55, 56].

A coagulopatia é uma das maiores complicações dos acidentes com serpentes

das famílias Viperidae e Crotalidae que resulta principalmente do sinergismo das en-

zimas 'thrombin-like' e procoagulantes[9, 48, 55]. Como essas enzimas provocam o con-

sumo de �brinogênio, o resultado é que frequentemente as vítimas de envenenamento

apresentam o sangue incoagulável[55, 57]. Quando administradas �in vivo� causam

efeito des�brinogenante, tornando o sangue incoagulável por diminuirem o estoque

de �brinogênio plasmático, sendo utilizadas na medicina como agente antitrombótico.

Quando ensaiadas �in vitro� apresentam ação procoagulante[48].

Estes efeitos permitiram a utilização das proteínas das peçonhas para a aplicação

terapêutica como é o caso do medicamento Reptilase R© que foi desenvolvido a partir

de uma toxina isolada da peçonha de B. atrox. Repitilase é usado como agente

des�brinogenante em pacientes vítimas de trombose[58]. Serinoproteases são usadas

também na produção de cola de �brina usada em cirurgias onde não é possível se

realizar suturas[59].

Os distúrbios no sistema hemostático já haviam sido observados por Fontana em

1700[1]. Hoje, por meio de ensaios simples como determinação do tempo de coa-

gulação do sangue ou plasma é possível detectar essa ação. A quanti�cação de

�brinogênio plasmático é outra maneira de se avaliar os efeitos de serinoproteases,

bem como outras toxinas capazes de causar a hidrólise do �brinogênio, direta ou indi-

retamente. Também é possível avaliar a ação das SVSPs na cascata de coagulação,

veri�cando se essas alterações acontecem no nível da via extrínseca ou intrínseca

por meio da avaliação do tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina parcial

ativada, respectivamente[60].
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1.4.3 Metaloproteases

As metaloproteases constituem outra importante classe de enzimas proteolíticas

representando até 32% do proteoma de peçonhas viperídeas[16]. Fazem parte da

superfamília de Zinco Peptidases denominadas Zincinas (Figura 7). Essa superfamília

foi dividida em 5 famílias diferentes denominadas de: Gluzincinas, Inverszincinas,

Carboxipeptidases, DD-Carboxipeptidases e Metzincinas[19].

Figura 7: Família das Zinco-peptidases. Fonte: adaptado de Ramos & Araujo (2006)[19]

e Gomis-Rüth et al. (2011)[61].

As Metzincinas possuem um sitio ligante de zinco altamente conservado na se-

quencia HEBxHxBGBxH presente no domínio catalítico, onde H é a histidina, E é o

ácido glutâmico, G é a glicina, B é qualquer resíduo hidrofóbico e X qualquer aminoá-

cido. Além dessa semelhança possuem uma volta da cadeia peptídica abaixo do sítio

ativo que apresenta um resíduo de metionina altamente conservado. Esse arranjo

estrutural promove a criação de um arcabouço hidrofóbico que parece ser essencial

para a interação com o substrato[19, 62].
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A família das Metzincinas é dividida em 7 subfamílias, incluindo as Astacinas, Re-

prolisinas, Serralisinas, Matrixinas, Snapalisinas, Leishmanolisinas e Pappalisinas[61].

As peptidases Matrixinas são representadas pelas metaloproteases de Matriz Extrace-

lular (MMPs) e as Reprolisinas são representadas pelas metaloproteases de peçonhas

de serpentes (SVMPs) e ADAMs (proteínas de mamíferos com domínios desintegrina

e metaloprotease)[19].

As SVMPs são enzimas extremamente versáteis, exibindo grande diversidade

estrutural e funcional[20]. Classicamente conhecidas por toxinas hemorrágicas, nem

sempre provocam hemorragia. São sintetizadas nas glândulas de peçonha em forma

de zimogênios que contém uma sequencia que é perdida após um processamento

proteolítico, resultando na sua ativação[63]. São enzimas zinco dependentes, ou seja,

precisam deste íon como cofator. A massa molecular dessas toxinas pode variar de

20 a 100 kDa[16, 64, 65, 66].

As SVMPs foram inicialmente classi�cadas em 1983 por Bjarnason & Fox (1983)[67]

em duas classes de acordo com a massa molecular que apresentavam. Posterior-

mente em 1994 essas proteases foram novamente divididas em diferentes classes

de proteínas, com base também em suas massas moleculares. A classe PI incluía

proteínas de 20 a 30 kDa com baixa ou nenhuma atividade hemorrágica e três domí-

nios estruturais (pré-pro-metaloprotease). As metaloproteases de classe PII incluíam

proteínas com massa de 30 a 60 kDa, possuindo os domínios das metaloproteases

de classe PI e mais um domínio desintegrina. A classe PIII compreendia proteínas

altamente hemorrágicas que apresentavam massa entre 60 e 80 kDa com um domí-

nio semelhante à desintegrina e um domínio rico em cisteína e por �m as SVMP de

classe PIV que apresentavam massa entre 80 e 100 kDa e possuíam além dos demais

domínios um domínio ligante de lectina (Figura 8)[66].

A classi�cação de BJARNASON & FOX (1994)[66] foi revista e atualizada no ano de

2005 com base em seqüências de cDNA[68]. A reclassi�cação aconteceu depois que

a hipótese de que as desintegrinas livres derivavam de precursores contendo domínio

metaloprotease foi contrariada por descobertas que sugerem que poderia haver uma

origem alternativa para as moléculas de desintegrinas. OKUDA et al. (2002)[69] e

posteriormente, FRANCISCHETTI et al. (2004)[70] relataram a síntese de precursores
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Figura 8: Diagrama esquemático da divisão das metaloproteases das peçonhas de
serpentes, conforme a composição estrutural das enzimas. Fonte: BJARNASON &
FOX (1994)[66].

sem o domínio metaloprotease, possuindo apenas um peptídeo sinal, pró-domínio e

domínio desintegrina.

Estudos proteômicos e transcriptômicos têm revelado formas diversas de pro-

cessamento proteolítico dessas toxinas, os quais permitiram uma nova classi�cação

proposta por Fox & Serrano (2008)[16] (Figura 9). Nesta �gura a coluna da esquerda re-

presenta esquematicamente as proteínas nascentes e na coluna da direita as classes

de SVMPs após o processamento proteolítico.

O grupo PI depois do processamento proteolítico apresenta apenas o domínio

metaloprotease, já o grupo PIIa e PIIb apresentam na estrutura nascente o domínio

desintegrina que pode ser perdido ou não após o processamento proteolítico, res-

pectivamente. A classe PIIc é um dímero composto de duas moléculas que contém

domínio metaloprotease e domínio desintegrina. A classe PIId é sintetizada como as

demais moléculas da classe PIII, porém perde seu domínio metaloprotease e resulta

em desintegrinas homodiméricas. As toxinas da classe PIIe resultam da formação

de desintegrinas heterodiméricas por multimerização de desintegrinas liberadas por
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toxinas nascentes da própria classe P-IIe e classe D-I.

Figura 9: Classi�cação das SVMPs de acordo com Fox & Serrano (2008)[16].

A classe PIII, subdividida em PIII-a até P-IIId, encontram-se as SVMPs fortemente

hemorrágicas. Nas formas nascentes, comomostra a Figura 9 as SVMPs são compos-

tas de domínio pré, pro, metaloprotease, desintegrina-like, rico em cisteína e a classe

PIIId ainda possui o domínio lectina. Após o processamento, as toxinas da classe

PIIIa apresentam a sua estrutura formada por domínio metaloprotease, desintegrina-

like, rico em cisteína. A classe PIIIb depois de processada resulta em uma molécula

composta apenas de domínio metaloprotease livre mais um domínio desintegrina-like

ligado a um domínio rico em cisteína. A classe PIIIc é um dímero resultante da união

de duas cadeias formadas por domínio metaloprotease, domínio desintegrina-like e

domínio rico em cisteína. Por �m o domínio PIIId, anteriormente classi�cado como

PIV, apresenta além dos domínios da classe PIII os domínios Lectina like ligados ao

domínio rico em cisteína por meio de pontes dissulfeto[16].

As SVMPs podem apresentar portanto domínios pré, pró, metaloprotease, es-

paçador e dependendo da classe podem conter também domínios desintegrina ou

desintegrina-like, rico em cisteína e dominio lectina.
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O peptídeo sinal como já dito anteriormente é um endereçador para as toxinas nas-

centes no citoplasma das células secretoras das glândulas veneníferas, direcionando-

as ao retículo endoplasmático. Possui aproximadamente 18 resíduos de aminoácidos.

O pró-dominio é o responsável por manter inativa a protease dentro das células

secretoras. Esse domínio é composto de cerca de 200 resíduos de aminoácidos bas-

tante conservados nas SVMPs, principalmente na região PKMCTGVT. Essa sequencia

interage com o sítio ativo do domínio metaloprotease, como mostra a Figura 10. O

sítio ativo �ca impedido de realizar interações com o substrato devido à interação do

grupo tiol do resíduo de cisteína que age como um quarto ligante do zinco catalítico

presente no sitio ativo, além de excluir a molécula de água da esfera de coordenação.

Esse mecanismo é chamado de Cisteína Switch ou mecanismo de velcro[19].

(A) (B)

Figura 10: Mecanismo Cisteína Switch ou mecanismo de velcro. (A) Interação da
cisteína 75 pertencente ao pró-domínio com o zinco e impedindo a interação com
um possível substrato. (B) Metaloprotease livre do pró-domínio com zinco livre para
interagir com a molécula de água. Fonte: Ramos & Araujo (2006)[19].

O domínio metaloprotease é composto de 215 resíduos de aminoácidos que for-

mam uma protease dependente de zinco, portanto sendo fortemente inibido por agen-

tes quelantes como EDTA ou 1,10 fenantrolina. A retirada do zinco do sítio catalítico

é capaz de induzir mudanças na estrutura secundária da molécula[66]. Esse domí-

nio apresenta uma sequencia de aminoácidos bastante conservada, especialmente

os três resíduos de histidina (His142, His146 e His152) responsáveis pela ligação e
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estabilização do zinco no sítio ativo[16].

A catálise enzimática realizada por essas enzimas acontece provavelmente pela

presença de uma molécula de água localizada dentro do sítio ativo, do íon zinco e um

resíduo de Glu335 (Figura 11(A)). A molécula de água na presença de um substrato

provocaria um aumento na polarização dentro do sítio ativo, causando a transferência

de um próton da molécula de água para o Glu335, que se tornaria um nucleó�lo e

atacaria o grupo carbonil da ligação peptídica do substrato (Figura 11(B)). Todas essas

alterações levariam o zinco a um estado penta coordenado e com a transferência do

próton do resíduo de Glu para o átomo de nitrogênio da ligação peptídica do substrato

então a ligação é clivada liberando os produtos da reação (Figura 11(C))[19].

(A) (B) (C)

Figura 11: Mecanismo de catálise das SVMPs. (A) zinco coordenado pelas his334,
his338 e his444 e a molécula de água polarizada dentro do sitio ativo e a molécula
de substrato Rn. (B) O próton foi transferido para o Glu335 e o substrato recebeu a
hidroxila e o zinco se torna um intermediário penta coordenado que transfere o próton
do Glu335 para o substrato causando o rompimento da ligação peptídica (C). Fonte:
Ramos & Araujo (2006)[19].

O peptídeo espaçador é formado por 13 a 15 resíduos de aminoácidos e está

posicionado entre o domínio metaloprotease e o domínio desintegrina ou desintegrina-

like. Esse domínio não apresenta toxicidade[19].

O domínio desintegrina ou desintegrina-like pode ser formado por 41 a 100 resíduos

de aminoácidos, formando até 8 pontes dissulfeto em sua estrutura. São capazes

de se ligar à integrinas com elevada a�nidade por possuírem na sua estrutura uma

sequencia RGD (Arg-Gly-Asp) idêntica a sequencia encontrada no �brinogênio. Dessa

forma esse domínio é capaz de concorrer com o �brinogênio pelo receptor αIIβIII de
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plaquetas sendo capazes de inibir a agregação destas. São encontradas variações

nessa sequencia, como por exemplo, apresentar a sequencia ECD (Glu-Cys-Asp) ou

DCD (Asp-Cys-Asp) e os domínios que possuem essas alterações são chamados de

desinterina like[19, 62].

O domínio rico em cisteína é composto de 112 resíduos de aminoácidos e como

o próprio nome diz possui grande quantidade de resíduos de cisteína. Esse domínio

apresenta propriedades adesivas às proteínas da matriz extracelular e componentes

plasmáticos[19].

O domínio semelhante à lectina tipo-C. Sugere-se que este domínio seja originado

a partir da expressão de RNAs independentes que codi�cam a proteína lectina tipo

C like que são adicionadas às metaloproteases da classe III. Esses achados podem

con�rmar que a classe antes denominada PIV era uma modi�cação pos-traducional

de SVMPs de classe PIII[16, 19].

As SVMPs de classe PIII, na sua maioria, são responsáveis pelo quadro hemorrá-

gico local após o envenenamento ofídico, enquanto as toxinas de classe PI geralmente

não provocam hemorragia. Entretanto, algumas metaloproteases de classe PI, como

BthMP isolada da peçonha de Bothrops moojeni quando administradas em altas doses

apresentam o efeito hemorrágico que se especula ser devido à polaridade apresentada

na superfície da molécula[62].

Estudos estruturais teóricos comparando estruturas de SVMPS de classe PI têm

fundamentado a hipótese que as SVMPs dessa classe que são fracamente hemorrá-

gicas apresentam uma maior �exibilidade estrutural na região da cadeia polipeptídica

abaixo do sítio ativo entre os resíduos 156 e 163 logo antes do resíduo conservado de

metionina, enquanto as SVMPs não hemorrágicas (PI) apresentariam maior �exibili-

dade na região que compreende os resíduos 166-175, ou seja, logo após o resíduo de

metionina conservado[62, 71]. Entretanto essa hipótese recentemente lançada precisa

ser investigada profundamente usando um número maior de estruturas de SVMPs.

O efeito hemorrágico das SVMPs inicia-se pela ação proteolítica dessas toxinas

sobre componentes da membrana basal dos vasos sanguíneos tais como, colágeno

tipo IV, laminina, nidogênio, �bronectina e proteoglicanos, os quais são essenciais
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para assegurar a integridade dos vasos sanguíneos. A ação proteolítica de SVMPs

sobre esses componentes tem um papel fundamental para os eventos de instalação

da hemorragia no tecido afetado[65, 72].

Na tentativa de compreender como acontece a hemorragia induzida por metalo-

proteases hemorrágicas após a degradação da membrana basal, dois mecanismos

foram propostos: a hemorragia per rhexis e hemorragia per diapedesis.

A hemorragia per rhexis é caracterizada pelo inchaço e rápido rompimento da

membrana das células do endotélio. O endotélio rompido permite que o sangue

passe para o tecido ao redor do vaso afetado[65]. A hemorragia per diapedesis ocorre

devido ao rompimento das junções entre as células vizinhas, não havendo alterações

no espaço intracelular[20, 65]. Juntamente com a proteólise da membrana basal pelas

SVMPs, o rompimento dos vasos tambémé favorecido pela força impelida pela pressão

hidrostática no lúmen, bem como o cisalhamento tangencial do �uxo sanguíneo nas

paredes dos vasos que já se apresentam estruturalmente desestabilizados pela perda

da membrana basal endotelial[21, 73].

Muitas metaloproteases de peçonhas de serpentes já foram isoladas, com des-

taque pode se citar a Jararagina (52 kDa) que é um exemplo de SVMP altamente

hemorrágica. Essa toxina foi isolada da peçonha de B. jararaca
[74] e vem sendo bas-

tante estudada como ummodelo para o entendimento da ação das SVMPs nos tecidos

e sobre linhagens celulares[72, 75, 76].

BALDO et al. (2010)[72], usando as toxinas Jararagina (PIII) e BnPI (PI) demons-

traram que a ação hemorrágica das SVMPs está associada a presença de domínios

independentes do domínio metaloprotease da toxina. Os resultados mostram que

ocorre acúmulo da jararagina próximo aos vasos sanguíneos alcançando concentra-

ções su�cientes para promover a rápida degradação da membrana basal, o que não

é observado utilizando a SVMP de classe PI. Um dos sítios de ancoragem da jarara-

gina é o colágeno tipo IV, presente em grande quantidade na membrana basal. Essa

ancoragem é possível devido à interação dos domínios desintegrina e rico em cisteína

desta toxina às moléculas de colágeno. A manutenção das toxinas num mesmo lo-

cal possibilita que a atividade proteolítica seja concentrada numa região limitada e o

dano nesse caso tende a ser maior, ocasionando o extravasamento do sangue para
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os tecidos próximos.

O quadro hemorrágico local é um dos mais intensos danos causados pelos enve-

nenamentos botrópicos e botropóicos, ocasionado por lesões severas na microvascu-

latura causando além do extravasamento de sangue, a necrose. A necrose causada

pelas SVMPs está associada ao quadro de isquemia que acontece próximo ao local

onde ocorre a hemorragia, sendo, portanto uma ação indireta dessas toxinas[21, 62].

1.5 Necrose local após o envenenamento ofídico

Necrose é o estado de morte de um tecido ou parte dele em um organismo vivo

caracterizado por ser sempre um processo patológico e desordenado. O processo de

necrose é desencadeado quando as células ou o tecido sofre um insulto que resulta

numa serie de alterações que culmina no aumento do volume celular, agregação

da cromatina, desorganização do citoplasma, seguido da perda da integridade da

membrana plasmática e consequente ruptura celular[77].

Diferentemente da apoptose que é a �morte celular programada� que ocorre de

forma não acidental que se inicia com a retração da célula que causa perda da ade-

rência com a matriz extracelular e células vizinhas e termina na produção de corpos

apoptóticos que são rapidamente fagocitados por macrófagos e removidos sem causar

um processo in�amatório[77] (�gura 12).

A mionecrose é o evento de morte de células do tecido muscular chamadas de

miócitos. Após o início do processo de mionecrose a área afetada perde seu aspecto

habitual e transforma-se em uma massa �namente granular ou hialina, contendo frag-

mentos demio�brilas degradadas. Ocorre também a perda das estriações transversais

das �bras e ativação da resposta orgânica com a liberação de substâncias do interior

das �bras e o a�uxo de células in�amatórias[78].

Após a destruição das mio�brilas o organismo promove a remoção dos restos

celulares pela ação de macrófagos. Assim se inicia o processo de regeneração que

é dependente da preservação das células satélites contidas na membrana basal. As

células satélite são células progenitoras mononucleares capazes de se diferenciar e
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Figura 12: Características morfológicas da apoptose e da necrose. Fonte: Grivicich et
al. (2007)[77].

formar mioblastos e depois miócitos até que o segmento afetado seja reconstituído. As

�bras musculares jovens em regeneração são menores e possuem núcleos centrais

vesiculosos com nucléolos muitas vezes visíveis[78].

As fosfolipases A2 miotóxicas presentes na peçonha são grandes responsáveis

pela miotoxicidade das peçonhas botrópicas e botropóicas. Essas toxinas causam

necrose muscular por serem capazes de perturbar a integridade da membrana sar-

coplasmática levando a uma desorganização dos lipídeos de membrana de forma a

permitir a entrada de íons como cálcio. A partir disso inicia-se um processo de hi-

percontração e degeneração das mio�brilas seguido de um colapso que culmina no

rompimento da membrana sarcoplasmática, levando o tecido muscular a necrose[21, 79].

A mionecrose pode ser causada também pelas SVMPs que além do quadro de

hemorragia local que provocam são capazes também de causar a necrose do tecido

muscular. Gutiérrez et al. (2009)[21] sugerem que o dano às células musculares ocorre

secundariamente devido a isquemia causada pelo dé�cit de sangue ocasionado pela

hemorragia nos tecidos próximos a picada. Essas toxinas são capazes de destruir a

matriz extracelular e a membrana basal endotelial causando dano a microvasculatura

e ao arranjo estrutural do tecido muscular o que compromete a irrigação do tecido[21, 72].
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A necrose provocada pela ação de SVMPs ou pela peçonha total é mais grave

que as lesões necróticas provocadas por miotoxinas isoladas. Geralmente o tecido

que foi inoculado com miotoxina depois de duas semanas substitui o tecido necrótico

por tecido muscular. Já a regeneração do músculo inoculado com a peçonha bruta ou

SVMPs isoladas não acontece e o tecido necrosado é substituído por tecido conjuntivo

�broso, não funcional. As metaloproteases ao causarem isquemia, a destruição da

microvasculatura e da membrana basal onde estão as células satélites inviabilizam a

regeneração da área afetada[20, 21, 44, 72, 80].

Em casos mais severos as vítimas de picadas de serpentes podem apresentar

grandes perdas de tecido muscular em decorrência do processo necrótico levando

algumas vezes a amputação do membro atingido[3]. A terapia disponível para tratar

envenenamentos ofídicos é a administração de soro antiofídico. Entretanto o soro

mesmo que em grandes quantidades não é capaz de reverter os efeitos locais das

picadas de serpente do gênero Bothrops e Bothropoides.

1.6 A terapia

O médico inglês Richard Mead (1673-1754) em 1743 classi�cou as peçonhas

como substancias ácidas, e por isso por algum tempo a amônia ou outros álcalis

foram usados contra envenenamentos. Em 1878, Thomas Lauder Bruntom (1844�

1916) sugeriu que o uso do permanganato de potássio (1%) minimizava a letalidade

provocada pela peçonha, mas não inibia completamente seus efeitos. Posteriormente

o uso do permanganato de potássio foi abolido, pois não reduzia a letalidade nem os

efeitos dos envenenamentos[1].

Os primeiros estudos com antivenenos derivados do soro tiveram como base as

pesquisas sobre microorganismos e métodos de imunização desenvolvidos na Europa

entre 1880 e 1890. O Médico Edward Jenner (1749�1823) com pesquisas para o de-

senvolvimento da vacina anti-varíola e muitos cientistas do Instituto Pasteur, em Paris

e algumas instituições alemãs contribuíram para a busca de desenvolver imunizações

e tratamentos e�cazes para doenças como tuberculose, cólera, difteria peste bubô-

nica. Os resultados dessas pesquisas foram muito importantes, tais como o método
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de imunização de cavalos que possibilitava a criação de antitoxinas que quando ino-

culadas em animais doentes era capaz de promover a cura. Nascia então a teoria de

formação de anticorpos[1]

A soroterapia é a única medida aceita como tratamento de envenenamentos. Os

soros antiofídicos devem ser administrados preferencialmente diluídos em solução

glicosada na razão de 1:10 (v/v) em infusão endovenosa[3].

As doses de soro inoculadas nas vítimas são baseadas na estimativa da quantidade

de peçonha que a serpente pode inocular durante a picada. A estimativa é feita

com base na quantidade de peçonha obtida em uma extração. Para as serpentes

B. jararaca, por exemplo, em média a quantidade que se obtêm de uma extração

é de 160 mg da peçonha, que se inoculada em uma vítima levaria a um caso de

envenenamento considerado como moderado e o tratamento é realizado utilizando-se

de 4 a 8 ampolas de soro antiofídico[10, 81].

Atualmente o soro antiofídico é obtido do plasma de cavalos imunizados contra a

peçonha. É um processo lento que envolve várias etapas. As peçonhas são coletadas,

lio�lizadas e armazenadas a −20 ◦C. O �pool� de peçonhas de diferentes espécies é

feito e inoculado nos animais num esquema de nove injeções subcutâneas de 5 mg

da peçonha em 10 mL a cada 7 dias. Na primeira inoculação é utilizado o adjuvante

de Freund completo, a segunda com adjuvante de Freund incompleto e as outras sete

podem ser realizadas com hidróxido de alumínio 2% ou diluído em solução salina

(NaCl 0,9%)[1].

Após a obtenção do plasma dos animais inoculados por meio de precipitações com

sulfato de amônia é obtido um plasma enriquecido de anticorpos. Entretanto como são

proteínas heterólogas derivadas de outro animal, podem muitas vezes ocasionar as

reações de hipersensibilidade. Para minimizar essas reações os anticorpos podem

ser digeridos com papaína ou pepsina como mostra a Figura 13.

A molécula de Imunoglobulina apresenta duas partes, a porção (Fab)2 e a por-

ção Fc. A porção Fab é responsável por se ligar ao antígeno, provocando a ação

neutralizante esperada e a porção Fc é responsável pelas funções de imunogenici-

dade, altamente relacionada com as reações de hipersensibilidade. A digestão das
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(A)

(B)

(C)

Figura 13: Representação da molécula de Imunoglobulina e seus fragmentos (A) após
clivagem com pepsina (B) ou papaína (C). Fonte: Cardoso (2003)[3].

IgGs com a pepsina que provoca a liberação das unidades (Fab)2 é vantajosa pois

mantêm inalterada a capacidade neutralizante dos anticorpos, e se elimina a possibili-

dade de reação de hipersensibilidade, porém, ainda é possível que hajam reações de

hipersensibilidade do tipo III ou doença do soro[3].

Como alternativa ao uso de (Fab)2 é feita a clivagem das IgGs com papaína que

resulta na liberação de fragmentos Fab, o que torna quase remota a possibilidade de

reações indesejadas durante seu uso. A grande desvantagem desse tipo de soro é
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a sua rápida eliminação dado ao tamanho reduzido das moléculas, sendo necessário

maior numero de aplicações[3].

A e�ciência da soroterapia esta relacionada além de outros fatores, diretamente

com o tempo decorrido entre o acidente e o início do tratamento e a quantidade de

peçonha inoculada[82]. Entretanto apesar do soro ser a única terapia aceita para os

envenenamentos por picadas de serpentes sua ação no local da picada é fraca, não

impedindo dano tecidual devido à rapidez com que a peçonha se difunde nos tecidos

próximos ao local da picada e devido também à baixa concentração do soro nos

tecidos[55, 64, 83]. Todavia o uso dos soros está vinculado à existência de serviços formais

de saúde, e seu emprego permanece restrito às regiões de maior desenvolvimento

socioeconômico, onde existem sistemas de atenção médica estruturados. Assim as

populações de localidades remotas se veem compelidas a buscar terapias alternativas.

Desenvolver terapias as quais utilizam princípios ativos isolados de extratos ve-

getais e que melhorem o quadro do envenenamento ofídico se torna relevante uma

vez que, acidentes ofídicos afetam mais de 2,5 milhões de pessoas anualmente no

mundo[9] e o único tratamento disponível atualmente é a soroterapia. No caso dos

envenenamentos botrópicos, o soro apresenta de�ciências como fraca ação no local

da picada, não impedindo o dano tecidual devido principalmente à baixa concentração

do soro nos tecidos e também à rapidez com que a peçonha se difunde no local pró-

ximo da picada. Além disso, outras desvantagens inerentes, tais como, o alto custo

e as reações de hipersensibilidade de pacientes que recebem a soroterapia, justi�ca-

riam a busca por novas substâncias capazes de neutralizar os efeitos induzidos pelos

envenenamentos ofídicos.
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2.1 Os Extratos Vegetais

A humanidade tem usado os metabólitos secundários de plantas há vários séculos

com múltiplos propósitos, como por exemplo, para obter tinturas e pigmentos, fra-

grâncias, �avorizantes, estimulantes, alucinógenos, inseticidas e repelentes, venenos,

e principalmente agentes terapêuticos[1]. Os primeiros registros escritos do uso de

plantas medicinais datam de no mínimo 5.000 anos atrás, com os Sumérios[2].

Até o século XIX os recursos terapêuticos eram constituídos predominantemente de

plantas e extratos vegetais. Em 1970, 25% das drogas disponíveis nos Estado Unidos

continham compostos derivados de plantas[3]. Segundo a OMS (Organização Mundial

de Saúde) 11% das 252 drogas consideradas como básicas para saúde humana foram

descobertas de plantas[4].

Um exemplo do uso de princípios ativos de plantas como modelo para desenvolver

drogas sintéticas foi em 1897, quando Fredrich Bayer introduziu o ácido acetil salicílico

(Aspirina) no mundo. A aspirina é um sintético análogo ao ácido salicílico, que é um

composto ativo da casca do salgueiro, que era usado como remédio para dores e

febre[5]. Na atualidade, a descoberta de maior importância sobre o uso de princípios

ativos de plantas para a síntese de substâncias foi o Taxol R© ou Paclitaxel R©, identi�cado

em Taxus brevifolia, comercializado para o uso terapêutico contra o câncer, sendo

considerado como o antitumoral mais promissor dos últimos 20 anos[6].

No Brasil, o estudo da erva-baleeira (Cordia verbenacea) culminou no desenvol-

vimento do Ache�an R© que tem como princípio ativo o composto alfa-humuleno des-

coberto em 2001 por pesquisadores da UNICAMP. O fármaco é e�caz para casos de

dores musculares e no tratamento de tendinite crônica, possuindo em sua composição

apenas substâncias ativas extraídas de plantas, sem a mistura de princípios ativos

sintéticos[7].

O interesse no estudo das plantas em terapias alternativas com produtos naturais

tem crescido muito nos últimos anos. Este interesse ocorreu devido a diversas razões

como ausência do efeito esperado com medicamentos da medicina convencional, o

uso abusivo ou incorreto de drogas sintéticas resultam em efeitos colaterais e outros

problemas e principalmente, uma grande porcentagem da população mundial não tem
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acesso a tratamentos com drogas sintéticas[4].

O total estimado de espécies de plantas no planeta é 350 a 500 mil, aproxima-

damente dois terços dessas espécies devem estar em regiões tropicais. No Brasil

a diversidade de plantas compreende 55 mil espécies identi�cadas, sendo que 75%

dessas espécies estão na Floresta Amazônica ou na Mata Atlântica[8, 9]. Obviamente o

Brasil se apresenta numa posição privilegiada com teoricamente mais oportunidades

de descobrir compostos de interesse econômico e social dada à grande diversidade

vegetal que apresenta.

Por estarem presentes na natureza em abundância o estudo de extratos vegetais

tem se difundido cada vez mais, buscando investigar a sua e�ciência e constância de

atividade, bem como identi�cação e isolamento do princípio ativo, determinação de

sua estrutura,d a possibilidade de síntese e modi�cação desse princípio.

2.2 Metabolismo secundário

O metabolismo das plantas pode ser dividido didaticamente em primário e secun-

dário. No metabolismo primário são produzidas substâncias indispensáveis a qualquer

ser vivo como lipídios, proteínas, carboidratos, aminoácidos e ácidos nucléicos que

estão relacionados com o crescimento e desenvolvimento do vegetal[10].

Além das moléculas do metabolismo primário, as plantas sintetizam uma grande

variedade de metabolitos secundários. Esses metabólitos têm um papel fundamental

para a manutenção da vida da planta, mesmo em condições desfavoráveis, possi-

bilitando que o vegetal suporte as pressões ambientais como, o ataque por fungos,

bactérias e herbívoros, ainda se proteja da radiação UV, atraia polinizadores e frugí-

voros dispersores produzindo cores e perfumes[1].

Os metabólitos secundários ou princípios ativos foram considerados até meados

do século XIX como resíduos do metabolismo primário de plantas. Entretanto com

resultados de estudos no �nal do século XIX e inicio do século XX se descobriu que

no metabolismo secundário são produzidas substancias ou compostos que permitem

aos vegetais vantagens adaptativas ou mesmo funcionam como resposta ao estresse
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ambiental a que um vegetal é submetido[11]. Estima se que as plantas podem produ-

zir mais de 500 mil dessas substâncias conhecidas como princípios ativos[12], entre-

tanto até agora foram descobertas próximo a 200 mil estruturas de princípios ativos

diferentes[1], o que pode signi�car que um número ainda maior que 500 mil compostos

possam existir na natureza.

Os princípios ativos podem ser divididos em três grandes grupos de moléculas: ter-

penos, compostos nitrogenados e compostos fenólicos, como mostra a Figura 14.Os

metabólitos secundários são sintetizados a partir de intermediários do metabolismo

primário como, piruvato, eritrose-4- fosfato, por quatro vias metabólicas ou rotas bi-

oquímicas. Na rota do ácido chiquímico são produzidos compostos nitrogenados e

compostos fenólicos. Os compostos fenólicos podem ser sintetizados também na rota

do ácido malônico. Os terpenos São sintetizados por duas rotas distintas, a rota do

ácido mevalônico e rota do Metileritritol fosfato[13].

2.3 Os terpenos

Os terpenos são formados por unidades pentacarbonadas e podem ser sintetizados

a partir de três moléculas de acetil-CoA na rota do ácido mevalônico como mostra a

Figura 14. Essas unidades de cinco carbonos podem se unir dando origem a terpenos

mais complexos e maiores como diterpenos, triterpenos e tetraterpenos. A grande

maioria dos terpenos produzidos em plantas está relacionada à defesa do vegetal.

Uma das classes mais conhecidas de terpenos são os triterpenos piretrinas que

atuam como inseticidas naturais, pois apresentam elevada toxicidade para insetos por

serem capazes de bloquear canais de sódio em células nervosas de insetos causando

paralisia e conseqüente morte[11].

Além dos triterpenos como as piretrinas existem os terpenos cardenolídeos e as

saponinas. Os cardenolidesos são glicosídeos, ou seja, possuem um açúcar em sua

estrutura sendo extremamente tóxicos para animais superiores em doses elevadas.

Apesar de sua toxicidade em doses controladas alguns desses princípios ativos podem

ser usados como medicamentos. Da planta Digitalis sp foi isolado a digoxina um
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Figura 14: Principais rotas de biossíntese dos metabólitos secundários a partir do
metabolismo primário. (MEP - Metileritritol fosfato) (Fonte: adaptado de SIMÕES
(2003)[13])

composto que apresenta efeito inotrópico positivo, ou seja, aumenta a intensidade da

contração do músculo cardíaco[11, 13].

As saponinas são esteróides e triterpenos glicosilados com a capacidade de emul-

si�car gorduras, podendo alterar sua absorção no trato digestivo de animais. São

também capazes de desorganizar membranas celulares por se ligarem a moléculas

de lipídeos e esteróis da membrana plasmática[11].

45



2.4. Os compostos nitrogenados

2.4 Os compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados como o próprio nome diz possuem em sua estrutura ni-

trogênio e são quase que em sua totalidade, responsáveis pela proteção dos vegetais.

Alguns desses compostos são bastante tóxicos para animais e alguns apresentam

aplicações terapêuticas.Como exemplo dos compostos nitrogenados pode se citar os

alacalóides.

Os alcalóides são encontrados em 20% das espécies de plantas vasculares sendo

sintetizados principalmente a partir de três aminoácidos, lisina, tirosina e triptofano.

Quando foram descobertos os compostos nitrogenados, foram considerados produtos

de excreção de plantas. Entretanto, hoje se acredita que atuem realmente na defesa

dos vegetais, participando principalmente na defesa das plantas contramamíferos, pois

esses compostos apresentam elevada toxicidade para animais dessa classe quando

ingeridos[13].

Praticamente todos os alcalóides são tóxicos para animais dependendo apenas da

dosagem. Geralmente doses muito pequenas são capazes de provocar efeitos inten-

sos como é o caso da estricnina e da coniína isoladas da Strychnos nux-vomica e da

Conium maculatum (cicuta), respectivamente. Quando usados em doses controladas

os alcalóides podem ter aplicação terapêutica como a mor�na e codeína dois poten-

tes anestésicos e a escopolamina um alcalóide com ação anti-espasmódica vendido

comercialmente como Buscopan[13, 14]. Alcalóides podem ser utilizados também como

estimulantes como a cocaína, a cafeína e a nicotina[11].

Os glicosídeos cianogênicos não são tóxicos na foram que são produzidos nas

plantas. Quando a planta tem seus tecidos rompidos por alguma agressão ambiental

esses compostos se decompõem por ação de uma glicosidase que produz um com-

posto volátil que libera de sua quebra espontânea o ácido cianídrico, que altamente

tóxico[13].
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2.5 Os compostos fenólicos

Os compostos fenólicos possuem grande diversidade podendo ser considerado um

grupo quimicamente heterogêneo possuindo uma única semelhança: o anel aromático

ligado a uma hidroxila, ou seja, a presença de um fenol em suas estruturas.

Esses compostos estão associados à defesa contra herbívoros e patógenos, tem

função de suporte mecânico, podem atuar como atrativos para polinizadores e podem

ser fotoprotetores contra radiação UV[11].

Os compostos fenólicos são produzidos por duas vias distintas no metabolismo de

plantas. A via do ácido chiquímico e a via do ácidomalônico. A rota do ácido chiquímico

é a principal via de síntese e usa como precursores os derivados da glicólise e da via

das pentoses fosfato (Figura 15), convertendo esses carboidratos em aminoácidos

aromáticos.

O aminoácido mais utilizado para a síntese dos compostos fenólicos é a fenilala-

nina que é quebrada pela enzima fenilanina amônia liase formando o ácido cinâmico.

O ácido cinâmico é o precursor de vários compostos fenólicos como cumarinas, �avo-

nóides e taninos condensados como mostra a Figura 15.

2.6 O estudo de plantas medicinais e sua toxicidade

O estudo de plantas com potencial medicinal envolve a identi�cação da planta, o

isolamento de seus componentes ativos, a caracterização estrutural e farmacológica,

bem como a avaliação da toxicidade, tanto do extrato bruto como do princípio ativo

isolado.

A descoberta de um novo fármaco a partir de uma planta pode começar com uma

indicação do uso popular do vegetal para tratar alguma patologia. O primeiro passo

após a coleta do vegetal é proceder sua identi�cação, enquanto espécie por um botâ-

nico ou ecologista. Com o material coletado, então se prepara o extrato bruto e é feito

o �screening� das atividades farmacológicas. Caso os resultados sejam satisfatórios,

são realizados procedimentos de fracionamento e puri�cação dos princípios ativos de
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Figura 15: Rota do ácido chiquímico e produção de compostos fenólicos a partir da
fenilalanina. (Fonte: TAIZ & ZEIGER (2007)[11])

interesse, que são rastreados durante a puri�cação, realizando se novamente quantas

vezes forem necessárias os ensaios de avaliação das atividades farmacológicas.

A Farmacologia possui um ramo que é a Farmacognosia que tem como alvo os

princípios ativos naturais, sejam animais ou vegetais, ou seja, compreende o estudo

desses produtos com intuito de utilizá-los como agentes terapêuticos, avaliando os

efeitos farmacológicos e biológicos e ao mesmo tempo descobrir novas estruturas que

sirvam de base ao desenvolvimento de medicamentos, bem como a possibilidade de

síntese e modi�cação desses compostos[13].

Com o advento de técnicas modernas, a farmacognosia combina as técnicas de

isolamento e caracterização estrutural com estudos teóricos, como a modelagem mo-

lecular, bem como a comparação de princípios ativos recém descobertos com princí-

pios já estudados e com estruturas depositadas em bancos de dados de metabólitos

secundários[15].

As plantas não se diferenciam de nenhum xenobiótico sintético e sua utilização

deve ser baseada em estudos experimentais que comprovem que os benefícios de-
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correntes de sua utilização compensem seus possíveis efeitos adversos[16].

Do ponto de visto toxicológico deve se considerar que uma planta medicinal não

induz somente o efeito terapêutico esperado. Como todo composto estranho ao orga-

nismo, os princípios ativos de plantas sofrem biotransformação e seus produtos podem

ser tóxicos a ponto de causar danos á saúde[13]. Os princípios ativos de plantas não

apresentam apenas efeitos imediatos e bené�cos, mas podem provocar efeitos as-

sintomáticos e por isso existe a necessidade de avaliações criteriosas para garantir

segurança no uso de uma espécie vegetal ou princípios ativos como qualquer outro

medicamento.

O estudo de uma nova droga com efeitos terapêuticos passa por várias etapas das

quais podem se destacar quatro principais. A primeira é a etapa botânica que consiste

na identi�cação correta da planta. A segunda é etapa farmacêutica que esta relaci-

onada à forma de preparo, padronização e administração, buscando a uniformidade

das amostras testadas. Os ensaios biológicos pré-clínicos compreendem a terceira

etapa, que têm por objetivo comprovar o efeito que motivou o estudo da espécie e

sua segurança quanto à toxicidade e por �m a etapa clínica, realizada em humanos

visando determinar experimentalmente o grau de segurança[13].

No estudo de toxicidade aguda, os animais são tratados uma única vez com o pro-

duto em teste por um período aproximado de 24 horas[13]. As análises dos resultados

de testes após este período podem fornecer a dose capaz de induzir a letalidade, a

forma da morte, os órgãos afetados e possíveis alterações no comportamento e sinais

que precedem a morte, bem como alterações hematológicas, bioquímicas plasmáticas

e urinárias. A análise histopatológica é usada para con�rmar se houve ou não lesão

nos órgãos examinados e para comprovar resultados quantitativos como dosagens de

enzimas do plasma.

A manutenção de alguns dos animais tratados por um período superior a 24 horas

é bastante interessante, pois permite veri�car efeitos tardios que possam ocorrer após

24 horas após a administração da droga[13].
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2.7 Plantas com potencial antiofídico

O potencial antiofídico de espécies vegetais vem sendo demonstrado na literatura

cientí�ca há mais de três décadas. Um dos primeiros estudos avaliando essa ação

foi realizado com a espécie Curcuma longa (açafrão) que foi capaz de neutralizar uma

neurotoxina puri�cada da peçonha de Naja naja siamesis
[17]. Posteriormente, esse po-

tencial foi descoberto em novas espécies, em destaque Eclipta prostata (erva botão),

a qual apresentou proteção contra quatro doses letais da peçonha de Crotalus duris-

sus terri�cus
[18, 19]; Hibiscus esculentus (quiabo), que apresentou e�cácia do extrato

aquoso obtido das sementes frescas ou secas do quiabo na inibição da peçonha de

Bothrops jararaca
[20] e o óleo essencial de Casearia sylvestris (guaçatonga), que inibiu

signi�cativamente o edema e a permeabilidade vascular induzidos pela peçonha de

Bothrops alternatus
[21].

BORGES et al. (2000)[22] utilizando o extrato aquoso de folhas deCaearia sylvestris

rati�caram o potencial antiofídico quanto à inibição de peçonhas brutas e miotoxinas

de Bothrops neuwiedi e Bothrops jararacuçu. IZIDORO et al. (2003)[23] conseguiram

neutralizar os efeitos tóxicos da peçonha de Bothrops neuwiedi e uma de suas meta-

loproteases isoladas, a neuwiedase, pelo extrato aquoso de Casearia mariquitensis.

Muitos outros trabalhos foram publicados tratando do estudo de extratos vegetais

com efeitos antiofídicos usando plantas como Musa paradisíaca
[24], Bauhinia for�-

cata
[25], Annoma senegallensis

[26],Mikania glomerata
[27], Piper umbellatum e Piper pel-

tatum
[28], Cordia verbenácea

[29], Penttaclerthra macroloba
[30], Casearia sylvestris

[31],

Azadirachta indica
[32], Areca catechu and Quercus infectoria

[33], Magifera indica
[34],

Camellia sianesis
[35], Hibiscus aethiopicus

[36], Schizolobium parahyba
[37, 38, 39] e Bom-

bacopsis glabra (presente trabalho).

A espécie Scizolobium parahyba (Figura 16) é uma arvore da Mata Atlântica,

conhecida popularmente por faveira, guapuruvú ou umbela, pertence à família das

Leguminosas (Caesalpinoideae), sendo uma árvore de 10 a 30 metros de altura.

As folhas e raízes da plantaSchizolobiumparahyba são utilizadas emMinasGerais,

na região do TriânguloMineiro, no tratamento de acidentes por serpentes peçonhentas,

sendo que o seu potencial antiofídico foi avaliado e comprovado por nosso grupo de
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Figura 16: Schizolobium parahyba (Fonte: Mirian Machado Mendes)

pesquisas[37, 38, 39].

O extrato aquoso de S. parahyba e compostos isolados foram capazes de neutrali-

zar diferentes atividades enzimáticas e biológicas de peçonhas de serpentes botrópicas

e crotálicas. Mendes et al. (2008)[38] demonstraram que o extrato bruto de S. parahyba

foi e�ciente em inibir as atividades fosfolipásica A2 (PLA2), coagulante, �brinogenolítica

e miotóxica induzidas pelas peçonhas das serpentes Bothrops pauloensis e Crotalus

durissus terri�cus. O extrato aquoso de S. parahyba também foi e�ciente em inibir

a hemorragia local, bem como a redução dos níveis plasmáticos de �brinogênio e

plaquetas induzidos pela peçonha de Bothrops pauloensis quando administrado após

15 minutos da inoculação da peçonha. Esses resultados demonstraram que o extrato

aquoso de S. parahyba possui componentes capazes de inibir e�cientemente os danos

locais e sistêmicos induzidos por essa peçonha.

Posteriormente, VALE et al. (2011)[39] (in press) isolaram quatro �avonóides do ex-

trato aquoso de S. parahyba utilizando cromatogra�a em Sephadex LH20 e HPLC-RP

sendo identi�cados por RessonânciaMagnéticaNuclear como isoquercitina, miricetina-

3-O-glicosídeio, catequina e galocatequina (Figura 17).

Os quatro compostos isolados foram testados quanto a sua capacidade de inibir as

principais ações tóxicas de peçonhas brutas e toxinas isoladas. Dentre eles, destaca-
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Figura 17: Flavonois e catecois isolados do extrato aquoso de folhas de Schizolo-

bium parahyba. (A) isoquercitrina; (B) miricetina-3-O-glucosideo; (C) catequina e (D)
galocatequina. Fonte: VALE et al. (2011)[39] (in press)

se a galocatequina que foi bastante e�ciente em inibir a atividade hemorrágica da

peçonha de Bothrops alternatus (Figura 18).

O composto galocatequina isolado de S. parahyba foi também capaz de inibir a

atividademiotóxica causada pela peçonha deB. alternatus e de uma PLA2 denominada

de BnSP-6 isolada da peçonha de B. neuwieidi pauloenis por RODRIGUES et al.

(1998)[40]. Estudos de simulação molecular (docking) realizados com a galocatequina

e a PLA2 BnSP-6 demonstraram que o modelo de ligação desse inibidor se dá pela

interação do grupo hidroxil de seu anel A com os resíduos de aminoácidos histidina 48

e lisina 49 da toxina, que são cruciais para as suas atividades biológicas (Figura 19).

Os mecanismos inibitórios dos �avonoides isolados de S. parayba sobre as to-

xinas isoladas de peçonhas de serpentes não foram ainda elucidados, mas podem,

em grande parte serem atribuídos ao bloqueio dos substratos aos sítios catalíticos e

ou efeitos sobre a quelação de íons metálicos que são essenciais para a catálise de

muitas enzimas presentes nas peçonhas de serpentes[39]. A espécie Bombacopsis

glabra (Figura 20), sinonímia Pachira oleaginea, pertence à família Malvaceae e pos-

suiu ação antiofídica (presente trabalho). É conhecida popularmente como castanha-

do-maranhão, mamorana, castanha-da-praia, cacau-do-maranhão e cacau-selvagem.

Ocorre em regiões tropicais e subtropicais da América, sendo nativa na �oresta pluvial

atlântica, de Pernambuco ao Rio de Janeiro, mas também ocorre na Amazônia nas bei-

ras dos rios, igarapés e estuário do Amazonas[41]. Esta espécie produz uma amêndoa
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(A) (B) (C) (D)

(E) (F) (G) (H)

Figura 18: Inibição de 2 Doses Mínimas Hemorrágicas da peçonha de Bothrops alter-

natus por compostos ativos isolados do extrato bruto de S. parahyba incubados por 30
minutos a 37 ◦C na razão de 1:30 (m/m). (A) peçonha de B. alternatus (14,8 µg), (B)
PBS; (C) B. alternatus + isoquercitina; (D) B. alternatus + miricetina-3-O-glucosideo;
(E) B. alternatus + catequina; (F) B. alternatus + galocatequina; (G) galocatequina apli-
cada 30 minutos da aplicação da peçonha de B. alternatus. Fonte: Vale et al. 2011.(in
press).

Figura 19: Modelagem molecular da galocatequina e da toxina BnSP-6. Os resíduos
Lys49 e His48 são mostrados. Fonte: VALE et al. (2011)[39]

rica em óleo, de sabor agradável, consumida pelo homem e animais silvestres e pouco

estudada visando o seu aproveitamento econômico, mas que vem sendo estudada

quanto ao seu potencial uso na produção de biodiesel a partir de suas castanhas[42].
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Figura 20: Bombacopsis glabra

Além dos estudos com óleo da amêndoa, do extrato hexânico da casca do caule

de B. glabra foram isoladas dois princípios ativos, o 5-hidroxi-3,7,4'-trimetoxi�avona e

o 5-hidroxi-3,6,7,4'-tetrametoxi�avona e do extrato hexanico da casca externa da raiz

de B. glabra foram isolados dois outros princípios ativos a Isohemigossipolona e o

p-cumarato de triacontila[43]. O p-cumarato de triacontila (PCT) (Figura 21) é um éster

derivado do ácido p-cumárico. Sua síntese no vegetal ocorre como intermediário na

rota de produção de derivados do ácido cinâmico que é resultado da metabolização

do aminoácido fenilalanina produzido a partir de glicose na rota do ácido chiquímico

(Figura 15).

Figura 21: p-cumarato de triacontila.

Algumas moléculas derivadas de plantas, encontradas naturalmente como inter-

mediárias do ácido cinâmico, um derivado do ácido chiquímico, foram testadas quanto

a sua capacidade de inibir os efeitos dos envenenamentos ofídicos. Na literatura está

descrito o ácido rosmarínico e o ácido caféico como inibidores das atividades induzi-

das pelas PLA2 e das SVMPs. O ácido rosmarínico isolado de Cordia verbenácea foi

capaz de neutralizar a atividade PLA2 da peçonha de B. jararacussu
[29] e o mesmo
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composto isoladado de Argusia argêntea neutralizou a atividade hemorrágica de Pro-

tobothrops �avoviridis
[44]. Esses dados mostram que esses intermediários do ácido

cinâmico apresentam potencial bastante interessante como inibidores de duas das

principais atividades lesivas de peçonhas ofídicas, responsáveis pelo dano tecidual

local característico dos envenenamentos botrópicos.

O composto p-cumarato de Triacontila (PCT), utilizado no presente trabalho[45] (ca-

pítulo 3), foi capaz de neutralizar signi�cativamente com doses relativamente reduzidas

a ação hemorrágica da peçonha de B. pauloensis bem como a ação hemorrágica da

metaloprotease jararagina. PCT também foi capaz de neutralizar a degradação do

�brinogênio induzida pela peçonha de B. pauloensis e das toxinas BleucMP isolada da

peçonha de B. leucurus e da jararagina. Ainda nesse estudo foi proposto o mecanismo

de inibição dessas toxinas baseados em estudos teóricos de modelagem molecular

sobre a interação do PCT com a neuviedase uma metaloprotease de classe PI isolada

da peçonha de Bothrops neuwiedi. Os interessantes achados desse trabalho eviden-

ciaram que a neutralização e�ciente da hemorragia no local da inoculação da peçonha

pode signi�car uma regeneração ou reparo tecidual mais e�ciente.

Estudos como esse, que buscam descobrir e desenvolver novos métodos de tra-

tamento para envenenamentos ofídicos que visam auxiliar e também complementar a

soroterapia de forma a melhorar a recuperação e o prognóstico das vítimas de picadas

de serpentes são muito importantes e potencialmente promissores.

Entretanto, apesar do crescente interesse no estudo de plantas como fonte para

novas drogas este potencial tem sido pouco explorado, uma vez que, estima se que

existam de 250.000 a 500.000 espécies de plantas no planeta e apenas 5.000 haviam

sido estudadas até 1991[8]. Segundo RASKIN et al. (2002)[46] as espécies de plantas

existentes são capazes de produzir uma diversidade de princípios ativos, maior que

qualquer biblioteca química criada por humanos, servindo não apenas para aplicações

terapêuticas diretas como também sendo usadas como modelos para produção de

novas drogas.

Nesse sentido, nossos estudos de ação antiofídica utilizando o extrato aquoso de

S. parahyba, Boombacopsis glabra e seus componentes isolados, além dos estudos

de toxicidade aguda[47] (Capítulo 4) abrem novas e promissoras perspectivas para a
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aplicação e novas tentativas de bioprospecção de moléculas, bem com a síntese quí-

mica em larga escala de drogas que poderão auxiliar no tratamento do envenenamento

ofídico.
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Resumo

O uso de extratos de plantas como antídoto contra venenos animais é uma prática antiga,

principalmente nos casos de envenenamentos ofídicos, além de também poderem ser usados

como complemento para a soroterapia. As peçonhas de serpentes são complexas misturas

de proteínas envolvidas em uma complexa série de eventos que dependem da ação sinérgica

dessas moléculas. O presente estudo explora a capacidade do P-cumarato de triacontila, um

composto isolado do extrato da casca externa de Bombacopsis glabra contra os efeitos lesivos

da peçonha de Bothropoides pauloensis e toxinas isoladas. Para os ensaios Bombacopsis

glabra ou do P-cumarato de triacontila foram previamente incubados com a peçonha ou as

toxinas isoladas na razão de 1:1 (m/m) por 30 minutos a 37 ◦C antes dos testes. A condição

de tratamento também foi ensaiada para simular a picada de serpente com do P-cumarato

de triacontila inoculado no mesmo local da inoculação da peçonha ou toxina. O composto

P-cumarato de triacontila foi capaz de neutralizar a atividade �brinogenolitica e a redução dos

níveis de �brinogênio plasmático induzidas pela peçonha de B. pauloensis ou toxinas testa-

das. Este compsoto foi capaz também de inibir a miotoxicidade e a hemorragia causada pela

peçonha de B. pauloensis ou da toxina jararagina. Estes resultados foram con�rmados por

análise histopatológica de músculos gastrocnemios inoculados, mostrando que a jararagina

foi fortemente inibida e foi possível perceber também o efeito protetor do do P-cumarato de

triacontila pelo grande numero de células regenerativas após uma semana de inoculação.

Nossos resultados sugerem que do P-cumarato de triacontila apresenta especi�cidade para

inibir as metaloproteases de peçonha. Para determinar o possível mecanismo de inibição en-

saios de modelagem foram realizados com simulação de Docking, usando dados da estrutura

da toxina Neuwiedase. Assim nós sugerimos que a inibição da Neuwiedase pelo composto

do P-cumarato de triacontila é devido a interação dentro do domínio catalítico causando im-

pedimento estérico ou a desorganização do sítio catalítico. Nesse sentido o P-cumarato de

triacontila pode fornecer uma nova e alternativa terapia complementar para o tratamento de

envenenamentos ofídicos.

Palavras chave: Bombacopsis glabra, Bothropoides pauloensis; Jararagina; Metaloprotease;

Plantas antiofídicas; peçonha de serpente.
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Abstract

The use of plant extracts as antidote against animals venoms is an old practice,

mainly envenomations by snakes, besides also may used as supplemental of serum

therapy. Snake venoms are a rich mixture of proteins involved in a complex series

of events that depends on the synergic action of these molecules. The present study

explores the ability of Triacontil p-Coumarate (PCT) an active compound isolated from

root bark of Bombacopsis glabra vegetal extract (Bg) against harmful effects of Bo-

thropoides pauloensis snake venom and isolated toxins. For assays Bg or PCT were

previously incubated with venom or toxins at ratios 1:1 and 1:5 (w/w; venom/PCT) for

30 min at 37 ◦C before the tests. Treatment condition was also assayed to simulate

a snake bite with PCT inoculated at same site of venom or toxin. The PCT was able

to neutralize �brinogenolytic activity and plasmatic �brinogen depletion induced by B.

pauloensis venom or toxins tested. This compound was also able to inhibit the myoto-

xicity and hemorrhage caused by Bothropoides pauloensis venom or jararhagin toxin.

These results were con�rmed by histological studies of inoculated gastrocnemius mus-

cle showing that jararhagin is strongly inhibited and is possible see the protective effect

of PCT by larger number of regenerative cells after one week of inoculation. Our results

suggest that PCT present a speci�city to inhibit snake venom metalloproteinases. To

determinate the possible inhibition mechanism from PCT a molecular modeling was

made with docking simulations using Neuwiedase structure data. Thus, we suggest
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that Neuwiedase inhibition by PCT is due an interaction inside of the catalytic domain

causing steric hindrance and/or disorganization of the catalytic net. In this way, PCT

may provide new complementary alternative to treatments for ophidian envenomations.

Keywords: Bombacopsis glabra, Bothropoides pauloensis; Jarharagin; Medicinal plant;

Metalloproteinase; Plant anti-snake venom; Snake venom;

*Corresponding author: V. M. Rodrigues; e-mail: veridiana@ingeb.ufu.br and/or M. M.

Mendes; e-mail: mirianmmendes@yahoo.com.br

Abbreviations: PCT- Triacontil p-Coumarate; Bp- Bothropoides pauloensis; Jar- ja-

rarhagin; Bg- Bombacopsis glabra; PLA2 � phospolipase A2.

3.1 Introduction

Snakebites envenomations remain a considerable challenging in many parts of the

world and consist at global public problem, affecting mainly poor people and had recei-

ved inadequate attention from research funding agencies[1]. Current data suggest that

there are more than 2.5 millions bites per year, with 150,000 deaths worldwide[2, 3]. In

Brazil occurs around 20,000 accidents annually and the pro�le of snakebites are fre-

quently among male farm workers between 15-49 years old, affecting mainly the lower,

limbs and are caused mainly by snakes from Bothropsand Bothropoides genus[4, 5, 6].

In 2009Bothrops genera was reclassi�ed according tomorphological andmolecular

characters as mitochondrial DNA analysis. The systematic revision classi�ed some

Bothrops snakes as Bothropoides genera that have 10 species, including Bothropoides

pauloensis, Bothropoides neuwiedi andBothropoides jararaca and theBothrops genera

is composed by 17 species, including Bothrops leucurus and Bothrops moojeni
[7].

Snake Venoms are complex mixtures of peptides and proteins including mainly di-

sintegrins, phospholipases A2, phosphodiesterases, phosphomonoesterases, L-amino

acid oxidases, hyaluronidases, serine proteinases and metalloproteinases[8, 9] involved

66



3.1. Introduction

in a complex series of events that depends on the synergic action of these molecules.

The snake venom metalloproteinases (SVMPs) are among the most widely studied

animal toxins. They are responsible for the majority of local and systemic effects obser-

ved after envenomations, such as hemorrhage, edema, myonecrosis, in�ammation and

changes in the haemostatic system[10]. Most of the venom metalloproteinases display

a large proteolytic diversity and �brinogen is one of their main substrates. They show

speci�city directed preferentially towards the Aα-chain and with somewhat lower acti-

vity towards the Bβ-chain[11, 10]. Substrates speci�cities have been demonstrated upon

as casein, oxidized insulin B chain, �brin, as well as over extracellular matrix proteins,

such as collagen type IV, laminin, �bronectin, proteoglican[12, 13, 14, 15]. The hemorrhage

is the main effect induced by several SVMPs. These enzymes can cause degradation

and disruption of the capillary basement membrane[15, 16, 17, 18, 19] subsequently lead to

edema, shock, myonecrosis and reduced ability to regenerate muscle tissue[20]. This

way, the inhibition of SVMPs may result in a signi�cant overall reduction in local tissue

damage following the envenomation. Therefore the SVMPS inhibitors have become

important targets of research during last years.

Several SVMPs (EC 3.4.24) have been isolated from snake venoms and their struc-

ture and action mechanisms have been showed. These toxins are zinc-dependent

which belong to the Metzincin family. They are classi�ed into PI to PIII groups, ac-

cording to your structural domains[21]. The PI metalloproteinases are composed in the

mature form only by catalytic metalloprotein domain and are weakly or no hemorrha-

gic. BleucMP[22] and Neuwiedase[23], which we used in this work, are no hemorrhagic

metalloproteinases isolated from Bothrops leucurus and Bothrops neuwiedi venoms,

respectively. These toxins are able to degrade �brinogen, extracellular matrix pro-

teins and to cause muscle necrosis[24, 25, 22]. Jarharagin, another model of SVMPs

inhibition showed in this work, is a 52 kDa PIII metalloproteinase strongly hemorrhagic

isolated from Bothrops jararaca venom[26]. This toxin possesses the metalloprotease,

desintegrin-like and cysteine-rich domains[8, 27] which can be responsible for its many

functions such as disturbances on hemostasis[28], pro-in�ammatory activity[29] platelet

aggregation inhibition[30], and pro-apoptotic in endothelial cells[31].

The use of plant extracts as antidote against animals venoms is an old practice,
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mainly envenomation for snakes, especially tropical and subtropical development coun-

tries, where antivenon is not readily available. Besides also used as supplemental of

serum therapy.

Several plants were studied about their antiophidic potential, such as Cordia ver-

benacea
[32]; Musa paradisiaca

[33], Schizolobium parahyba
[34, 35], Casearia sylvestris

[36],

Azadirachta indica
[37], Areca catechu and Quercus infectoria

[38], Magifera indica
[20],

Camellia sianesis
[39], and Hibiscus aethiopicus

[40].

The continuous research to discover new compounds that may be useful as a

complementary treatment to serum therapy is very important, once antiophidian se-

rum shows some disadvantages, such as, hypersensitivity, non-availability and lack of

protection against local effects[30, 36, 41, 42].

Bombacopsis glabra or �Maranhão's Chestnut� is a native species that exist on

northeast and southeast Brazilian seashore on Atlantic forest formations[43] and present

compounds able to neutralize some harmful venom effects. From its root bark were iso-

lated four active compounds or secondarymetabolites, 5-hydroxy-3,7,4'-trimethoxy�avone,

5-hydroxy-3,6,7,4'-tetramethoxy�avone, isohemigossypolone and Triacontil p-Coumarate

(PCT)[44].

The present study explores the ability of Bombacopsis glabra vegetal extract and

the Triacontil p-Coumarate (PCT) to inhibit the harmful effects, such as clotting dis-

turbances, hemorrhage and myonecrosis induced by Bothropoides pauloensis snake

venom (Bp), Jararhagin[26, 14] (Jar), BleucMP , TL-LeucGomes et al. (2011)[45] and

BnSP-6[46] toxins. Furthermore, we used a PI metalloproteinase, Neuwiedase, in order

to investigate possible interactions between the metalloproteinase domain and PCT by

molecular docking studies.
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3.2 Material and methods

3.2.1 Animals

Swiss male mice (18− 22 g) were obtained from Valle Institute (Uberlândia, Minas

Gerais, Brazil). The animals were kept under standard conditions (temperature 22 ±

1 ◦C, relative humidity 60 ± 5%, 12 h light/dark cycle) with standard diet and water ad

libitum.

3.2.2 Ethical aspects

The procedures and assays involving animal tests were approved by Committee

for Ethics in Animal Experiments (Protocol number: CEUA/UFU 047/09) and is in

agreement with the ethical principles of animal experimentation adopted by the Brazilian

Society of Science in laboratory animals.

3.2.3 Snake venom and toxins

Bothropoides pauloensis (Bp) snake venom was supplied by the Bioativas Serpen-

tarium (Batatais, São Paulo, Brazil). The lyophilized venom was weighed, dissolved in

phosphate buffered saline (PBS) pH 7.2 and centrifuged at 3.000 xg for 10 min. The

supernatant was collected and immediately used. The BleucMP was isolated from

Bothrops leucurus venom according to Gomes et al. (2011)[22]. The PLA2 BnSp-6 toxin

was isolated from Bothropoides pauloensis (Bothrops pauloensis) venom according to

RODRIGUES et al. (1998)[46] e TL-Leuc, a thrombin like toxin was isolated from B.

leucurus snake venom according to Gomes et al. (2011)[45]. The Jararhagin toxin was

kindly donated by Dra. Ana Maria Moura da Silva and Dra. Cristiani Baldo (Butatan

Institute-Brazil). Venom or toxins were dissolved in NaCl 0.9% for protein quanti�cation

according to method of BRADFORD (1976)[47].
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3.2.4 Bombacopsis glabra vegetal extract andTriacontilp-Coumarate

The vegetablematerial was collected from a specimen ofBombacopsis glabra in Je-

quié city (Bahia, Brazil). The botanical identi�cation was accomplished by Dr. J. Semir,

from the State University of Campinas Herbarium, Campinas city (São Paulo, Brazil).

The root of B. glabra was collected and dried at room temperature. The material was

triturated and then submitted to extractions with hexane. The distillation of the solvent

was accomplished under reduced pressure in a rotating evaporator. The obtained dry

mass was called Bombacopsis glabra vegetal extract brute (Bg).

The Triacontil p-Coumarate (PCT) was isolated from hexane extract from B. glabra

root external peel[44] and was kindly donated by Dra. Vanderlucia Fonseca de Paula

from State University Southwest of Bahia-UESB.

3.2.5 Inhibition of "in vitro" and "in vivo" assays

The "in vitro" and "in vivo" inhibition assays were carried out by mixing the Bg or

PCT at ratios 1:1, 1:5 (w/w) for 30 min at 37 ◦C before the tests. For the "in vivo"

inhibition assays, another protocol was also used, called treatment condition. Brie�y,

the animals received solutions containing Bp or Jararhagin and 15 min later the animals

were inoculated by the same route with the inhibitor PCT. For these experiments, ratios

1:5 venom or toxin: PCT (w/w) were used. The concentration of aqueous extract of Bg

or PCT were expressed in terms of dry weight[35].

3.3 "In vitro" activities

3.3.1 Coagulant activity

The coagulant activity of B. pauloensis venom and TL-Leuc, a 'thrombin-like' toxin

was assayed on bovine plasma according to ASSAKURA et al. (1992)[48]. Solutions

containing PBS plus calcium, venom or PCT alone were used as controls. The time

to clot the plasma solutions was recorded in a micro-processor Quick-Timer analyzer
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(DRAKE LTDA). Coagulant activity was expressed by the mean time of coagulation (in

seconds) (n=3).

3.3.2 PLA2 activity

PLA2 activity was determined by using an indirect hemolytic assay in a gel plate con-

taining egg yolk (1 egg yolk/ 167 mL NaCl 0,9%), CaCl2 (0.56 g/L) and agar (20 g/L),

according to GUTIÉRREZ et al. (1988)[49]. This activity was assayed with 10 µg of B.

pauloensis snake venom. Enzymatic activity was expressed as halo diameter. Each

experiment was expressed as the mean ±SD (n = 3).

3.3.3 Fibrinogenolytic activity

Fibrinogenolytic activity was evaluated according to RODRIGUES et al. (2000)[24].

Samples of 50 µL of bovine �brinogen (1 mg/mL PBS) were incubated with 10 µg of

B. pauloensis venom or toxins (Jararhagin or BleucMP) at 37 ◦C for 2 h. The reactions

were stopped with 25 µL of 0.5 M Tris-HCl buffer, pH 6.5 containing 2% (w/v) SDS,

10% (v/v) β-mercaptoethanol and 0.05% (w/v) bromophenol blue. Samples were then

analyzed by 14% (w/v) SDS-PAGE.

3.4 "In vivo" activities

3.4.1 Plasma �brinogen determination

Groups of four Swiss male mice (18− 22 g) were injected by i.p. route with 30 µg B.

pauloensis venom or Jararhagin. After 6 h, the blood was collected by cardiac puncture

in the presence of sodium citrate (0.109 M). The plasma �brinogen concentration was

determined by measuring the clotting time using a commercial kit (Biotécnica, Brazil).

Each experiment was expressed as the mean ±SD (n = 3). The inhibition potential of

PCT was presented as percent inhibition of consumption of plasma �brinogen.
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3.4.2 Hemorrhagic activity

Hemorrhagic activity was performed according to NIKAI et al. (1984)[50], with modi-

�cations. Initially, groups of Swiss male mice (n = 4, 18− 22 g) were injected intrader-

mally in the dorsal region with 3 Minimum Hemorrhagic Doses (MHD) of B. pauloensis

snake venom (24.39 µg)[23] or Jararhagin (4.5 µg)[28]. After 150 minutes the animals

were anesthetized (ketamina 10% (0,05 mL/kg) + xilasina 2% (0.025 mL/kg)) and sa-

cri�ced. Their skins were removed and the hemorrhagic halo was then measured with

a digital caliper DIGMESS 100.174BL. Control mice received only saline, Bg or PCT.

Each experiment was expressed as the mean ±SD. The anti-hemorrhagic potential of

Bg or PCT was presented as percent inhibition of the hemorrhagic activity.

3.4.3 Myotoxic activity

Swiss male mice (n=4, 18− 22 g) were injected in the right gastrocnemius with

25 µg of B. pauloensis, 50 µg of Jararhagin or PLA2 (BnSP-6) toxins. Control mice

received only Saline or PCT. After 3 h, the animals were bled and blood was collected

by cardiac puncture. Activity from plasmatic creatine kinase was determined by using

a commercial kit (Biotécnica, Brazil). The activity was expressed in units/L, one unit

corresponding to the production of 1 µmol of NADH per min at 30 ◦C[35]. The anti-

myotoxic potential of PCT was presented as percent inhibition of the myotoxic activity.

3.4.4 Histopathological alterations

Swiss male mice (n=4, 18− 22 g) were inoculated in the gastrocnemius muscle

with Jararhagin (10 µg) and 1, 24 and 168 hours after toxin inoculation, animals were

killed by deep anesthesia (ketamina 10% (0.05 mL/kg) + xilasina 2% (0.025 mL/kg)

and the muscle was excised and soaked in �xing solution (10% formaldehyde in NaCl

0.9%). The material was dehydrated with ethanol and included in to paraf�n blocks.

Histological cuts of 5 µm were made and stained with hematoxylin and eosin (HE) to

be examined under a light microscope and morphological alterations were evaluated.

Control mice received only Saline or PCT[35, 23, 51].

72



3.5. Molecular Docking Studies

3.5 Molecular Docking Studies

3.5.1 Metalloproteinase Neuwiedase modeling

According to alignment data from HHpred server[52], the crystallographic model of

BaP1 - a metalloproteinase from Bothrops asper snake venom (PDB code 1ND1_chain

A)[53] � was selected as a template for the construction of the initial theoretical neuwi-

edase structural model. This template, selected in the Protein Data Base (PDB) using

the algorithm BlastP (default parameters), was chosen based on the alignment score

(374.1) and its identity (70%) and similarity (83%) related to the Neuwiedase sequence.

The program MODELLER 8v2[54] was then used to generate ten structural models ba-

sed on the selected template. Variable target function method (VTFM) with conjugate

gradients (CG)[55] and molecular dynamics (MD) with simulated annealing (SA)[55] were

used in order to re�ne the models. The Zn++ ion of each model was added based

on the coordinates of this ion in BaP1 crystallographic model. The best Neuwiedase

model generated by the program MODELLER 8v2 was selected according the better

stereochemical and energetic parameters determined respectively by the programs

RAMPAGE[56] (98.5% of its residues are distributed in the favorable regions and 1,5%

in the allowed regions of the Ramachandran plot) and ProSA-web[57] (Z-score = -5.97).

3.5.2 Triacontil p-coumarate (PCT) in silico design and docking

simulations

The program Avogadro v.0.9.4 (http://avogadro.openmolecules.net/ ) was used to

design the Triacontil p-coumarate (PCT) molecule and improve its overall structure by

an energy minimization process based on the MMF94 force �eld and in a steepest-

descent algorithm. All docking simulations between the Neuwiedase model and the

ligand were executed by the programGOLD v.4.0 (CCDCSoftware Limited, Cambridge,

U.K.)[58]. The docking site was de�ned within a 20 Å radius around the ion Zn++ localized

at the Neuwiedase active site. Additionally, more cavities found on the protein surface

were also tested in order to identify other potential docking sites. Nδ1 atoms from

catalytic histidines of Neuwiedase were protonated and the coordination of the Zn++ ion
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was tested as tetrahedral or default to evaluate the in�uence of this parameter on the

PCT/Neuwiedase complexes. The options on/�x, on/spin, toggle/�x, and toggle/spin

were tried to evaluate the role of the Glu142/Zn++ � coordinated catalytic water in

inhibitor/protein complexation. It was de�ned the maximum number of 20 docking

solutions generated per each simulation; the other docking parameters were de�ned

according to the GOLD v.4.0 default settings. The docking solutions between PCT and

the native Neuwiedase structural model were scored and rescored using, respectively,

the GoldScore and ChemScore �tness functions[58].

3.5.3 Molecular dynamics simulations

The Neuwiedase/PCT docking solutions which presented the better GoldScore and

ChemScore values were submitted to MD simulations using the program GROMACS

(Groningen Machine for Chemical Simulation) v.4.0.2[59]. All simulations were executed

using the protein models in presence of explicit water molecules[60] and calculated in

an Intel Core 2 Quad x64 with an Ubuntu 8.04 Linux operational system. GROMOS

96 53a6 force �eld[61] was chosen to perform the MD simulations and the protonation

states of the charged groups were set to pH 7.0. The minimum distance between any

atom of the models and the box wall was 1.0 nm. An energy minimization (EM) using

a steepest descent algorithm was performed to generate the starting con�guration of

the systems. After this step, 200 ps of MD simulation with position restraints applied to

the protein (PRMD) was executed in order to relax the systems gently. Then, 15 ns of

unrestrained MD simulation were calculated to evaluate the stability of the structures.

All MD simulations were carried out in a periodic truncated cubic box under constant

temperature (298 K) and pressure (1.0 bar), which were hold by coupling to an isotropic

pressure and external heat bath[62]. The distances between the catalytic histidines and

the Zn++ ion of the native Neuwiedase structural model and the Neuwiedase/PCT com-

plexes were kept according to Andreini et al. (2005)[63] PCT topology and coordinates

�les used for molecular dynamics (MD) simulations were generated by the Dundee

PRODRG2.5 Server (beta) (http://davapc1.bioch.dundee.ac.uk/cgi-bin/prodrg_beta ).
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3.5.4 Evaluation of the theoretical structural models

Overall stereochemical and fold quality of the native Neuwiedase structural model

obtained after initial modeling and MD simulation and Neuwiedase/PCT docking solu-

tions submitted to MD simulations were checked with the programs RAMPAGE[56] and

ProSA-web[57].

3.6 Statistical analysis

The results were presented as the mean Value ±SD obtained with the indicated

number of tests. The statistical signi�cance of differences between groups was eva-

luated using ANOVA test. A P-value <0.05 was considered indicated of signi�cance.

3.7 Results and Discussion

Plants has been used in Brazil as an antidote against snake venoms for farmers

and healers, but only a few species have been scienti�cally investigated with their

active components isolated and characterized both structurally and functionally. The

chemistry of secondary metabolism opens a window for large diversity of compound or

secondary metabolites potentially useful in industrial applications and human health.

In the present study, the inhibitory effects of Bombacopis glabra vegetal extract

and Triacontil p-Coumarate (Figure 22) on B. pauloensis venom and some isolated

toxins were evaluated by different "in vitro" and "in vivo" assays. PCT is a phenolic

compound derived from the p-Coumaric acid and the biosynthesis in plants occurs via

hydroxylation and cyclization of cinnamic acid, which is produced from phenylalanine

amino acid in the plant secondary metabolism[64, 65, 66]. Some cinnamic acid analogues

were examining against snake venoms. An example is the Rosmarinic acid present in

several plants[32, 66, 67].

Snake venoms are a complex mixture of proteins that provoke a complex series of

events that depend on your combined action. These proteins are used as offensive
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(A) (B)

Figura 22: (A) Bombacopsis glabra. (B) Triacontil p-Coumarate structure elucidated
by spectroscopic analysis (C39H68O3). Font: Paula et al. (2006)[44].

weapons for immobilizing, killing and digesting their prey[68]. Bothropic and bothro-

poic snake bites in human can cause acute medical emergencies involving intense

pain[69], local tissue damage that can cause permanent disability and may result in limb

amputation[1, 11, 70] and bleeding disorders due mainly the alterations of haemostatic

system[68].

The alterations of haemostatic system can be induced by some venoms compo-

nents such as anticoagulant and procoagulant enzymes. The coagulating enzymes

can lead to activation of prothrombin and factor X unlike anticoagulants enzymes that

can act on �brinogen and platelets[8]. The coagulant activity induced by B. pauloensis

snake venom was inhibited by Bg extract (results not shown). These results showed

that Bg extract possesses active compounds able to neutralize the coagulant activity

of Bp venom. Indeed, the isolated compound PCT, when incubated at highest ratio

1:5 (venon or toxin, w/w) was able to inhibit approximately 45% and 1% the coagulant

activity of Bp venom and TL-Leuc a thrombin-like isolated from B. leucurus venom,

respectively (results not shown). These results suggest that PCT is not able to inhibit

serine proteases with thrombin-like activity from this venom.

Several snake venom toxins display a large proteolytic diversity and �brinogen is

one of their main substrates. The �brinogenases can be classi�ed into three groups

according to the speci�city of hydrolysis of the chains of �brinogen. The �rst group

of �brinogenases is represented mainly by metalloproteinases, with speci�city directed
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preferentially towards the Aα-chain and with somewhat lower activity towards the Bβ-

chain[24, 22]. The �brinogenases of second group preferentially cleave the Bβ-chain with

lower activity towards the Aα-chain[71]. The third group of �brinogenases has speci�city

for chain of �brinogen. These �brinogenases are quite rare having been puri�ed only

from the venom of Crotalus atrox[50].

The inhibition of proteolytic activity of Bp venom, Jararhagin and BleucMP upon

�brinogen is showed in the present work (Figure 23). Partial inhibition was observed

when venomandBg vegetal extract were incubated at ratio 1:10 (w/w). The degradation

of Aα chain was partially inhibited by Bg extract indicating that crude extract has

components capable to neutralize this activity (Figure 23(A)). The Figure 23(B) shows

the action of PCT against Jararhagin toxin. PCT at ratio 1:1 (w/w) was very ef�cient

protecting the �brinogen chains degradation. Figure 23(C) shows the same protection

of �brinogen degradation, against the BleucMP toxin by PCT.

Some snake venoms are able to activate blood clotting factors, causing the con-

sumption of �brinogen and often leading to blood incoagulability[25, 22, 72, 73]. The plasma

�brinogen level was reduced signi�cantly when 30 µg of Bp or Jararhagin were admi-

nistered intraperitoneally in mice (Figure 23(D)). This effect was reduced signi�cantly

after PCT inhibition (Figures 23(D) and 23(E)). PCT inhibited 53% and 26% the decre-

asing of plasma �brinogen concentration induced by Bp venom and Jararhagin at ratio

1:1 (venom or toxin:PCT, w/w), respectively. This inhibition was also observed when

the PCT was inoculated 15 min later the venom or toxin inoculation (Figures 23(D) and

23(E)).

Another approach in the present study, was evaluate the inhibitory effect of PCT over

the muscle tissue damage induced by Bp and isolated toxins. Muscle tissue damage

(myonecrosis) is the most dramatic and severe characteristic of envenomations by

bothropic and bothropoic snakes[74, 75]. The proteins that cause myonecrosis are mainly

phospholipases A2 and metalloproteinases. The myotoxic PLA2s induce damage in

the muscle �bers and cause an important medical complication of snake bites and

can lead drastic sequelae, such as permanent disability or amputation[76, 77]. The

group of myotoxic PLA2s causes a drastic perturbation of the plasma membrane or

sarcolemma, provoking loss in the control of calcium permeability, and consequently,
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causing disruption of this membrane, and inducing a rapid release of citosolic markers,

such as lactic dehydrogenase and creatine kinase (CK)[78, 1]. The myotoxicity induced

by snake venom metalloproteinases occurs due to hemorrhagic and ischemia effects

provoked by these toxins which can lead to muscular necrosis and consequent CK

release[1, 79].

The myotoxicity induced by Bp venom, Jararhagin, and PLA2 Lys-BnSP-6 toxins

was evaluated by CK plasma levels. The Figure 24(A) shows the capacity of PCT to

inhibit the myotoxicity induced by Bp venom. This activity was inhibited 27% when

this venom was incubated with PCT at 1:5 ratio (w/w) for 30 min and 24% when PCT

at ratio 1:5 (w/w) was inoculated 15 min later Bp venom injection. The myotoxicity

induced by Jararhagin was inhibited at lowest ratio (Figure 24(B)), and at ratio 1:5

(w/w) the inhibition was very intense, approximately 88%. In the treatment condition

the inhibition was approximately 32%. The myotoxicity induced by PLA2 BnSP-6 toxin,

a Lys49-PLA2 myotoxin isolated from the B. pauloensis (B. neuwieidi pauloensis)[46]

was not neutralized by PCT (Figure 24(C)).

Interestingly, the Bp venomPLA2 activity evaluated by an indirect hemolytic assay[49]

was not signi�cantly inhibited by PCT. This compound was able to inhibit only 16.14%

and 16.70%, of enzymatic PLA2 activity at ratios 1:1 and 1:5 (w/w), respectively, but

these values were not statistically signi�cant (results not shown). These �ndings sug-

gest that PCT may inhibit preferentially SVMPs than PLA2s, as showed in Figure 24.

SVMPs are important component in venoms of bothropic and bothropoic snakes.

They are main responsible for hemorrhage in the bite site[1, 11] which can appear few

minutes after SVMPs injection[21]. The SVMPs are among the most widely studied

animal toxins and the mechanisms by which SVMPs cause hemorrhage have been the

most studied issue.

Histological and ultrastructural studies showed that hemorrhagic SVMPs cause

alterations in blood vessels by two different mechanisms, named hemorrhage per

rhexis and hemorrhage per diapedesis. In the �rst, it can be observed a separation of

endothelial cells from the surrounding basement membrane (BM), formation of blebs

pinching off endothelial cells, and reduction in the width of these cells, together with

loss of BM[11, 13, 12, 80]. All these alterations can induce loss of integrity of endothelial
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cells, with formation of gaps allowing the plasma extravasation[80]. In the second

mechanism of hemorrhage induction, the blood extravasation occurs in the venules,

through widened intercellular junctions in the endothelial.

In order to evaluate the inhibition of hemorrhagic activity the animals received

3 MHD (Minimum hemorrhagic dose = 24.39 µg) of B. pauloensis crude venom (Figure

25(A)). The neutralization of this activity by Bg vegetal extract at ratio 1:5 (w/w) was

very ef�cient; inhibiting almost 100% the hemorrhage induced by Bp venom. The

isolated compound (PCT) was also ef�cient to inhibit Bp crude venom (Figura 25(B))

reducing the diameter of hemorrhagic halo approximately 64% and 76%, at ratios

1:1 and 1:5 (w/w), respectively. The hemorrhagic activity induced by jararhagin was

inhibited approximately 11% and 54% by PCT at ratios 1:1 and 1:5 (w/w), respectively

(Figure 25(C)). The Figure 25(D) shows the neutralization of the hemorrhage induced

by jarharagin by PCT in both experimental conditions. It can be shown the reduction of

skin bleed intensity, mainly at ratio 1:5 (w/w).

The treatment condition is an interesting method to evaluate the neutralizing capa-

city from inhibitor. The PCT injections 15 min later venom or toxin inoculation simulate

that occurs of course out of laboratory. The treatment condition with PCT, both, Bp and

jarharagin were inhibited signi�cantly 58% and 44%, respectively (Figures 25(B) and

25(C)).

Hemorrhagic SVMPs cause basement membrane hydrolysis[81, 11, 1]. The basement

membrane besides keep the tissue architecture is a warehouse of growth factors and

undifferentiated cells, as satellite cells, responsible by regeneration and repair of mus-

cular tissue. The start of muscular regeneration is the appearance of muscle satellite

cells due to action of mediators released by affected tissue[1].

The regeneration of necrotic areas after venom injection is very poor, by the other

hand muscle regeneration after myotoxic PLA2 injection occurs normally. Thus has

accepted that SVMPs damage is responsible for the poor muscle regeneration[81, 11, 1].

Histological examination of muscle tissue after Saline and PCT (controls) showed

features typical of normal muscle tissue (Figures 26(D) and 26(E)). In opposition, in-

jection of 10 µg of Jararhagin (after 1 hour) induced tissue alterations such as swelling
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characterized by the increase of �bers spaces and intense hemorrhagic areas (H)

(Figure 26(A)). This effect can be due to the damage in endothelial cell and disorga-

nization of basement membrane by its proteolytic action as already been described

for other SVMPs[1, 11, 12, 13]. After 24 hours (Figure 26(F)), a number of muscle �bers

present characteristic signs of necrosis (N) and an intense leukocyte accumulation (I)

is seen within all spaces between muscle �bers. This in�ltrate is composed mainly of

polymorphonuclear leukocytes. After 168 hours (1 week) of Jarharagin inoculation, the

muscle tissue section is composed by a large number of necrotic debris (Figure 26(L)).

PCT compound at ratio 1:1(w/w) was not able to neutralize the effects provoked by

Jararhagin (results not shown), but at ratio 1:5 (w/w) the hemorrhage and necrotic areas

were ef�ciently reduced (Figures 26(B) and 26(G)). Is possible to see a larger number of

regenerative cells (RC) formed that are characterized by central nuclei (Figures 26(M)).

This compound was also able to inhibit these effects, mainly the hemorrhage when

administrated after toxin. There was also presence of regenerated muscle cells and

lesser amount of necrotic debris indicating that PCT treatment condition was very

ef�cient (Figures 26(H) and 26(N)).

The light microscopy analysis of gastrocnemius muscle clearly demonstrated that

PCT was able to inhibit the Jararhagin toxin minimizing the harmful effects in the

muscle tissue. These results show the protective effect of PCT against the main

proteins responsible for the tissue local damage after envenomation and open the new

perspectives for its use as a complement for serum therapy.

In your study Aung et al. (2010)[67] report the anti hemorrhagic activity of rosmarinic

acid that consists of one caffeic acid molecule and one 3-(3,4-dihydroxylphenil) lactic

acid molecule. This compound was isolated from Argusia argentea and in the work

is speculated that the 3,4-dihydroxylphenil group shows a key moiety in the inhibition.

Later Aung et al. (2011)[66] demonstrate the structural requirement to hemorrhage inhi-

bition induced by rosmarinic acid and conclude that phenyl group does not critical to

anti hemorrhagic activity. In the work is speculated that the inhibition occurs probably

due the binding of the venom toxin allosterically through the carboxylic group and the

double bond of carbonic chain cause conformational changes in the toxin.
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The rosmarinic acid is composed of two phenylpropanois cinnnamic acid analogues,

such as PCT that possesses a 4-hydroxylphenil group and a double bond in the carbon

7 of chain. In order to study the possible mechanism of inhibition of SVMPs by PCT, a

molecular model of this complex wasmade by using the metalloproteinase Neuwiedase

and PCT structures. After the execution of the docking solutions, it was observed

three Neuwiedase/PCT complexes with a good correlation between the GoldScore

and ChemScore values. These docking solutions were, respectively, the number 1

(GoldScore = 52.27; ChemScore = 18.24), 13 (GoldScore = 44.16; ChemScore =

18.82), and 16 (GoldScore = 42.98; ChemScore = 11.48), calculated by the simulation

where the option toggle/�x was set for Glu142/Zn++ � coordinated catalytic water and

the Zn++ coordination was de�ned as default. Additionally, the docking solution number

4, calculated in a simulation where the option toggle/spin was used and the Zn++

coordination was de�ned as tetrahedral, showed also good scores (GoldScore = 46.53;

ChemScore = 27.45) in relation to the results of the remain simulations. All these

docking solutions showed an adequate structural stabilization, as exempli�ed in the

Figure 27.

In spite of the toggle option had been set in these simulations, the Glu142/Zn++

−− coordinated catalytic water were removed, indicating thus the PCT probably dis-

places this molecule. Indeed, this �nding agrees with other crystallographic struc-

tures of complexed snake venom class I � metalloproteinases deposited in the PDB

database[82, 83, 84]. Remarkably, the orientation of the PCTmolecules in the hydrophobic

channel of Neuwiedase is not the same in the analyzed docking solutions, revealing

thus the binding between the protein and the inhibitor occurs mainly close to the active

site region, where the PCT atomic deviation is less signi�cant (Figure 28(A) e 28(B)).

Therefore, the better anchorage of the ligand at the vicinity of the active site region and

the related displacement of the Glu142/Zn++ � coordinated catalytic water are struc-

tural features which may explain the PCT inhibitory activity, possibly caused by steric

hindrance and/or disorganization of the catalytic net.

81



3.8. Concluding Remarks

3.8 Concluding Remarks

The SVMPs have key role in the pathophysiology of snake envenomations charac-

terized by local hemorrhage, skin damage and local myonecrosis. The development of

complementary treatment to serum therapy aimed SVMPs inhibition is a very important

pathway to minimize the bite site local tissue damage. Thus, alternatives therapies,

such as the local administration of SVMPs and PLA2 inhibitors are a very interesting

way to minimize the serious consequence of snake bites.

Our results suggest that Triacontil p-Coumarate has a protective effect against

local tissue damage induced by snake venom due its capacity to inhibit the SVMPs.

Docking simulations here performed have contributed to propose a binding model of

PCT inside the Neuwiedase catalytic domain possibly by causing steric hindrance

and/or disorganization of the catalytic net. X-ray diffraction studies using isolated

toxins and PCT can bring a better elucidation of their structure-function relationship

which would be extremely useful to complement our data as well as propose a design

of speci�c drugs to be used in serum therapy.
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(A) (B)

(C)

(D) (E)

Figura 23: Inhibition of the �brinogenolytic activity of Bothropoides pauloensis (B.p)
crude venom, Jararahagin (Jar) and BLeucMP by Bombacipsis glabra (Bg) vegetal
extract and Triacontil p-Coumarate (PCT). (A) (Bp) + (Bg) vegetal extract. (B) (Jar) +
(PCT). (C)BleucMP + (PCT). ((D) and (E)) Inhibition of decreasing of plasma �brinogen.
(D) (Bp) + (PCT) (E) (Jar) + (PCT). Results are reported as mean ± SD (n=4). * The
difference of inhibitions with signi�cant (p<0.05)
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(A) (B)

(C)

Figura 24: Inhibition of myotoxic activity induced by Bothropoides pauloensis (Bp) and
isolated toxins by Triacontil p-Coumarate (PCT). (A) Bp (B) Jararhagin (jar) (C) PLA2-
BnSP-6. Animals were injected by i.m route with venom or toxins and after 3 h Creatine
kinase (CK) levels were measured. Control mice received saline solution (NaCl 0.9%;
m/v) or PCT alone. Results are reported as mean ± SD (n=4). * The difference of
inhibitions with signi�cant (p<0.05)
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(A) (B)

(C)

(D)

Figura 25: Inhibition of hemorrhagic activity induced by 3 MDH (minimum hemorrhagic
doses) of Bothropoides pauloensis venom (Bp) or Jararhagin (Jar) by Bombacopsis

glabra (Bg) and Triacontil p-Coumarate (PCT). Control mice received saline solution
(NaCl 0.9%; m/v), Bombacopsis glabra (Bg) or PCT alone. (A) (Bp) + (Bg); (B) (Bp)
+ (PCT) (C) and (D) Jar +PCT. Results are reported as mean ± SD (n=4). * The
difference of inhibitions with signi�cant (p<0.05)
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Figura 26: Histopathological analysis of sections of gastronomius mice muscle inocu-
lated with 10 µg of Jarharagin (Jar) and after 1, 24 and 168 hour samples of muscles
were collected and analyzed by light microscopy. Control mice received saline solution
(NaCl 0.9%; m/v) or PCT (100 µg) alone.

. H -hemorrhage; N - necrosis; ND - Necrotic debris; RC - Regenative cells.
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Figura 27: Cα atom root mean square deviation (r.m.s.d.) of the docking solution 1
during a 15 ns molecular dynamics (MD) simulation. The stabilization of the structure
model occurred in the beginning of the simulation and the Cα r.m.s.d. was kept around
1.0 Å until the time = 15000 ps (15 ns).
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(A)

(B)

Figura 28: (A) PCT docking solutions obtained after the simulations. The orientation
of the PCT molecules (represented as colored sticks) in the hydrophobic channel of
Neuwiedase is not the same, revealing thus the binding between the protein and the
inhibitor occurs mainly close to the active site region, where the PCT atomic deviation is
less signi�cant. (B) The structural arrangement of the docking solution 1 after a 15 ns
� molecular dynamics (MD) simulation. The molecule remains in the hydrophobic
channel. The position of PCT molecule at the vicinity of the active site region and
the displacement of the Glu142/Zn++ � coordinated catalytic water after the docking
simulation may explain the inhibitory activity of this ligand, possibly caused by steric
hindrance and/or disorganization of the catalytic net 88
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Abstract

The herbal extract of Schizolobium parahyba leaves is commonly used in the Brazil

central region to treat snakebites. This study evaluates the acute toxicological ef-

fects of Schizolobium parahyba aqueous extract in mice 24 hours after intra-peritoneal

administration. Acute toxicity was evaluated using biochemical, hematological and

histopathological assays. Alterations on the levels of transaminases, bilirubin, albumin

and prothrombin time were observed, and these are likely to occur due to hepatic injury,

which was con�rmed by light microscopy. Liver histopathological analysis revealed the

presence of lymph plasmocitary in�ammatory in�ltrate, but no other histopathological

alterations were observed in any of the other organs analyzed. Our data con�rm the low

toxicity of the extract of Schizolobium parahyba and provide a model for the selection

of a dose that does not cause injuries in the organism.

Keywords: medicinal plant extracts; acute toxicity; anti-snake venom plants; biochemi-

cal and histopathological analysis; Schizolobium parahyba.



4.1. Introduction

4.1 Introduction

Schizolobium parahyba, popularly known as �faveira, guapuruvu or umbela�, is a

plant used in popular medicine to treat snakebites in the Brazil central region, called

�Triângulo Mineiro�. In recent studies, the herbal extract of S. parahyba leaves and

fractions showed to possess potent secondary metabolites that are able to inhibit lo-

cal tissue damage, such as hemorrhage and myotoxicity induced by Bothrops snake

venoms[1, 2]. Other studies with this plant showed the isolation of serine proteinase

inhibitors from its seeds[3, 4, 5, 6]. In many countries, plant extracts are traditionally used

in the treatment of snakebite envenomations. Herbal extracts present a wide range of

antiophidian activities, however, in most cases, scienti�c evidences of these activities

are still necessary. Several plants have already been proved to display antivenom

activity[1, 2, 7, 8, 9, 10].

The number of snakebites in Brazil central region represents a public health pro-

blem. The traditional therapy for snakebite envenomations is usually the parenteral

administration of antiophidian serum, obtained from hyperimmunized equines, which

often induces adverse reactions. Through serum therapy, neutralization of the systemic

toxic effects is usually reached, but that of local tissue injure is not[11]. An alternative

to that is the use of medicinal plants to treat effects such as pains, edema, muscular

necrosis and local or systemic hemorrhages[11, 12, 13, 14].

The aim of this study was to evaluate the acute toxicity of the aqueous extract

of Schizolobium parahyba leaves in order to establish a safe use of this plant as a

medicine.

4.2 Material and Methods

4.2.1 Plant extract

The leaves of Schizolobium parahyba (voucher specimen number 6156V) (Sp),

collected in Uberlândia, MG, Brazil, was prepared as previously described[2].
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4.2.2 Animals

Male Swiss mice (18− 22 g) were maintained under standard conditions (tempe-

rature 22 ± 1 ◦C, relative humidity 60 ± 5%, 12 h light/dark cycle) with diet and water

ad libitum. The experimental protocol was approved by the Committee of Ethics for

the Use of Animals of Federal University of Uberlândia (Minas Gerais-Brazil), protocol

number 027/08.

4.2.3 Acute toxicity assays

Male Swiss mice (18− 22 g) were divided in groups of 20. The Sp aqueous extract

was dissolved and suspended in saline and administered intraperitoneally (i.p.) at

doses of 0.5 mg; 1.0 mg; 1.5 mg and 2.0 mg/g. The control group received sterile

saline. Sp (2 mg/g animal) was also administered by gavages. Toxicity symptoms and

mortality were observed. After 24 hours, 10 animals from each group were weighed,

anesthetized and bled by cardiac puncture and autopsied to analyze the biochemical,

hematological and histopathological alterations induced by Sp. The remaining animals

were observed for 7 days. The food and water supplied during the tests were weighed

in the beginning and end of the experiment to verify whether there was any ingestion

alteration during the test.

4.2.4 Biochemical and hematological parameters

Blood was collected in the presence of EDTA and centrifuged at 2,000 xg for 20 min

at 4 ◦C. The plasma was used to quantify albumin, glucose, urea, creatinine and tran-

saminases [aspartate amino-transferase (ASA; IU/L) and alanine amino-transferase

(ALA; IU/L)]. Bilirubin (total and direct) was determined in the serum. To quantify these

parameters, commercial kits from Biotécnica, Brazil were used, using a spectrophoto-

meter from Pharmacia Biotech. An automated cell counter (Sysmex LX-21N) was used

to analyze blood hematological parameters, to quantify the erythrocytes, leukocytes,

platelets and to determine the hemoglobin concentration and hematocrit.

103



4.3. Results and Discussion

4.2.5 Histopathological analysis

The organs: liver, kidney, spleen and heart were analyzed for the presence or

absence of macroscopic abnormalities. The organs were �xed with 10% saline/formol

(v/v) for 24 hours, dehydrated and included into paraf�n blocks. Histological cuts of

5 µm were made and stained with hematoxylin and eosin (HE) to be examined under

a light microscope.

4.2.6 Statistical analysis

The results were presented as mean ± standard deviation (SD). Statistical signi�-

cance of results was evaluated by Kruskal-Wallis-test, using the program R Language

(R Development Core Team). The value of p<0.05 was considered signi�cant.

4.3 Results and Discussion

Plants present a great variety of active compounds that can cause asymptomatic

and toxic effects, as nephrotoxicity and liver toxicity (EMEA, 2000). Adverse effects

were observed immediately after the i.p. administration of Sp, including hypo-activity,

abdominal contractions, accelerated respiratory rhythm, bristled coat and abnormal

posture. These symptomswereminimized and disappeared 50, 60, 80 and 120minutes

after administration of Sp/g (0.5; 1.0; 1.5 and 2.0 mg, respectively). Despite of the initial

symptoms, Sp was not able to cause death at any dose assayed. The 2.0 mg/g dose

would correspond to 130 g of extract to a 65 kg human[15, 16, 17]. Higher doses were not

assayed due to the dif�culty to prepare and to administrate the Sp extract. The animals

that received 2.0 mg of Sp/g by i.p. route had a weight loss and signi�cant reduction

of 41 and 45% in the water and food ingestion, respectively, when compared with the

control group (results not shown).

Biochemical parameters are used to evaluate the physiological effect caused by ad-

ministration of plant active compounds or any other foreign substance to the organism[16].

Urea and creatinine plasmatic elevation are considered signi�cant markers of renal
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dysfunction[15]. The urea increase in blood can be related with the increase of protein

catabolism or kidney dysfunction[18]. The urea levels did not show signi�cant alterati-

ons in the �rst 24 hours after Sp administration (Table 1). The control group showed

0.40 mg/dL of urea while the group treated with 2.0 mg/g showed 0.37 mg/dL (Table

1).

Sp did not cause changes in the renal function of animals (Table 1), since there was

no signi�cant alteration on the creatinine levels. The creatinine serum level increases

when the glomerular �ltration level decreases and, because of this, these levels can be

used as renal function markers[19]. Corroborating with these results, Sp was not able

to induce morphological alterations in the renal tissue (results not shown).

The plasmatic glucose concentration was signi�cantlymodi�ed in the treated groups

(78 mg/dL), while the control group showed 159.25 mg/dL (Table 1). Many studies

have shown that some plants such as Bauhinia for�cata
[20], Eugenia jambolana

[21] and

Salacia oblonga
[22, 23] present active compounds able to promote glycemic reduction,

although glycemy control mechanisms were not shown. Our data suggest that the

decrease of glycemy can result of the reduction in the food ingestion observed during

the 24 hours after the Sp inoculation.

The animals treated with 2.0 mg/g of Sp showed an increase in the direct and

total bilirubin levels, with a signi�cant increase of 42 and 60%, respectively (Table 1).

The ASA values also increased when compared with the control group treated with

saline solution (Table 1). The liver is involved in many physiological processes of the

organism, includingmetabolism, secretion and stock, also eliminating or modifying toxic

compounds[24, 25, 26]. Considering this, the quanti�cation of hepatic enzymes is a good

parameter to evaluate whether lesions in the liver are occurring[25, 27].

High levels of ALA and ASA in plasma are usually indicatives of hepatic diseases[28].

The bilirubin levels can increase in plasma due to the elevation of erythrocyte destruc-

tion or hepatic lesion, as periportal necrosis[16, 29], which diminishes the bilirubin conju-

gation and, consequently, its secretion[19]. Our results show that the bilirubin increased

values can be a consequence of a hepatic dysfunction, not due to hemolytic processes,

since the counting of the hematological variables clearly showed that the Sp extract did

not cause any signi�cant alteration in the blood cell number (Table 1).
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Tabela 1: Biochemical pro�le and hematological parameters of mice
treated with Schilozobium parahyba aqueous extract by i.p. route.

Dose (mg/g) 0 2.0
Albumin (g/dL) 3.66 ± 0.20 2.88 ± 0.15
Total bilirubin (mg/dL) 0.60 ± 0.03 *1.05 ± 0.22
Direct bilirubin (mg/dL) 0.13 ± 0.02 *0.43 ± 0.02
Indirect bilirubin (mg/dL) 0.47 ± 0.31 0.62 ± 0.19
Creatinine (mg/dL) 0.40 ± 0.06 0.37 ± 0.05
Glucose (mg/dL) 159.25 ± 8.67 *78.93 ± 15.84
ASA (U/L) 96.9 ± 4.52 *192.79 ± 23.93
ALA (U/L) 44.23 ± 16.43 55.12 ± 7.24
PT (sec) 8.57 ± 0.21 *21.43 ± 2.06
Urea (mg/dL) 41.96 ± 5.23 41.25 ± 6.13
RBC (106 µL) 6.99 ± 0.73 7.26 ± 0.78
WBC (103 µL) 7.15 ± 1.18 6.65 ± 1.32
Hemoglobin (g/dL) 12.25 ± 1.16 12.8 ± 1.76
Hematocrit (vol. %) 41.7 ± 4.83 42.65 ± 5.19
Platelets (104 µL-1) 1,24.67 ± 438.16 1,13.75 ± 215.05

The results are shown as mean (n=10) ± standard deviation. (*) indicates

signi�cance (p<0.05) of the difference between absence and presence of

Sp.

ASA-aspartate amino-transferase, ALA-alanine amino-transferase, PT-

prothrombin time, RBC- red blood cells, WBC-white blood cells.
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Reduction of albumin, one of the most abundant blood proteins, and of plasma

coagulation factors can indicate lesions in the hepatic synthesis function, since these

proteins are exclusively produced in the liver[19]. The animals treated with Sp presented

a reduction of 21% in the blood albumin level, but these values were not statistically

signi�cant (Table 1). The prothrombin time of animals treated with Sp (i.p.) showed

twice higher values when compared with the control group, suggesting that Sp was

able to induce hepatic dysfunction.

Analysis of bilirubin, albumin, transaminase levels and prothrombin time showed

that Sp extract administered i.p. at high doses can cause damages in the hepatic func-

tion. Light microscopy analysis revealed a modest lymph plasmocitary in�ammatory

in�ltrate (Figure 29).

In conclusion, this study demonstrates that Sp extract shows low toxicity even at

high doses, inducing little hepatic injury after 24 hours of i.p. administration in mice.

Also, the herbal extract of Sp (2 mg/g animal) was non toxic when administered orally,

not causing biochemical and hematological changes, or provoking histopathological

alterations (result not shown). Active compounds can be isolated from Sp extract,

and they could be used as therapeutic agents against snake venoms, once controlled

doses are established. This study is an initial model for future researches involving

genotoxicity, mutagenicity, carcinogenicity and determination of the chronic toxicity of

Sp extract, as well as the toxicity of isolated compounds that do not cause damages.
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(A)

(B)

Figura 29: Histopathological analysis of liver of male Swiss mice (18�22 g) after 24
hours of i.p. administration of 2 mg of Sp/g (A) or 100 µL of saline (B). The following
structures are observed: PV (Portal Vein), BD (Biliar Duct), HP (Hepatic Artery), H
(Hepatocytes) and (I) modest lymph plasmocitary in�ammatory in�ltrate. 260x
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