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Resumo

Durante séculos pessoas tem usado plantas medicinais no tratamento e prevencao de
doencas.  Schizolobium parahyba conhecida popularmente por faveira é da familia das
Leguminosas (Caesalpinoideae), origindria da Mata Atlantica, porém propagou-se até o
cerrado mineiro e vem sendo usada para neutralizar os efeitos lesivos das peconhas de ser-
pentes por moradores desta regiao. Longo tem sido o caminho na busca de um antidoto
seguro contra venenos animais, em especial aqueles de natureza ofidica.Este trabalho
teve como objetivos avaliar a capacidade do extrato aquoso de Schizolobium parahyba
em inibir os principais efeitos enzimdticos e biolégicos da peconha de Bothrops neuwi-
edi pauloensis. A atividade coagulante foi inibida nas duas razées testadas (1:10 e 1:50
(m/m, peconha:extrato)). A atividade fibrinogenolitica foi melhor inibida na razio de
1:50 (m/m, pegonha:extrato) protegendo a cadeia B , porem o extrato vegetal foi ca-
paz de reagir com o fibrinogénio e provocar o “desaparecimento”das cadeias Aa e Bg.
A atividade PLA, ndo apresentou inibicio estatisticamente significativa. As atividades
biolégicas foram feitas usando tres condi¢des: A) pré-incubando a pegonha bruta com
o extrato vegetal por 30 minutos a 37 °C; B) injetando o extrato vegetal 15 minutos
antes da injecdo da pegonha bruta; C) injetando o extrato vegetal 15 minutos apds a
injegao da pegonha bruta. Para todos os tratamentos foi utilizada a razio de 1:10 (m/m,
pegonhaextrato). A atividade hemorragica foi completamente inibida quando ensaiada
na razao de 1:10 (m/m, pegonha:extrato) na condicdo de incubagao por 30 minutos a
37°C. A atividade miotéxica foi quantificada pela dosagem de creatina cinase e foi me-
lhor inibida também na condiciio de incubacao por 30 minutos a 37 °C na razéo de 1:10
(m/m, pegonha:extrato). Esses resultados foram confirmados pela microscopia de luz de
cortes dos musculos injetados. Em nosso trabalho nés demonstramos que 0 extrato aquoso
de Schizolobium parahyba foi efetivo em inibir as atividades coagulante, fibrinogenolitica,
hemorrdgica e miotéxica induzidas pela peconha bruta de Bothrops nevwiedi pauloensis.
A investigacdo de novos inibidores de peconhas de serpentes pode ser util para a elu-
cidagdo do mecanismo de agdo de toxinas purificadas. Além do mais, estes inibidores
podem ser utilizados como modelos moleculares para o desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos em acidentes offdicos.
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1 Introducao 2
Durante séculos pessoas tém usado plantas medicinais no tratamento © prevencao de
doencas, registros escritos de plantas medicinais datam de no minimo 500 anos atras com

0s Sumériosll].

A forte ligagao entre plantas € a satude humana comegou a S€ desenrolar em 1397,
quando Fredrich Bayer e Co. introduziram o acido acetil salictlico (Aspirina) no mundo.
A aspirina é um sintético analogo ao 4cido salicflico, que é um composto ativo obtido da

casca do salgueiro, usado como remédio para dores e febrel?.

O tratamento alternativo com us0 de plantas medicinais é bastante estudado, visto

. - 7 . ~ . 3
que aproximadamente 95% de todas as drogas prescritas sao de origem vegetal‘ I,

Como exemplo de medicamentos sintéticos que apresentam substancias derivadas de
plantas podem se citar oS antimaléricos (quininos), antiamebianos (ipeca), analgésicos
(morfina, aspirina) e anticoagulantes (dicunlal'ol)[4]. Historicamente plantas medicinais
sempre foram objeto de estudos, criando um ramo da farmacologia chamado de farma-
cognosia, que se ocupa dos estudos voltados para examinar e caracterizar drogas ou bases

. . 5
medicamentosas de origem vegeml[ |

Por estarem presentes na natureza em abundancia o estudo de extratos vegetais tem se
difundido cada vez mais, buscando investigar a sua seguranga (toxicidade e dose efetiva).
<ua eficiéncia e constancia de atividade, bem como identificacao e isolamento do principio
ativo. determinagdo de sua estrutura e a possibilidade de sintese e modificagoes desse

principio.

Muitas familias de plantas possuciil inibidores de proteinases encontrados em seus
Grgaos reprodutivos. érgaos de reserva € tecidos vegetativos. A maioria desses inibido-
res siao moléculas pequenas, estéveis, abundantes e podem também estar envolvidos nos

processos de defesa de plantas contra o ataque de pragas ou patégenoslﬁ}.

O metabolismo das plantas pode ser dividido didaticamente em primario e secundario.
No metabolismo primério sao produzidas substancias como lipidios, protefnas, carboidra-
tos, aminodacidos e 4cidos nucléicos que estao relacionados com o crescimento € desen-
volvimento do vegetal. No metabolismo secundario sao produzidas substancias que tem

funcao de proteger contra pragas € doengas e também atrair polinizadoresm.

Existem alguns fatores que afetam o teor dos principios ativos como por exemplo:

altitude, temperatura. incidéncia de luz solar, umidade e qualidade do solol.

MARTINS et al. (1995)[8] citam que dentre os fatores que podem interferir na com-
posicdo quimica de uma planta, a nutricdo é o que merece maior destaque, sendo que a
deficiencia ou excesso de nutrientes pode levar a maior ou menor produgéio de principios

ativos por uma planta.
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Uma alternativa a soroterapia para neutralizar os efeitos lesivos das peconhas é a
busca na flora medicinal de principios ativos de plantas, que muitas vezes a populagao
leiga de uma regizo jé utiliza, uma vez que esses conhecimentos sao transmitidos pelas
geracdes ao longo dos anos, como crendices €, até mesmo, em rituals. Assim a comunidade

cientifica tem se empenhado na tentativa de comprovar €sses efeitos.

Muitas plantas ja foram estudadas quanto a atividade antiofidica tais como: Eclipta
prostata {erva hotdo), que apresentou protegdo contra quatro doses letais da peconha
de Crotalus durissus te'rmﬁcusigl; Curcuma longa (agafrdo); que neutraliza uma neuroto-
xina purificada da peconha de Naja naja siamesist Hibiscus esculentus (quiabo), que
apresentou eficacia do extrato aquoso obtido das sementes frescas ou secas do quiabo
na inibicdo da pegonha de Bothrops jammca[m e o Gleo essencial de Casearia sylvestris

guagatonga), que inibiu significativamente 0 edema e a permeabilidade vascular induzi-
dos pela peconha de Bothrops alternatus*®. Posteriormente, BORGES et al. (‘2000)[13]
com a mesma planta ratificou 0 potencial antiofidico quanto & inibigdo de peconhas brutas
e miotoxinas de Bothrops newwiedi e Bothrops jararacugu ainda 1ZIDORO et al. (2003)“4]
conseguiram neutralizar os efeitos tOxicos da peconha de B othrops neuwiedi e Uma de suas

metaloproteases isoladas, a neuwiedase, pelo extrato aquoso de Casearia mariquitensts.

H4 atualmente cerca de 2.900 espécies de serpentes no mundo, distribuidas em 465
generos e 20 familias. No Brasil estao represeniadas 9 famflias, 75 géneros e 321 espécies

correspondendo a 10% do total de espécies conhecidas®.

Dos acidentes offdicos ocorridos no perfodo de janeiro de 1990 a dezembro de 1993
foram notificados 81.611 acidentes ofidicos no Brasil, ou seja, em media 20.000 casos por
ano, sendo que a maioria dos acidentes notificados foram nas regioes sul e sudeste. A
maioria dos acidentes offdicos sao provocados Por serpentes do género Bothrops (73%) e
os individuos acometidos eram em sua maioria homens (70%) entre 15 e 49 anos (52,35)
picados nas pernas ou pés (70,8%) sendo que a letalidade dos acidentes ofidicos com
serpentes do genero Bothrops ¢ de 0,39% e com 0 genero Crotalus € de 1,48%"°.

Dados mais recentes confirmam 08 ntmeros coletados de1990 a 1993. Como se pode
ver num estudo de epidemiologia dos acidentes
ofidicos na regidio central do Brasil como mos-
(o as stae

irado na figura extrafda do artigo de Da SILVA
et al. ('2003)“71. de 1993 a 1995 quando foram no-

tificados 90 casos de acidentes com serpentes dos T
A Y . o Jveriardia
generos Bothrops € Crotalus sendo que 68% des- L Tidigao Mnio ¢

. ‘ - Virv3s el
ses acidentes ocorrerall de outubro a margo, entre e

Ss 6 e 12 horas (93%) e 89% das vitimas eram do e
Sener

sexo masculino, entre 20 e 30 anos (27%)07. | .

BP0
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No perfodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2000 foram notificados & Secretaria
de Satde do estado de Coias 3261 casos de acidentes ofidicos sendo 78% dos casos com
serpentes do genero Bothrops, 20,8% com serpentes do genero Crotalus e 6% com serpentes
do género Micrurus. A maioria das incidéncias de acidentes ocorreu de outubro a abril
sendo que as vitimas em sua aioria eram do sexo masculino (78,5%) entre 20 e 30 anos.
A letalidade dos acidentes botrépicos foi de 05% . j4 os acidentes crotalicos tiveram
letalidade de 1918

O ofidismo constitui um problema de satide publica e também um problema de or-
dem economica no Triangulo Mineiro, onde a pecudria é um ramo de destaque j& que
freqiientemente gado bovino e eqiino sao picados e muitas vezes morrem acarretando

prejuizos.

Qs principais generos responsaveis pelos acidentes offdios no Brasil sao as serpentes
botrdpicas, Jenominadas popularmente jararacas € as crotdlicas, que sao as cascavels;
sendo as primeiras distribuidas em todo territdrio nacional™®. O género Bothrops contem
mais de 30 espécies e subespécies que estao distribuidas do sul do México até a Argentina
e em algumas ilhas do Caribel?® No género Bothrops as espécies Bothrops alternatus,
Bothops atrox, Bothrops erythromelas, Bothrops jararaca, Bothrops jaracussu, Bothrops
leucurus, Bothrops moojent e Bothrops newwiedisio Tesponsaveis por 00% dos acidentes

ofidicos do Brasilm].

As serpentes botropicas habitam ambientes imidos como matas, possuem habitos no-
turnos. sio muito agressivas € se ameagadas atacam em silencio. No Triangulo Mineiro, no
perfodo de 1984 a 1991, os acidentes ofidicos confirmados foram causados principalmente

por serpentes das egpécies: Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi??.

Bothrops newwiedi conhecida popularmente por jararaca do rabo branco ou jararaca
pintada trata se na verdade de um complexo de espécies que era tradicionalmente tra-
tado como uma Unica espécie com 12 subespécies. Bothrops nevwiedi reune agora as
antigas subespécies Bothrops neuwiedt goyazensis, Bothrops newwiedi meridionalis, Both-
rops nevwiedi paranaensis Bothrops newwsedi urutu, Bothrops nevwied diporos, Bothrops
neuwiedi lutzi, Bothrops newwiedi matogrossensis, Bothrops newwiedi pauloensis, Bothrops
inglesiasi, Bothrops pubescens e Bothrops sp (marmoreado). Sio serpentes de pequeno
a médio porte dificilmente ultrapassando um metro de comprimento, apresentam grande

S1s ~ . . 9:
agilidade e sdo muito agresswas[‘”‘

As peconhas de serpente sao provavelmente as mais complexas de todas as peconhas
animais. Cerca de 90 a 05% de seu peso seco € constituido por protefnas compreendendo
grande variedade de enzimas e toxinas nao enzimaticas, podendo exercer diferentes ativi-
dades farmacolégicasmy Fssas proteinas sao responsaveis pelos efeitos do envenenamento,
como a miotoxicidade, distirbio na coagulacio sangiiinea e edema, proteinas essas que

tém sido amplamente estudadas a fim de reconhecer suas agoes.
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Para uma mesma espécie a composicao da peconha pode variar principalmeme em

funcdo de tres fatores:

1. Idade do animal: serpentes Jovens apresentain maior atividade procoagulante[ l,

2. Distribuigao geografica: gerpentes de uma mesma espécie coletadas em regioes dife-
rentes tem diferencas nas atividades de suas peconhas®;

3. Carater individual: serpentes de mesma espécie, idade e procedencia tem diferencas
na intensidade das atividades farmacologicas que variam de acordo com & dieta do
animal .

As toxinas das peconhas offdicas inicialmente surgiram como secrecoes salivares que
tinham por funcao Jubrificar os alimentos € higienizar 08 dentes. Ao longo da evolugao
esta secregao fol acrescida de proteinas ¢ enzimas toxicas que passaram a ter funcao de

paralisar e matar a presa’.

Apesar de serem raros os acidentes fatais por serpentes botropicas, os casos se agravaim
muito devido & intensidade dos efeitos locais principalmente dor, edema, necrose do tecido
muscular e hemorragia local. O edema € caracterizado pela saida do plasma € infiltracao
celular, envolvendo a participagao de mediadores endogenos (eicosanéides), ativacio do
fator de agregagao plaquetdria, liberacao de histamina e serotoninam]. A necrose local
afeta a pele e as camadas musculares mais profundas € 10S casos mais severos pode haver
a completa destruigao do tecido?®. Sao observados outros efeitos locais proeminentes tais
como: dor, edemas, bothas hemorrégicas[?’ol, esses efeitos sao produzidos principalmente
pela agio das enzimas fosfolipase A, (PLA), uma das toxinas mais abundantes das

pegonhas de serpentesml.

Na pegonha existem ainda outras enzimas fosfolipases (A1, ¢, D) que agem em di-
ferentes posicdes do substrato, liberando diferentes produtos. A fosfolipase Az (PLA2)
ocorre também em artrépodes € no suco pancreétic()m]. Fsta enzima apresenta importante
papel no catabolismo dos lipidios da dieta e no metabolismo geral de lipidios estruturais
Je membrana. SAo0 enzimas hidroliticas que clivam fosfolipidios, hidrolisando a ligagao
acil na posicao 2 do fosfogl.iceridio{gg], liberando como produto final o acido graxo, que
pode ser o 4cido araquidonico e lisofosfatideos. Todas as P LA, s30 enzimas de balxo peso
molecular com estrutura terciaria rigida devido a presenga de 5 a 8 pontes dissulfetol®!
conferindo a estas enzimas grande estabilidade.

As fosfolipase A, miotéxicas das peconhas botrépicas podem ser divididas em duas

slasses: P 3 P vl : 243
classes: as que apresentam atividade enzimatica gobre substratos artificials que sd0 as

Aspyg € aquelas que nio tem atividade catalitica que SAO as Lqu“}""

Mionecrose ou Necrose muscular é uma caracteristica comum de envenenamento por
- ’ v N 14 . . ol &
espécies botropicas. Segundo MEBS & OWNBY (1990)[36], miotoxidade é definida como
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uma acéo especifica da pegonha 1o musculo esquelético. afetando somente fibras mus-
culares, sendo que outros tecidos como tecido conjuntivo, Nervos € vasos permanecert
essencialmente intactos. Este efeito pode ser devido & agao direta de miotoxinas sobre
as membranas plasmaticas de células musculares ou por uma acio indireta, causada por
hemorraginas, que provocariamn danos vasculares, levando a deplegao do sangue que su-
pre as células musculares, induzindo isquemia e. conseqilentemente, morte celular. Em
ambos os casos as miofibrilas sao drasticamente afetadas como uma conseqiiéncia da agao

da pegonha.

As metaloproteases constituem outra importante classe de proteinas, diretamente re-
lacionadas com o quadro clinico caracteristico do envenenamento botrépico. S@o enzimas
extremamente versateis , exibindo grande diversidade estrutural e funcional®.

As metaloproteases sao classicamente conhecidas por toxinas hemorragicas embora
existam intmeras excegdes quanto a atividade hemorragica[gs], RODRIGUES et al. (2000)[39]
purificaram a neuwiedase, uma metaloprotease da peconha de Bothrops nevwiedi pauloen-
sis, com atividade fibrinogenolitica e ndo hemorragica. Sao sintetizadas nas glandulas de
peconha em forma de zimogénio que contem uma sequiéncia de aminogcidos que ¢ perdida

apds um processamento proteolitico, resultando na ativacao destas enzimas!®l

As hemorraginas causam hemorragia local devido a pequenas lesoes nas paredes dos
Vasos sangiiineos[“]. Uma vez lesionado o endotélio deixa exposto o subendotélio onde
estao as proteinas adesivas, fator de von Willebrand e coldgeno que se ligam aos receptores

da plaquetas que sio glicoproteinas, desencadeando a agregacao plaquetarial*?

Na hemostasia a trombina é uma enzima muito importante, pois apresenta a ca-
pacidade de formagao e estabilizacio de codgulos de fibrina hidrolisando as cadeias do
fibrinogénio pela remogao de pequenos fragmentos conhecidos como fibrinopeptideos /
e B, #3 O sistema de coagulagao sangiiineo é baseado em complicadas interagoes que
envolvem protefnas do sangue, plaquetas, células endoteliais e estruturas subendoteliais.
Protefnas e peptideos encontrados em peconhas de serpentes sao conhecidos por produzir

ofeitos de ativacdo e inativagio em varias interagoes do sistema de Coagula,Q%[44].

Outra classe de proteinas presentes nas peconhas de serpentes sao as toxinas coa-
gulantes conhecidas como “Thrombin-like”, que sdo serinoproteases capazes de fazer a
ativacao dos fatores X e V e com acao semelhante & da trombina, ocasionando o consumo
de fbrinogénio, a formagao da rede de fibrina*® e formagao do codgulo de fibrina, atu-
ando na fase final do processo de coagulacio sanguinea. Tém a capacidade de interferir
em diversos pontos da cascata de coagulagao sangiiinea.

Estas enzimas, “Thrombin-like”, tém aplicacao terapéutica na prevengao e trata-
mento de desordens trombdticas bem como na produgio de cola de fibrina, que € um

adesivo biologico, sendo utilizado para aumentar o poder de cicatrizagdo em suturasi*®.
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Quando administradas “in vivo”" causam efeito desfibrinogenante, tornando o sangue inco-
aguldvel por depletar o estoque de fibrinogenio plasmatico, sendo utilizadas na medicina
como agente antitrombotico, podendo até mesmo desfazer coagulos. Quando ensaiadas

VR < o 47
“ip vitro” apresentam acao proc.()ag,ulante{ 1,

Atualmente a soroterapia tem sido o caminho mais usado para reverter oS efeitos
danosos de acidente ofidicos, entretanto a eficiéncia dessa terapia esta relacionada além
de outros fatores. diretamente com o tempo decorrido entre o acidente e o infcio do
tratamento € a quantidade de pegonha inoculadam]. Como os efeitos locais ocorrem

(42|

muito rapidamente, geralmente ndo sio revertidos pela soroterapia' .

Longo tem sido 0 caminho na busca de um antidoto seguro contra venenos animais,
em especial aqueles de natureza ofidica. O uso de antivenenos — 08 SOTOS == estd vincu-
lado a existéncia de servicos formais de saide, e seu emprego permanece restrito s regioes
de maior desenvolvimento socioeconomico, onde existem sistemas de atencao médica es-
truturados. Assim as populacoes de localidades remotas se veem compelidas a buscar

alternativas terapeuticas para este tipo de agravo, geralmente no campo da fitoterapia.

No interior do Ceard ¢é comercializado hé mais de 20 anos um fitoterapico de nome
“Especifico Pessoa” que tem como base um tubérculo conhecido como “cabega de negro”.
Outros exemplos de fitoterapicos a0 O “Pan-X” usado no interior do Pard; “composto
p. Esser” produzido em Santa Catarina e também o “kutelak” vendido no litoral norte de

S0 Paulo.

O fato de estarem hoje sendo comercializados no Brasil varios produtos antiofidicos —
o maioria dos quais de origem vegetal — representa forte indicio da existéncia de demanda

importante para esta “opgao terapéutica”[lf’].

Moradores da zona rural de Araguari no estado de Minas Gerais, utilizam ch4 e infusao

das sementes de Schizolobium parahyba para inibir as acoes das peconhas de serpentes.

Sehizolobium parahybe conhecida popularmente por faveira pertence a familia das
Leguminosas (Caesadpinoideae)7 originaria da Mata Atlantica, porém propagou-se até o
corrado mineiro. Dois de seus principios ativos de composi¢ao protéica, i4 foram estuda-
dos, sdo inibidores protéicos do tipo kunitz um inibidor de tripsina € outro inibidor de

quimotripsina, isolados a partir das sementes desta plantal®® **!\.

Assim este trabalho deverd contribuir apresentando resultados que podem validar

cientificamente a utilizacio deste extrato na neutralizacio de pegonhas ofidicas.
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2 Objetivo

ve como objetivo avaliar a capacidade do extrato aquoso de Schizo-

Este trabalho te
efeitos enzimaticos € bioldgicos

ba em inibir os principais da pegonha de

lobium parahy
Bothrops neuwiedt pauloensts.
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3.1 Peconha Bruta

A peconha bruta da serpente Bothrops newwiedi pauloensis (PB) utilizada neste tra-
balho foi doada pela Prof. Dr, Vera Inicia de Campos Brites coordenadora do setor de

répteis da Universidade Federal de Uberlandia e pela Pentapharm do Brasil.

3.2 Reagentes

Fibrinogénio bovino, B-mercaptoetanol, glicina, EDTA. acrilamida, bis-acrilamida,
TEMED, SDS, Coomassie Brilliant blue R-250, persulfato de amonio, todos da Sigma
Chem. Co.kit CK Bioclin. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.3 Animais para testes

Foram utilizados camundongos da raca Swiss machos (18 a 30 g) fornecidos pela Pen-
tapharm do Brasil e mantidos no biotério do Laboratorio de Experimentacao Animal
(LEA) da Universidade Federal de Uberlandia.

3.4 Preparagao da pegonha

Cerca de 10 mg da pegonha liofilizada eram pesados € ressuspendidos em 1000 wl de
salina e centrifugados a 4000 g a 4 °C por 10 minutos, o sobrenadante era entao transferido
para um eppendorf e etiquetado, obtendo-se assim a pegonha bruta (PB), que era dosada

em seguida.

3.5 Dosagem de proteinas

A quantificago de proteimas foi realizada segundo o método descrito por BRADFORD
(1976)l52]. O reagente de trabalho foi preparado utilizando-se ('oomassie G (100 mg),
etanol (50 mf) e acido fosférico 85% (100 mé) completando para 1 ¢ com Agua deionizada.
As dosagens de proteinas eram realizadas misturando-se 3 mé deste reagente e solugoes
contendo cerca de 3 a 30 ug de protelnas e posteriormente realizavam-se as leituras de
absorbancia a 595 nm feitas em espectrofotometro da marca Pharmacia Biotech. Os
valores obtidos eram langados na equagio da reta obtida previamente com dosagens de

soroalbumina bovina 1 mg /mé, por meio de regressdo linear.
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3.6 Preparacao do Extrato Vegetal (EV)

As folhas de Schizolobium parahyba foram coletadas de uma &rvore adulta no mu-
nicipio de Araguari, estado de Minas Gerais, no meés de agosto de 2004, Foram lavadas
e trituradas em agua deionizada usando a razio de uma parte de dgua para duas partes
de folhas. Em seguida o material foi filtrado e centrifugado a 2000 g por 20 minutos. O

sobrenadante ento foi congelado, liofilizado e estocado a —20 °C.

3.7 Atividades enzimaticas

As atividades enziméticas foram realizadas usando peconha bruta como controle po-
sitivo, peconha bruta incubada com o extrato vegetal nas razoes de 1:10 ou 1:50 (m/m,
peconha:extrato) e extrato vegetal como controle negativo. A incubacao da peconha com

o extrato vegetal foi feita por 30 minutos a 37°C.

3.7.1 Atividade Coagulante

A atividade coagulante da peconha de Bothrops nevwiedi pauloensis (10 ug) foi rea-
lizada segundo ASSAKURA et al. (1992)[53] com o aparelho coagulometro Quick Timer
(DRAKE LTDA) que determina o tempo de coagulacio de uma amostra de plasma bovino
citrado (140 wf), até um tempo méximo de 120 segundos, utilizando um sistema optico
que detecta a variagao brusca da densidade Gptica da amostra no instante da coagulagao
(devido a formagao do codgulo de fibrina); ou seja, sobre 100 pf de plasma bovino citra-
tado (substrato), adicionando a este 40 uf de amostra teste. Assim que os 40 pé eram
adicionados ao plasma o cronometro do aparelho era acionado registrando o tempo (em
segundos) necessdrio para a formacao da rede de fibrina. Os tempos obtidos foram com-
parados ao controle positivo apenas com a peconha para verificar se houve ou nao inibicao

da atividade coagulante.

3.7.2 Atividade Fibrinogenolitica

Usando o método de EDIGAR & PRENTICE (197 3)[54] as amostras testes foram pre-
paradas usando 10 ug da pegonha bruta, e em seguida foram incubadas com o extrato
vegetal nas razoes testadas. Apds a incubagdo a cada amostra foram acrescentados 50 uf
de uma solucdo de fibrinogenio (FIB) em salina (1,5 mg/m¢) e novamente foi feita in-
cubacio a 37 °C por uma hora. A reacio foi interrompida por adicéo de 25 uf de STOP
(solucio de Tris-HCE 0,00 M pH 6.8 contendo glicerol a 10% e azul de Bromofenol a
0,001%) e 10 puf de (3-Mercaptoetanol equivalente a 10% do volume da amostra mais o
QTOP. Em seguida, todo esse conjunto foi aquecido a 100 °C em banho-maria por 5 minu-
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tos, sendo retirados de 10 a 20 wf que eram aplicados em gel de poliacrilamida a 14% com
agente desnaturante (PAGE SDS). O tampao do eletrodo continha Tris-HCZ 0,025 M,
pH 8,2, SDS a 0,1% e glicina 0,192 M. A eletroforese foi realizada a 600 V e corrente de
20 mA até o indicador azul de bromofenol alcangar o final do gel. As proteinas foram
fixadas com metanol 50% e dcido acético 5% durante 15 a 20 minutos e coradas por apro-
ximadamente uma hora numa solucao de 0,2% (m/v) de Coomassie Blue R-250 em agua
e metanol 50% na proporcao de 1:1 (v/v). O gel foi descorado numa solucao contendo

dcido acético a 10% e etanol a 30% (v/v).

3.7.3 Atividade Fosfolipasica A,

A atividade fosfolipasica A, foi realizada pelo método potenciométrico descrito por DE
HAAS et al. (1968)1°°! que usa como substrato gema de ovo, que é rica em fosfolipidios. Foi
feita uma emulsdo usando-se uma gema de ovo de galinha em 50 m# de 4gua desionizada.
da qual foram retirados 15 mf e acrescentados 10 m¢ de desoxicolato de sédio 0,03 M e
1 mf de CaCly a 0.6 M e completado o volume final para 100 mf com agua deionizada.
Foram utilizados para cada ensaio 10 m¢ desta emulsao. As fosfolipases Ay hidrolisam
fosfolipidios contidos na soluc¢ao liberando dcidos graxos que sdo titulados com solugéo de
NaOH padrio (0, 1208 N), em pH 8,0 e temperatura ambiente (28 °C). A atividade PLA,
especifica foi realizada utilizando se 10 ug de peconha bruta e calculada pela quantidade
de microequivalentes de base consumida por minuto por mg de proteina (zEq/ min/ mg)
nas condicdes acima descritas.Foram feitos os controles positivo e negativo e ainda os

testes de inibicdo nas duas razoes testadas.

3.8 Atividades biolégicas

A capacidade de neutralizagdo do extrato de Schizolobium parahyba em inibir as ati-
vidades biolégicas foi testada em trés diferentes condigoes: A) Incubagdo: incubando a
peconha bruta com o extrato vegetal por 30 minutos a 37 °C; B) Pré-tratamento: inje-
tando o extrato vegetal 15 minutos antes da injegéo da pegonha bruta; C) Pds-tratamento:
injetando o extrato vegetal 15 minutos apds a injegdao da pegonha bruta. Para todos os

tratamentos foi utilizada a razao de 1:10 (m/m, peconha:extrato)

3.8.1 Atividade Hemorrégica

Esta atividade foi realizada segundo NIKAl et al. (1984)% com algumas modificagdes.
Foram utilizados camundongos machos da raga Swiss divididos em grupos de 4 animais
(n=4). Os animais controles negativos receberam injegao intradérmica no dorso previ-
amente depilado de 50 u de PBS ou de 160 pg de (EV) os outros grupos receberam
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doses da peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis que corresponderam a 2 DMH (Dose
minima hemorrdgica = 8, 13 pg) combinados ou ndo com o extrato vegetal. Apds 3 horas
de inoculago, os animais foram sacrificados, as peles removidas e a presenga de halos he-

morragicos na superficie interna da pele foi indicativo de atividade hemorrdgica positiva.

3.8.2 Atividade Miotdxica

Grupos de 04 camundongos Swiss machos (18 ~ 22 g) foram injetados intramuscular-
mente no musculo gastrocnemius direito com doses de 25 pg de pegonha bruta em 50 pé
de PBS combinados ou nio com o extrato vegetal. Os animais controles negativo rece-
beram injecio de 50 uf de PBS ou de 250 ug de extrato vegetal. Tres horas depois os
camundongos foram sacrificados e sangrados por pungao cardiaca, coletando-se o sangue
em eppendorfs contendo solugao de citrato a 0,105 M e imediatamente centrifugados. A
atividade da enzima creatina cinase foi determinada utilizando-se 4 pé de plasma pelo kit

CK-UV cinético Bioclin. O principio deste método consiste nas seguintes reagoes:

1. Na reacio entre a creatina fosfato e a adenosina difosfato (ADP), catalisada pela

enzima creatina cinase. formam-se a creatina e a adenosina trifosfato (ATP);

9 o ATP formado ¢ utilizado para fosforilar a glicose. produzindo glicose-6-fosfato

(G-6-P) na presenga da hexocinase;

3. a seguir a G-6-P ¢ oxidada a 6-fosfogluconato na presenga de nicotinamida ade-
nina dinucleotideo fosfato(NADP), esta reagao ¢ catalisada pela glicose-6- fosfato

desidrogenase;

1. durante esta oxidacio uma quantidade equimolar de NADP ¢ reduzido a NADPH

aumentando a absorbancia em 340 nm.

A variacio em absorbancia ¢ diretamente proporcional a atividade da enzima crea-
tina cinase. O procedimento deste método consiste em incubar 4 wf do plasma citratado
com 1.0 mé de reativo dissolvido em dgua destilada por 3 min a 37 °C e realizar leitu-
ras a 340 nm nos intervalos 0 a 3 minutos. A atividade creatina cinase foi expressa em
unidades/litro, constituindo uma unidade o resultado da fosforilagio de um nanomol de

creatina por minuto a 25 °C.

3.8.3 Fixacao e Processamento do material para microscopia de luz

Grupos de 04 camundongos foram injetados intramuscularmente no musculo gastroc-
nemius direito com doses de 25 pg da pegonha bruta em 50 it de PBS combinados ou

néo com o extrato vegetal. Os animais controles negativos receberam injecao somente de
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50 wé de PBS ou de 250 ug de extrato vegetal. Apds 24 horas de inoculacio os animais
foram sacrificados. Os musculos atingidos foram retirados e fixados com formol a 10%
em PBS a 0,1 M e pH 7.2 por 24 horas. Apds a fixagio seguiu-se a desidratacdo em uma
série de etandis em concentragoes crescentes (50 — 100%). Em seguida os materiais foram
pré-infiltrados em um mistura 1:1 de resina pura 1 (LEICA) e etanol absoluto por 2 horas
em temperatura ambiente. Os materiais foram imersos em resina pura (Infiltragao) por
24 horas para impregnacao da resina. A inclusdo dos materiais e blocos se fez pela mis-
tura de 15 m# de resina pura e 1 mfé de endurecedor (Derivado de dcido barbitirico -
Dimetil Sulféxido) em temperatura ambiente. Cortes de 2,5 um de espessura dos blocos
obtidos foram feitos em um micrétomo ( LEICA Instruments), aderidos em laminas de
vidro (26x7mm / 1 — 1,2 mm) e corados com azul de toluidina 0,5%. A montagem das
laminas de vidro se fez com Entellan (MERCK) e laminula de vidro (24x40 mm), sendo

em seguida examinados ao microscépio de luz e posteriormente fotografados.

3.9 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis com significancia

de 0,05 utilizando o programa R language 1.9.1.
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4.1 Atividades enzimaticas

4.1.1 Atividade Coagulante

A peconha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis induziu a coagula¢do do plasma
bovino em aproximadamente 25 segundos. O extrato vegetal fol ensaiado por 4 minutos

e nao coagulou o plasma.

O extrato de Schizolobium parahyba exerceu um leve efeito no tempo de coagulagao,
prolongando-o somente em uma pequena extensao quando este fol incubado com o extrato
na razao de 1:10 (m/m, peconha:extrato); no entanto quando a peconha foi incubada com
o extrato na razao de 1:50 (m/m, peconha:extrato) houve aumento maior no tempo de

coagulacio como pode ser evidenciado na figura 1.
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Figura 1: Inibi¢ao da atividade coagulante da peconha bruta de Bothrops neuwiedi pau-

loensis sobre 100 u¢ de plasma bovino citratado. Os resultados apresentam uma média

de 5 experimentos.
+ SignificAncia estatistica em relagao ao controle positivo: (H=7,2 e P<0,02732)
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4.1.2 Atividade Fibrinogenolitica

A figura 2 mostra o efeito do extrato vegetal de Schizolobium parahyba sobre a ativi-

dade fibrinogenolitica da peconha de Bothrops nevwiedi pauloensis.

A peconha bruta causou hidrdlise total das cadeias Aa e Bf, (linha 2) o que foi
claramente observado pela eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes
a 14%. Na mesma figura pode se observar que houve uma maior protecdo da cadeia B do
fibrinogénio quando foi utilizada wma razao de 1:50 (m/m, peconhaextrato) como se ve na
linha 4. No entanto quando incubou se apenas o extrato vegetal com o fibrinogénio pode
se verificar o desaparccimento da cadeia Ao sem o surgimento de produtos de degradacao

proteolitica do substrato (linha 5).

—
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Figura 2: Inibi¢ao da atividade fibrinogenolitica da pegonha bruta de Bothrops neuwieds
pauloensis pelo extrato vegetal de Schizolobium parahyba. 1: Fibrinogénio (Fib)(50 pg). 2:
Fibt PB. 3: Fib+PB+EV (1:10 m/m), 4: Fib+PB+EV (1:50 m/m), 5: Fib+EV ( 500 pg)

4.1.3 Atividade Fosfolipasica A,

A atividade PLA, da peconha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis (10 ug) foi ini-
bida pelo o extrato vegetal de Schizolobium parahyba na razdo de 1:50 (m/m, peconha:extrato)
como mostrado na figura 3. Porém a andlise estatistica dos dados obtidos demonstrou que
a inibicdo da atividade PLA; nao foi significativa em nenhuma das duas condigoes testa-
das em relacio ao controle positivo com apenas a peconha bruta (H=3,8056 e P <0, 1492).

O extrato vegetal ndo apresentou atividade PLA.
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4 Reswlados
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Figura 3: Inibi¢ao da atividade fosfolipdsica Az da pegonha de Bothrops nevwiedt pau-
loensis pelo extrato vegetal de Schizolobium parahyba. Para esta atividade foi utilizada
uma emulsao de gema de ovo. desoxicolato de sédio 0,03 M e cloreto de sédio 0,06 M. Os
4cidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com NaOH padrao a 0. 1208 N

N

durante 3 minutos de reagao a temperatura ambiente. Os resultados referem-se a média
de 5 ensalos

4.2 Atividades Biolégicas

4.2.1 Atividade Hemorragica

A atividade hemorragica induzida pela pegonha bruta de Bothrops nevwiedi pauloensis
foi completamente inibida pelo extrato vegetal de Schizolobium parahyba quando este fol
incubado com a peconha por 30 minutoscomo mostrado nas figuras 4 € 5(D). Nos testes
com o extrato vegetal de Schizolobium parahyba o pré-tratamento € 0 pos-tratamento
mostraram significativa inibigao da atividade da pegonha (figura 5(D) e 5(E)). Para
controle positivo foi utilizado a pegonha bruta nao incubada com o extrato vegetal de

Schizolobium parahyba.
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Figura 4: A capacidade de neutralizagéo do extrato vegetal de Schizolobium parahyba em
inibir a atividade hemorragica induzida pela peconha bruta, foi testada em trés diferen-
tes condigdes: A) Incubagdo: incubando a pegonha bruta com o extrato vegetal por 30
minutos a 37 °C; B) Pré-tratamento: injetando o extrato vegetal 15 minutos antes da
injecdo da pegonha bruta; C) Pds-tratamento: injetando o extrato vegetal 15 minutos
apds a injecio da peconha bruta. Para todos os tratamentos foi utilizada a razéo de
1:10 (peconha bruta: extrato vegetal). Os resultados sdo apresentados pelo tamanho do
halo hemorrdgico (cm?). Os resultados foram apresentados pelas médias dos halos he-
morragicos de 5 animais.

« Significancia estatistica em relagiio ao controle positivo: (H=24,49 e P<0,0004).
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Figura 5: Neutralizacao do extrato vegetal de Schizolobium parahyba sobre a atividade
hemorrégica induzida pela peconha bruta, foi testada em trés diferentes condigoes: A) In-
cubagdo: incubando a peconba bruta com o extrato vegetal por 30 minutos a 37 °C (figura
5(D)); B) Pré-tratamento: injetando o extrato vegetal 15 minutos antes da injegao da
peconha bruta (figura 5(F)); C) Pés-tratamento: injetando o extrato vegetal 15 minutos
apés a injecio da peconha bruta (figura 5(E)). Para todos os tratamentos foi utilizada
o razio de 1:10 (peconha bruta: extrato vegetal). Para este teste foram utilizadas con-
centracoes da peconha bruta que correspondem duas vezes a dose minima hemorragica
(DMH:8, 13 pg)- As amostras foram injetadas intradermicamente no dorso de camun-
dongos e ap6s 3 horas 08 animais foram sacrificados e a pele retirada para analise. Para

controle positivo foi utilizada a pegonha bruta nao incubada com o extrato vegetal de

Schizolobium parahyba.
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4.2.2 Atividade Miotdxica

A figura 6 apresenta os resultados de neutralizacao da atividade miotéxica induzida
pela peconha bruta de Bothrops newwiedi pauloensis nas 3 diferentes condigoes de trata-
mento. Como pode ser observado nesta figura quando a peconha bruta ¢ incubada com o
extrato vegetal de Schizolobium parahyba a inibicéo é praticamente completa quando com-
parada com os valores plasmaticos de creatina cinase de animais controles negativo com
apenas PBS. Na condigio de pds-tratamento o extrato vegetal de Schizolobium parahyba
foi capaz de inibir a liberag@o de creatina cinase significativamente, ja no pré-tratamento a
inibicdo da atividade miotéxica pelo extrato vegetal foi menor e ndo se mostrou significa-
tiva quando comparada ao controle positivo com a pecontha bruta. O mesmo resultado foi
obtido quando realizamos uma analise morfolégica dos tecidos injetados com a peconha

bruta (Figura 7).
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Figura 6: Neutralizagio da atividade miotoxica induzida pela peconha bruta medida
através de dosagens dos niveis de creatina cinase (C.K.) plasmética. A capacidade de
neutralizacio do extrato vegetal de Schizolobium parahyba em inibir a miotoxicidade in-
duzida pela peconha bruta foi testada em tres condicdes: A) incubando a pegonha bruta
com o extrato vegetal por 30 minutos a 37 °C; B) injetando o extrato vegetal 15 minutos
antes da injecio da peconha bruta; C) injetando o extrato vegetal 15 minutos apos a
injecio da PB. Para todos os tratamentos foi utilizada a razdo de 1:10 (peconha bruta:
extrato vegetal) Os resultados sao apresentados em unidades/litro. Os resultados foram
apresentados pela média mais o desvio padrao (n=4)

x Significancia estatistica em relagao ao controle positivo: (H=12,066 e P<0,0339)
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| Remtades

4.9.3 Neutralizagao da atividade miotoxica avaliada pela anélise das altera-

goes teciduais por microscopia de luz

As alteragoes morfologicas induzidas pela peonha bruta de Bothrops newwiedi paulo-
ensis sobre o musculo gAStrocnemio direito de camundongos, apds 24 horas de inoculagao
mostraram de um modo geral fibras com varios graus de destruiao (figura T(A)). Houve
também um elevado efeito hemorragico evidenciado pela presenca de um grande nimero
de eritrécitos no espago inter e intracelular. Nesta figura evidencia se um elevado infiltrado
leucocitario polimorfonuclear. O extrato vegetal foi eficiente em inibir a acéo da peconha
bruta quando este foi incubado a 37 °C por 30 minutos (figura 7(D)). No entanto a Acao
necrosante da peconha bruta nao foi satisfatoriamente inibida quando foram realizadas as
duas outras formas de tratamento com o extrato vegetal sobre o tecido muscular (figuras
7(E) e 7(F)). O controle negativo com apenas o extrato vegetal se mostrou incapaz de

provocar alteragoes no tecido muscular (figura 7(C))-
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Figura 7: Fotomicrografia de cortes transversais com 2,5 pm de espessura do musculo
gastrocnemio injetados com 25 Hg da peconha bruta por via intramuscular. A capacidade
de neutralizacao do extrato vegetal de Schizolobium parahyba em inibir a miotoxicidade
induzida pela peconha bruta foi testada em trés condigoes: A) Incubagao: incubando
a peconha bruta com 0 extrato vegetal por 30 minutos a 37 °C (figura 7(D)); B) Pré-
tratamento: injetando o extrato vegetal 15 minutos antes da injecio da pegonha bruta
(figura 7(F)); C) Pés-tratamento: injetando o extrato vegetal 15 minutos apds a injecao
da peconha bruta (figura 7 (E)). Para todos os tratamentos foi utilizada a razao de 1:10
(pegonha bruta: extrato vegetal). A coloracao foi feita com azul de toluidina 0,5% . Aumento foi
de 260 X. 1 — Infiltragao, H — Hemorragia, N — Necrose
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Este trabalho teve como objetivo testar a capacidade inibitéria do extrato de Scha-
solobium parahyba sobre as principais atividades enzimaticas € bioldgicas da peconha de

Bothrops neuwiedi pauloensis.

O tratamento de varias doencas ¢ inclusive de acidentes com serpentes € outros animais
ocorre desde os tempos primordials com extratos. chds, infusoes e cataplasmas obtidos
de plantas. Apesar de nao se conhecer 08 principios pelos quais ocorTia a cura, 08 conhe-
cimentos sobre plantas e suas funcdes foram sendo repassados para geragoes seguintes.
Novos estudos comegaran & surgir na tentativa de comprovar O efeito cientifico desses

extratos, que principios ativos eles possuem € COIMO estes atuam[m].

Nossos ensaios mostram que o extrato de Schizolobium parahyba fol bastante efici-
ente em inibir a atividade coagulante da peconha de Bothrops nevwiedt pauloensis sendo
capaz de dobrar o tempo de coagulagao do plasma bovino quando ensaiada na razao de
1:50 (m/m, pegonha:extra.to) formando apenas uin coagulo frouxo (figura 1). BORGES
(1998)[57} usando Casearia sylvestris obteve 38% de inibigao da atividade coagulante.
ja IZIDORO (2001)[4] usando Casearia mariquitensts conseguiu inibir 15% da acao da

peconha de Bothrops neuwiedi pauloensts, usando a razio de 1:3 sem incubagao.

A inibi¢ao da atividade proteolitica da pegonha de Bothrops nevwiedt pauloensis sobre
o fibrinogeénio foi avaliada e pode se observar a prote¢ao da cadeia B3 na razao de 1:50
com incubagdo da peconha com 0 extrato vegetal por 30 minutos(figura 2). No entanto 0
extrato vegetal causou a “degradagao” total da cadeia Ao e parcialmente a cadeia B do
fibrinogenio quando feito o controle negativo com apenas fibrinogénio e 500 png do extrato.
Freitas (‘.2002)[58 I fambém observou que utilizando razoes crescentes do extrato aquoso de
Casearia grandiflora havia uma degradacao das cadeias do fibrinogenio.

Recentemente, VALE (2004)P? demonstrou que © extrato de Schizolobium parahyba
foi eficiente em inibir a atividade fibrinogenolitica das peconhas de Bothrops moojent ©

Bothrops alternatus na razao de 1:10 (m/m, pegonha:extrato) resultando em uma protecao

total da cadeia B e parcial da A« do fibrinogénio. Fntretanto neste mesmo trabalho.
foi demonstrado que utilizando concentragoes crescentes apenas do extrato aquoso, havia
um desaparecimento gradual das cadeias do fibrinogénio, sem que houvesse o surgimento

concomitante dos produtos de degradagao proteolitica do substrato.

VALE (2004)[59} fracionou o extrato de Schizolobium parahyba em resina LH-20 e em
sua fracao agquosa quando testada na razao de 1:40 (m/m, fibrinogenio:extrato vegetal)
promoveu 2 precipitacao das cadeias do fibrinogenio visualizados por eletroforese em gel
de po]iacrﬂamida. na presenca de agentes desnaturantes. Acredita s¢ que esta fracio seja
ica em taninos que suportarm & acio do calor do processo de obtencao, sendo que alguns
destes podem estar atuando de forma geletiva, ligando especificamente a certos dominios

do substrato[f’o].
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Os taninos sao compostos fendlicos soliiveis em agua que podem precipitar proteinas
em solugdes aquosas. Os taninos tem massa molecular entre 1000 e 3000 Da sendo capazes
de formar complexos nao $6 com proteinas mas também com outras moléculas que possuem
grupos carboxilas e aminas além de formar pontes de hidrogenio coni macromoléculas
susceptiveis a autoxidaqéc)[m]. Os taninos também se complexam com {ons metalicos

(ferro, manganes, vanadio, cobre, aluminio, cdlcio entre outros)[m’ 59)

A capacidade de inibicio da atividade fosfolipase A, da peconha de Bothrops neuwiedi
pauloensis foi avaliada neste trabalho usando como fonte de substrato gema de ovo (figura
3). O extrato de Schizolobium parahyba foi capaz de inibir a atividade P LA, da pegonha,
porém nas duas razoes testadas as inibicdes nao foram significativas quando comparadas

a0 controle com apenas & pegonha bruta.

Segundo BORGES et al. (‘2000)[13] o extrato de Casearia sylvestris contém compostos
capazes de neutralizar a atividade catalitica de PLAs ¢ enzimas proteoliticas de vene-
nos de serpentes € abelhas. Estes autores sugeriram que extratos de plantas causam
inibicao destas enzimas por se ligarem a {ons divalentes que sao importantes para suas
atividades enzimaticas. Resultados semelhantes foram obtidos quando wedelolactona, um
composto isolado do extrato da planta Fclipta prostata. neutralizou as atividades PLA2

e proteolitica de algumas peconhas.

As PLA, sdo proteinas compactas de baixa massa molecular resistentes a altas tem-
peraturas devido a até sete pontes dissulfeto, as quais estabilizam e promovern a rigidez de
sua estrutural®?, talvez essa rigidez estrutural seja 0 motivo da haixa inibigao da atividade
PLA, pelo extrato de Schizolobium parahyba da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis
impedindo a complexagio entre 08 compostos do extrato e as proteimas da pegonha. A
interacio entre taninos € proteinas € especifica e depende da estrutura de ambos, segundo
SPENCER et al. (1988)[63] protefnas de alto peso molecular se agsociam mais fortemente
408 taninos e proteinas de estruturas mais abertas e flexiveis tem maior afinidade aos

taninos.

Os danos locais induzidos pelas pegonhas de serpentes ou toxinas isoladas sao dificeis
de prevenir pela soroterapia usual. Diante dessa problematica dos antivenenos em nao ini-
bir completamente 0s ofeitos locais induzidos pelas peconhas, uma variedade de inibidores
naturais e sintéticas tém sido caracterizadosim. Extratos vegetals também se constituem

. ~ . . . - 6"
em uma fonte rica de substancias de uso potencial na neutralizacao de venenos' 3,

Virias propostas surgem com & Gnalidade de diminuir ou até mesmo inibir comple-
tfamente os danos locais induzidos pelas pegonhas e ou suas toxinas isoladas. Uma com-
hinacao da rapida administracao de antivenenos com altos t{tulos contra estas toxinas
junto com a injegio toeal de inibidores naturats e ol sintéticos, podem melhorar satisfato-
riamente o dano tecidual local que ¢ um dos sintomas mais agravantes no envenenamento

principalmente por serpentes do genero Bothrops.
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Clom este intuito, realizamos os testes de neutralizagao sob diferentes formas de tra-
tamento: O pos-tratamento injetando no local da les@ao o extrato vegetal de Schizolobium
parahyba, para se verificar a eficiencia destes agentes apos 0 envenenamento e com esta
condicio de tratamento estarfamos representando de uma forma mais real as condicoes
de um envenenamento. O pré-tratamento foi realizado para verificar a eficiéncia dos

compostos potencialmente inibitorios previamente no local da injecio da peconha.

A inibicio da atividade hemorragica pelo extrato vegetal de Schizolobium parahyba.
teve maior efeito quando a peconha bruta fol pré-incubada com o extrato vegetal (figura
4). Este dado pode ser melhor observado no teste de atividade hemorragica em que O
halo hemorragico fol quase inexistente (figura 5(D)). Fm contrapartida o pré € o pos tra-
tamento com extrato vegetal mostrou niveis intermedidrios de neutralizacio hemorragica
(figuras 5(E) e 5(F)). quando comparados com a hemorragia causada pela peconha bruta.
A incubagao fol capaz de inativar muitos componentes da peconha que sao responsavels
pelo quadro de necrose tecidual, e com 1880 quando injetados no animal j& nao sao capazes

de exercerem suas acoes téxicas.

A necrose muscular ¢ uma caracteristica bastante marcante no envenenamento botrépico.
A miotoxicidade pode ser devido a acdo direta das miotoxinas sobre a fibra muscular ou
pode ser por acio de metaloproteases hemorragicas que provocariam danos vasculares e
deplegao de sanguc que nutre as células musculares, provocando isquemia € conseqiiente-

mente morte celularlﬁ& 67),

Os resultados de avaliagao da atividade miotéxica mostram que os animais aplica-
dos com apenas peconha apresentami niveis de creatina cinase plasmética muito altos,
quando comparados ao controle PBS, enquanto que 08 animais submetidos a condi¢ao de
incubacio da peconha e extrato vegetal apresentam estes niveis bem menores se compa-
rados ao controle positivo. Ao contrario do que ocorreu na condi¢ao de incubagao. no
pré-tratamento € no pos-tratamento, O nivel de creatina cinase foi relativamente maior,
embora menor quando comparado com 08 altos niveis plasmaticos de creatina cinase in-
duzidos somente pela pegonha bruta (figura 6) indicando que o extrato vegetal conseguiu

neutralizar a a¢ao lesiva da peconha sobre 0 musculo.

As alteracoes morfologicas provocadas no miusculo esquelético (gastrocnemius) é um
indfcio da potente agao das toxinas presentes na peconha bruta de Bothrops neuwiedi
pauloensts. A musculatura quando injetada com peconha bruta mostrou-se bastante da-
nificada (figura 7 (A)). As fibras musculares encontravam-se fragmentadas com uma li-
geira separagao entre as fibrilas onde pode ser observado dreas necrosadas com clevado
efeito hemorragico € infiltrado leucocitario . Isso certamente se deve ao fato da habilidade
das toxinas presentes na peconha em degradar protefnas da matriz extracelularml 0 que

também explica a alteragao na membrana basal. A neutralizagao da atividade miotoxica
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da pegonha bruta, pelo extrato vegetal de Schizolobium parahyba, foi melhor representada

quando esta foi pré-incubada com o extrato vegetal (figura 7(D)}.

Os ensaios de neutralizacao dos ensaios bioldgicos, claramente demonstraram que na
condicdo de incubagao houve uma melhor inibicio dos danos teciduais locais induzidos
pela pegonha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis provavelmente por esta condi¢do
permitir um maior contato prévio entre as proteinas da peconha bruta e 08 componentes

do extrato de Schizolobium parahyba.

Os danos teciduais locals. como hemorragia ¢ necrose nao foram totalmente inibidos
quando foram realizados o pré-tratamento € o pos-tratamento com o extrato vegetal no
local da injecdo. Provavelmente, na condicio de pré-tratamento componentes do extrato ja
presentes no sitio da lesao estariam interagindo com protemas do tecido muscular e dessa
forma diminuindo a propor¢ao de compostos ativos que inibiriam as toxinas presentes na
peconha. Na condicao de pds-tratamento. o efeito inibitério do extrato vegetal também
foi menor quando comparado com a incubacao da pegonha mais 0 extrato vegetal, talvez
pelo fato de as toxinas da peconha terem se distribuido pelos tecidos proximos do local
da injegao, uma vez que as peconhas botropicas <o Ticas em enzimas proteoliticas que
agem sobre diferentes substratos principalmente componentes de matriz extracelular tais

como colageno tipo IV, fibronectina e Jamininal®’.

Desde que nossos experimentos foram realizados com extrato bruto, nao se sabe quais
s30 0s metabdlitos responsdveis pelos efeitos inibitérios observados. Os principios ativos
de extratos de plantas sao metabdlitos secunddrios que mostraim utna complexa estrutura
e funcao. Alguns destes possuem atividade terapéutica como taninos, terpenos, alcaléides,

} e . . . [5]
favandides, saponinas e ligninas.

Em nosso trabalho nos demonstramos que o extrato aquoso de Schizolobiwm parahyba
foi efetivo em inibir as atividades coagulante, fibrinogenolitica, hemorragica e miotoxica
da peconha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis. A investigacio de novos inibidores de
peconhas de serpentes pode ser 1til para a elucidacdo do mecanismo de acio de toxinas pu-
rificadas. Além do mais, estes inibidores podem ser utilizados como modelos moleculares

para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos em acidentes ofidicos.
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