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As pegonhas de serpentes sdo provavelmente as mais complexas de todas as
pegonhas animais. Cerca de 90 a 95 % de seu peso seco € constituido por proteinas,
compreendendo grande variedade de enzimas e toxinas ndo enzimdticas, podendo
exercer diferentes atividades farmacolégicas (DALMORA et al., 1992).

As fragdes denominadas ndo protéicas sdo representadas por carboidratos,
lipideos, aminas e sais inorganicos (FRANCA & FAN, 1992).

Embora sejam consideradas instrumentos de defesa contra predadores, as
peconhas, principalmente as de serpente, apresentam uma série de proteinas toxicas
para os organismos vivos que podem atuar sozinhas ou de modo sinérgico,
potencializando sua toxicidade.

As serpentes botropicas encontram-se distribuidas em todo nosso territorio e
sdo responsdveis pela grande maioria dos acidentes ofidicos (86,16%)
(ROSENFELD, 1971; FERREIRA et al., 1992; RIBEIRO, 1993; BARRAVIERA,
1994); habitam preferencialmente ambientes (midos como matas, locais de
proliferagdio de roedores; possuem habitos noturnos, sdo muiio agressivas e se
ameagadas atacam em siléncio.

Os principais efeitos locais, apds o envenenamento botrdpico, se
caracterizam pela perda de tecido, diminui¢do da capacidade motora na regido
afetada, mionecrose, abscesso (SABORIO et al., 1998) e isquemia (QUIROGA et
al., 2000). Os mesmos autores também atribuem parte da infecgdo local & bactérias
Gram positivas ¢ Gram negativas encontradas na saliva da serpente.

Nas regides Sul e Sudeste observa-se um declinio dos acidentes de maio a
agosto, que coincide com o inverno; nesta época as serpentes se movimentam pouco
e as atividades agricolas s@o reduzidas (BARRAVIERA, 1994).

As pegonhas de serpentes sfo ricas em enzimas proteoliticas que atuam em
uma grande variedade de substratos como a caseina, coldgeno, {ibrinogénio, elastina
e outros (IWANAGA & SUZUKI, 1979). Algumas destas enzimas sdo toxinas
hemorrégicas por 'degradarem proteinas da matriz extracelular (MATRISIAN,
1992); enquanto outras afetam a coagulag¢do do sangue agindo como procoagulantes

na conversdo do fibrinogénio em fibrina (agdo coagulante tipo trombina)



(MARKLAND, 1998; SMOLKA et al., 1998); ou como anticoagulantes por
exercerem agéo fibrinogenolitica e/ou fibrinolitica (KOMORI et. al., 1986).

As enzimas proteoliticas responsaveis por induzir desequilibrio hemostatico,
geralmente sdo agrupadas em duas classes distintas: as serinoproteases e as
metaloproteases (SOUSA et al., 2001).

As serinoproteases, com algumas excegdes, apresentam ambas atividades
fibrinolitica e fibrinogenolitica e sdo chamadas de proteases “thrombin-like”. Estas
enzimas administradas na corrente sanguinea causam desfibrinogenacio, devido ao
efeito proteolitico sobre as cadeias Ao e Bj3, resultando na liberagdo de pequenos
{ragmentos denorﬁinados fibrinopeptideos A e B, que posteriormente se
polimerizam formando mondmeros de fibrina (codgulo [rouxo) que podem ser
removidos rapidamente da circulagdo por [ibrindlise ou via sistema reticulo
endotelial (MAHIR et al, 1987).

Estas serinoproteases (thrombin-like) ndio sdo capazes de ativar o fator XIII
da cascata de coagulagdo, desta maneira ndo ha formagdo de coagulo “denso” de
fibrina, favorecendo a fibrindlise. Um outro efeito destas toxinas ¢ induzir a
agregacdo plaquetdria (MARKLAND, 1998), ativar o fator X da cascata de
coagulagio do sangue na presenga de fosfolipideos, plaquetas e célcio (ARAUJO et
al., 2001).

Investigagdes clinicas e laboratoriais em pacientes picados por serpentes
botropicas tém confirmado “in vivo” o eleito anticoagulante destas pegonhas
(KAMIGUTI et al., 1986; MURUYAMA et al., 1990). A incoagulabilidade do
sangue pode tornar-se mais acentuada quando a vitima for picada por uma serpente
jovem, cujas enzimas “thrombin-like” presentes na pegonha encontram-se em
maijores concentragdes, ocasionando um consumo mais rapido de todo o
fibrinogénio (SANO-MARTINS, 1990). RIBEIRO & JORGE (1989) também
verificaram incoagulabilidade do sangue de vitimas picadas por serpentes jovens da
espécie jararaca.

As cnzimas “thrombin-like” (ém aplicagdo terapéutica na prevencio e

tratamento de desordens tromboticas, bem como na produgéo de cola de fibrina que




é um adesivo bioldgico utilizado para aumentar o poder de cicatrizagdio em suturas
(LEITE et al., 2000).

STOCKER & BARLOW (1976) purificaram uma enzima “thrombin-like” da
pegonha de Bothrops moojeni denominada Batroxobina, que ¢ usada na clinica
médica como agente anticoagulante e antitrombotico. As “thrombin-like” quando
administradas “in vivo” causam efeito desfibrinogenante, mas “in vitro” sfo
procoagulantes.

A batroxobina causa redugdo na quantidade de fibrinogénio plasmatico e por
consequéncia, diminuigdo na viscosidade do sangue, afastando assim a
possibilidade da formagio de codgulos.

OYAMA & TAKAHASHI (2000) purificaram e caracterizaram uma enzima
“thrombin-like” da pegonha de Trimersurus elegans chamada elagaxobin com
capacidade de converter fibrinogénio em fibrina, clivando apenas a cadeia Ao e
liberando somente fibrinopeptideo A.

As metaloproteases de pegonhas de serpentes sdo altamente toxicas e na
maioria das vezes apresentam atividade fibrinogenolitica (MARKLAND, 1998) e
sdo responsaveis pelo quadro hemorrdgico verificado apds o envenenamento
(MATRISIAN, 1992). As metaloproteases com agéo fibrinogenolitica, assim como
as serino-protcases- levam a incoagulabilidade do sangue, podendo também ser
aplicaveis na dissolugio de trombos (MATSUI et al., 2000).

Estas enzimas denominadas fibrinogenases, podem ser classificadas em trés
grupos diferentes, de acordo com sua especificidade em hidrolisar as cadeias do
fibrinogénio. As fibrinogenases do primeiro grupo, sdo aquelas com especificidade
para clivar a cadeia Ao do fibrinogénio, sdo zinco dependentes e apresentam peso
molecular entre 20.000 e 26.000.

O segundo grupo das fibrinogenases sdio aquelas com especificidade pela
cadeia BB do fibrinogénio e sdo classificadas como serino-proteases. O terceiro
grupo de fibrinogenase ¢ bastante raro e apresentam especificidade pela cadeia y do

fibrinogénio.




RODRIGUES et al. (2000) purificaram a neuwiedase, uma metaloproteinase
da pegonha de Bothrops neuwiedi, com atividade fibrinogenolitica e fracamente
hemorragica que também mostrou atividade proteolitica sobre a fibrina e alguns

componenies da matriz extracelular.

A lebetase isolada da pegonha da Vipera lebetina por SIIGUR et al. (1996) ¢
uma metaloproteinase fibrinogenolitica com massa molecular de 23.700, que causa
hidrolise total da cadeia alfa (o) e parcial da beta (B) do fibrinogénio. Esta enzima,
na presenga de EDTA, é inibida. Anticorpos anti-lebetase foram produzidos e uma
reagdo cruzada foi observada com componentes de pegonhas de outras espécies de
serpentes.

BJIARNASON & FOX (1994) dividiram as metaloproteases hemorragicas
em 4 classes de acordo com suas massas moleculares. A classe I, sdo toxinas
pequenas, com [raca atividade hemorrédgica e massa variando entre 20 a 30 kDa; a
classe II, possui tamanho médio e massas moleculares de 30 a 60 kDa; ja a classe
I11, sdo toxinas maiores, extremamente hemorragicas e massas moleculares de 60 a
80 kDa € a classe IV com massa molecular de 80 a 100 kDa.

As metaloproteases caracterizadas como toxinas hemorragicas ou
hemorraginas s@io responsdveis pelas hemorragias locais e sistémicas apds o
envenenamento (PETRETSKI et. al., 2000). Sdo dependentes de fons célcio ou
zinco para a catalise (MARSH, 1994) e podem ser inibidas na presenca de citrato,
EDTA e 1,10 fenantrolina; agentes quelantes destes ions metalicos (ODELL et al.,
1998). Segundo MANDELBAUM (1990), a hemorragia pode ser causada pela
destruigdo enzimatica da membrana basal, e conseqiientemente, perda da
integridade vascular. O rompimento da membrana basal se da a nivel das jungdes
entre as células endoteliais, formando aberturas (poros) por onde ocorre o
escoamento do sangue.

Da pegonha de Bothrops neuwiedi ja foram isolados dois [fatores
hemorragicos denominados de NHFa e NHFb, sdo proteinas dcidas com pontos

isoelétricos de 4.2 e 4.3, e massa molecular 46kDa e 58kDa, respectivamente. Estas



toxinas séo altamente hemorragicas com uma dose minima hemorrigica (DMH) de
4.8ng para NHI'a e 0.2ng para NHEFb (ASSAKURA, 1988).

A agdo toxica das pegonhas também esta relacionada com um outro grupo de
enzimas, as fosfolipases A, (PLA;). Enzimas fosfolipases sio amplamente
distribuidas na natureza; podendo ser encontradas nas formas extra ou intracelulares
(BOSCH, 1980). As extracelulares sdo fosfolipases do tipo A, abundantes nas
pegonhas de serpentes e artrépodes e no suco pancreatico (SOARES et al., 1998).

Estas enzimas apresentam importantes papéis no catabolismo dos lipideos da
dicta ¢ no metabolismo geral de lipideos estruturais de membrana; sdo enzimas
hidroliticas que clivam fosfolipideos. Lspecificamente, as fosfolipases A,
hidrolisam a ligagiio acil na posigdo sn 2 do fosfoglicerideo (DANIELE et al.,1997)
liberando como produto final o 4cido graxo, que pode ser o araquiddnico e
lisofosfatideos. As PLA, sfo todas enzimas de baixo peso molecular com uma
estrutura terciaria muito rigida devido & presenca de 5 a 8 pontes dissulfeto
(SCOTT et al., 1990). Isto confere a estas enzimas uma grande estabilidade tanto
contra protedlise quanto resisténcia a desnaturacdo, mantendo sua atividade
enzimatica intacta nos fluidos extracelulares onde sdo encontradas.

Estas enzimas estdo envolvidas em diversos processos celulares € no cohtrole
da sintese de uma grande variedade de lipideos bioativos, incluindo eicosandides e
fator de agrega¢dio plaquetdria, os quais s@o fatores regulatérios implicados em
diversos estados patoldgicos e fisiologicos.

Virios efeitos locais proeminentes sdo observados pela agéo das PLA,: dor,
edema e necrose do tecido muscular (PEREZ et al.,, 1998). Segundo os mesmos
autores, dentre as serpentes botropicas podemos citar Bothrops jararaca e

Jararacussu como muito edematizante, enquanto Bothrops neuwiedi diporus e B.
alternatus como medianamente edematizante.

Muitas PLA; enconiram se envolvidas em outras agdes tdxicas como

neurotoxicidade, hemdlise e atividade inflamatéria ou citotoxica (DAVIDSON &

DENNIS, 1991).



Assim, fosfolipases A, extraidas da pegonha bruta de Bothrops insularis
fracionadas e purificadas demonstraram que interferem na transmissdo de impulsos
nervosos; bloqueando diretamente jungdes neuromusculares (agdio pré sinaptica);
esta agdo ¢ dose dependente (COGO et al., 1998).Um grande nimero de PLA, tem
sido purificado das pegonhas botrdpicas, sendo que as 4cidas e neutras geralmente
ndo apresentam toxicidade. Da pegonha da serpente Bothrops jararacussu foram
isoladas trés fosfolipases &acidas, denominadas de SPI, SPII e SPIII que ndo
apresentam atividade toxica (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988), enquanto da
pegonha de Bothrops lanceolatus também foi isolada uma mistura de vdrias
isoformas de fosfolipases acidas ndo toxicas, onde duas delas consistiam de uma
tnica cadeia polipeptidica com pesos moleculares de 14.500 e 15.000
respectivamente (ARAUJO et al., 1994). DANIELE et al. (1997) também isolaram
¢ purificaram duas isoformas de PLA, dcidas da pegonha de Bothrops neuwiedi
(Yarara chica) que ndo apresentam nenhuma atividade letal utilizando doses acima
de 5pg/g de animal.

As fosfolipases A, miotéxicas das pegonhas botrdpicas podem ser divididas
em duas classes principais: aquelas com atividade enzimatica sobre substratos
artificiais; as ASP 49, € aquelas com auséncia de atividade catalitica, as LYS,
(MARANGONE et al., 1984; HOMSI-BRANDEBURGO et al.,1988; GUTIERREZ
& LOMONTE, 1995; ARNI & WARD, 1996). ‘

A maioria das fosfolipases A, basicas ja isoladas apresentam atividade
miotoxica que ¢ caracterizada pela agdo direta da pegonha sobre o musculo
esquelético, afetando somente fibras musculares.

ANGULO et al. (1997) isolaram também uma nova fosfolipase A, com
atividade miotdxica da pegonha da serpente Bothrops schlegelii de habito arbério.
Esta toxina induz rdpida mionecrose sobre fibras musculares, evidenciada por um
aumento de creatina quinase plasmaética.

SOARES et al. (2000) descreveram as caracteristicas estrutural e funcional

de uma miotoxina homologa a PLA;, a Lyss da pegonha de Bothrops neuwiedi



pauloensis que além de apresentar atividade bactericida, promoveu bloqueio de
contra¢Oes neuromusculares e foi capaz de induzir edema.

Algumas das miotoxinas botropicas ocorrem como dimeros, por exemplo, as
miotoxinas Il e IIl de Bothrops asper (LOMONTE et al., 1989), miotoxina de
Bothrops nummifer (GUTIEREZ et al., 1986), miotoxina de Bothrops insulares
(SELISTRE et al., 1990), miotoxinas MV e MVI de Bothrops moojeni (SOARES,
1997).

Estudos cristalograficos tém sido feitos para elucidar a estrutura destas
miotoxinas, além de definir sitios toxicos ou cataliticos, facilitam o entendimento do
mecanismo de a¢do destas proteinas (ARNI et al., 1995).

Da pegonha de Bothrops moojeni (caissaca), SOARES et. al. (1998),
isolaram e cristalizaram uma miotoxina II Lyss desprovida de atividades PLA,,
coagulante e hemorrdgica, mas com capacidade de induzir mionecrose em misculo
gastrocnémius e edema na pata de camundongos.

Miotoxinas purificadas possibilitam a produgfio de anticorpos policlonais e
monoclonais (BORGES, 1995; LOMONTE & KAHAN, 1988), que sdo utilizadas
para neutralizar a pegonha bruta e para estudos de reagdo cruzada entre miotoxinas
de diferentes pegonhas. BORGES (1995) produziu anticorpos policlonais contra as
miotoxinas da pegonha bruta de B. jararacussu (Bth TX-I e Bth TX-II), e verificou
a presenga de reagdo cruzada entre as mesmas, podendo estar relacionada com alta
homologia estrutural entre estas duas proteinas.

Viarios distarbios hematologicos sdo observados nos envenenamentos
animais, principalmente aqueles causados por serpentes, e o hemograma em ultima
analise, representa o meio mais direto e pratico de se estudar os elementos figurados
do sangue periférico (globulos vermelhos, globulos brancos e plaquetas). Estes
elementos celulares sofrem alteragles, as vezes muito acentuadas, no decurso de
praticamente todas as moléstias e por este motivo tornou-se um exame de rotina
bastante usual. Efetivamente tais alteragdes quase sempre sdo inespecificas, comuns
a um grande numero de doengas, impossibilitando pela andlise do hemograma

identificar especificamente que se trata desta ou daquela doenga. Para uma correta



interpretagdo é importante de inicio, que se conhecam os valores hemantimétricos
normais, seus desvios fisiologicos e individuais, além da fung¢do de cada um dos
constituintes do sangue periférico (MOURA et al., 1994).

O globulo vermelho (hemdcea) por meio de seu principal componente, a
hemoglobina, tém como fungfo vital transportar oxigénio para os tecidos sendo que
sua diminuigdo ou deficiéncia se traduz como anemia. Habitualmente, a série
vermelha ¢ avaliada por trés dados; o niimero de globulos vermelhos por mm® de
sangue, a taxa de hemoglobina expressa em gramas por 100 ml de sangue e o
volume globular chamado de hematocrito, que € o volume ocupado pelos globulos
vermelhos em 100 ml de sangue total (VERRASTRO et al., 1998).

Para se caracterizar um individuo como portador de algum tipo de anemia ¢
conveniente que se conhega o tamanho do eritrécito e a quantidade de hemoglobina
contida em cada um, dai esta sera classificada com base na morfologia e tamanho
do eritrocito, pela quantidade de hemoglobina contida no mesmo e também pelo
namero de hemaceas circulantes.

E importante ressaltar que existem inimeros fatores responsaveis pelo
surgimento de algum tipo de anemia, como por exemplo deficiéncia de ferro no
organismo; dependendo do tipo da anemia, a hemdcea ¢ produzida com tamanho e
forma variadas (anisocitose e poiquilocitose respectivamente) (MOURA et al.,
1994).

Os leucocitos (série branca) estdo relacionados com diversas fungdes de
reparagdio do organismo, apresentam importante papel na remogfo de antigenos
invasores, bem como na produgdo de anticorpos. Pelo fendmeno da fagocitose os
neutrofrilos englobam bactérias e particulas pequenas, enquanto os mondcitos
(macrofagos) apresentam capacidade de englobar ndo s6 Dbactérias, mas
protozoarios, grandes particulas, globulos vermelhos e restos celulares. Neste
processo 0s macrofagos emitem pseudopodos citoplasmaticos, envolvendo a
particula em questdo como um todo, originando assim o fagossomo.

O primeiro leucdcito a aparecer no local de uma inflamagio ¢ o neutrofilo,

simultaneamente a este aparecimento é detectado no sangue periférico um aumento
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destes elementos celulares, traduzido por leucocitose; ao contrario, existem casos de
infe¢des como rubéola, gripe, febre tifoide, maléria e outras que estfio associadas a
neutropenia (MOURA et al., 1994).

As plaquetas constituem elementos anucleados oriundos da fragmentagdo
citoplasmatica do megacaridcito (precursor de plaquetas), que também 'estﬁo
relacionadas com a hemostasia; processo pelo qual o organismo ¢ capaz de estancar
um sangramento ao mesmo tempo que mantém o sangue fluido dentro do
compartimento vascular (MOURA et al., 1994). Apés a ruptura de um vaso, as
plaquetas migram para o local da lesdo ¢ aderem ao mesmo; de modo concomitante
estd ocorrendo uma série de reagdes que culminam com a liberagdo de substincias
ativas, originando assim um tampdo plaquetdrio de carater irreversivel capaz de
bloquear a hemorragia de modo temporirio.

ROSENFELD et al. (1960) & KELEN et al. (1960) verificaram que as
peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus causavam hemolise “in
vitro” em heméceas animais e humanas. AZEVEDO-MARQUES et al. (1990)
elucidou a cor extremamente avermelhada da urina de pacientes picados por
serpentes do género Crotalus, cujo pensamento inicial postulado era que havia
excregdo de hemoglobina, e ndo de mioglobina como realmente acontece. Segundo
os mesmos autores o diagndstico laboratorial destes pacientes relata altos niveis de
enzimas creatina quinase, desidrogenase ldtica e aspartato aminotransferase. Estes
efeitos podem ocorrer devido a presenga das miotoxinas contidas na pegonha.

COSTA et al. (1989), estudaram o hemograma de ratos Wistar inoculados
com pegonhas de serpentes do género Crofalus e observaram leucopenia 30 minutos
apés a inoculagio da pegonha, seguida de uma intensa leucocitose com predominio
de neutrofilos. Os mesmos autores concluiram que a leucopenia observada
inicialmente, deve ter ocorrido por efeito da pegonha no organismo do animal, e a
leucocitose por reagdo do proprio organismo.

AZEVEDO-MARQUES et al. (1990), em uma recente visdo sobre as

caracteristicas clinicas ¢ laboratoriais do envenenamento, descrevem que o




11

hemograma‘no acidente crotalico apresenta leucocitose acompanhada de neutrofilia
com desvio a esquerda (presenca de bastonetes).

Estas observagdes permitem especular, com base em alteragdes clinicas
(presenga de febre), laboratoriais (leucocitose, neutrofilia, monocitose € etc) e na
literatura imunolédgica, que tudo se passaria como se as pe¢onhas atuassem no
organismo de maneira semelhante a um trauma agudo (BARRAVIERA, 1994).

Pegonhas de serpentes do género Echis apresentam um grande nimero de
componentes que atuam sobre o sistema hemostatico: ativando a protrombina,
inibindo a agregagéo plaquetdria e outros. Clinicamente, os individuos picados por
estas serpentes 1ém seu tempo de coagulagdo do sangue muito alterado, e uma
queda de hemoglobina acentuada observada ao longo do tratamento (14.3 g/dl para
6.9 g/dl apds o oitavo dia do acidente) (GILLISSEN et al., 1994).

Atualmente, a soroterapia tem sido o caminho mais usado para combater o
ofidismo, entretanto a eficiéncia desta terapia estd relacionada, além de outros
fatores, diretamente com o tempo decorrido entre o acidente, o inicio do tratamento
e a quantidade de pegonha inoculada (FRANCA, 1998). Em alguns casos onde estes
fatores de riscos foram excedidos, os efeitos locais ndo serdo mais revertidos pela
soroterapia. A falta ou escassez de anticorpos especificos para toxinas de a¢do local,
ou ainda, a rdpida agfio destas representam os principais motivos pelos quais nem
sempre-se ¢ capaz de reverter o quadro clinico do paciente (OWNBY et al., 1986;
GUTIERREZ et al., 1987).

Para uma produgdo eficiente de anticorpos € necessario que o antigeno em
questdo (pegonha) seja colocado em contato direto com um adjuvanle; Os
adjuvantes sdo caracterizados por atenuarem a toxicidade do antigeno, mantendo-o
mais tempo no organismo. Podemos citar os adjuvantes oriundos de sais de
aluminio ¢ adjuvante completo de Freund que consiste do Mycobacterium
tuberculosis inativado, emulsificado em uma suspensdo oleosa.

Os adjuvantes de um modo geral potencializam sobremaneira a produgéo de
anticorpos, concenfrando os antigenos em locais adequados ou induzindo a

produgdo de citocinas (regulam a fungio dos linfocitos). Esses antigenos ai
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capturados sdo liberados gradativamente, originando assim a resposta imunoldgica
(ROITT et al., 1999).

Historicamente, as plantas medicinais sempre foram objeto de estudos de
uma area denominada farmacognosia, termo idealizado por Seydler, em 1815, para
designar um dos ramos da farmacologia que se ocupa dos estudos voltados para
examinar e caracterizar drogas ou bases medicamentosas de origem natural (DI
STASI, 1996). Dentro desta area estdo incluidos os aspectos referentes aos estudos
de plantas medicinais.

Na tentativa de encontrar outra maneira que ndo anticorpos, para neutralizar

a agfio das pegonhas, muitos pesquisadores estdo investindo intensamente na busca

dos potenciais de nossa flora medicinal ¢ que tem sido usada pela populagio leiga !

(etnofarmacologia).

A composi¢do quimica das espécies vegetais, especialmente de plantas
encontradas nas florestas tropicais, ainda estd longe de ser descrita em sua
totalidade, pois grande parte de seus constituintes ainda ndo foram isolados. Os
componentes quimicos enconirados em vegetais sdo sintetizados e degradados por
intimeras reagOes anabolicas e catabolicas que compdem o metabolismo geral das
plantas. A sintese de compostos essenciais para a sobrevivéncia de espécies
vegetais, tais como: aglcares, aminodcidos, acidos graxos, nucleotideos, e seus
polimeros derivados fazem parte do metabolismo primario da planta, enquanto os
compostos sintetizados por outras vias € que ndo sdo uteis para a sobrevivéncia da
planta, s3o designados como compostos secunddrios que fazem parte do
metabolismo secunddrio da planta (D1 STASI, 1996).

Geralmente, os principios ativos extraidos de plantas sfo produtos
metabdlicos secundarios utilizados para sua nutrigdo, desenvolvimento ou em sua
economia direta; estas substincias sdo produzidas pela planta para melhorar suas
condi¢des de sobrevivéncia. Assim, solos pobres, alteragSes climaticas fregiientes,
predadores, dentre outros, fazem com que estas substdncias sejam produzidas pelo

vegetal (BRITO, 1996). Suas conceniragdes podem variar de acordo com a época
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do ano e condigdes do solo, chegando apresentar variagbes dentro da mesma
espécie.

Grande parte dos medicamentos sintéticos apresentam substincias derivadas
de plantas; como anti maldricos (quininos), anti amebianos (ipeca), analgésicos
(morfina), e anticoagulantes (dicumarot).

Além disso, estes metabolitos apresentam estrutura quimica complexa e a
maioria deles ndo tem uma fungdo conhecida no organismo onde se encontra
(GEISSMAN & GROUT, 1969). Dentre esse metabolitos ja encontrados em plantas
podemos citar os taninos, os alcaldides, os terpenos, as lignanas e os flavanoides.

Taninos, sdo substincias fenolicas solliveis em agua e com peso molecular
entre 500 e 3.000, sdo muilo tdxicos, necessitando cuidados especiais quanto a
dosagem. Sdo bastante usados no controle biologico de insetos, fungos, bactérias, e
também na indGstria de processamento do couro. Na farmacologia, sdo utilizados
como antinflamatorios, previnem placa dentdria e sdo antidiarréicos (MELO &
CORTEZ, 1997).

As lignanas também sdo bastante usadas no combate a tumores, bactérias e
fungos (MELO & CORTEZ, 1997), enquanto os alcaldides sdo encontrados em
menor quantidade, mas apresentam propriedades farmacoldgicas de uso terapéutico
importantissimo como morfina, cocaina, nicotina, quinina, etc. Sdo drogas com agdo
sobre o Sistema Nervoso Central, mas se usadas em doses corretas ndo apresentam
efeitos colaterais. 'A morfina, por exemplo, ¢ utilizada como analgésico em
pacientes com céncer terminal.

Terpenos sdo substincias voldteis que exalam sua fragrancia podendo ser
obtidos por destilagéo a partir do caule e folhas de vegetal.

Os flavanoides compreendem uma séric de compostos secunddrios que
ocorrem exclusivamente em plantas superiores, sendo responsédveis na planta, pela
coloragdo das flores € denominados pigmentos.

O extrato alcodlico obtido da planta Eclipta prostata (Asteraceae), conhecida
como erva botdo, neutralizou 4 DLsy do pegonha de Crotalus durissus terrificus

quando este foi incubado por 30 minutos com o exlrato antes de sua aplicagfio em
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camundongos. Desta planta foram isolados trés constituintes: wedelolactona,
stigmasterol e sitosterol que também apresentaram protecdo contra doses letais
desta pegconha (MARTZ, 1992). MELO et al. (1994) também testaram este mesmo
extralo e seus constituintes em venenos crotdlicos e observaram inibigdo das
atividades miotOxica e hemorragica.

PACHECO et al. (1995) verilicaram a eficiéncia terapéutica do extrato
aquoso obtido de sementes secas ¢ [rescas de quiabo (Hibiscus esculentus) na
inibigdo de duas DLsy da pegonha de Bothrops jararaca. O extrato foi obtido por
maceragio a {rio ou a quente e ingerido pelos animais expcrimentais uma ou duas

horas antes da inje¢do da pegonha. A dosagem foi de 2 g/kg de animal (sementes

frescas) e 1 g/kg de animal (sementes secas).

CHERDCHU et al. (1978) & FERREIRA et al. (1992) verificaram a eficicia
do acafrdo (Curcuma longa) sobre uma neurotoxina extraida da peconha de Naja
naja siamesis, e também uma hemorragina da pegonha de Bothrops jararaca foi
inibida frente ao mesmo extrato. A dose letal da pegonha de Crotalus durisus
terrificus também foi inibida em 66 % quando se misturou 12,5ug da pegonha com
700 pg de ar-tumerone que € uma fragdo isolada do agafrdo.

PEREIRA et al. (1992) verificaram a inibigdo do edema de pata provocado
pela pegonha de Bothrops jararaca utilizando extrato aquoso das folhas de manacé
(Brunfelsia uniﬂord) via oral, chegando a uma inibigéo de 72 % do edema.

ALAM et al. (1998) isolaram e purificaram, por cromatografia de coluna em
silica gel, um 4cido orgénico proveniente do extrato de raizes da planta indiana
Sarsaparilla (Hemidesmus indicus) que recebeu o nome de Herbal. As anélises
espectrais confirmaram a presenca de um anel benzénico, grupamentos metoxi e
hidroxila. [Este composto inibiu significativamente a letalidade, atividades
hemorragica, coagulante e anticoagulante de pegonhas de serpentes.

Posteriormente, o Herbal exibiu seu efeito adjuvante diminuindo a toxicidade

de algumas pegonhas e potencializando a produgéo de anticorpos (ALAM et al.,

1998).
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Dentre varias plantas com poderes antiofidicos citadas pela crenga popular,
encontramos o género Casearia, mais especilicamente a Casearia sylvestris.
RUPPELT et al. (1991), observaram que este género apresenta potencial antiofidico
e antinflamatorio.

Posteriormente, BORGES et. al. (2000) trabalhando com Casearia sylvestris
ratificou o potencial antiofidico quanto a inibi¢do de pegonhas brutas e miotoxinas
de Bothrops neuwiedi ¢ Bothrops jararacussu, respectivamente. Foram realizados
experimentos de atividade fosfolipasica (PLA;), letalidade e formagio de edema. Os
testes de inibigdo sempre foram realizados com pegonhas brutas e/ou miotoxinas
mais extrato incubados por 30 a 37°C, em proporg¢des que variaram de 1/1 até 1/10;
peconha/extrato.

Da Casearia mariquitensis, KASHIWABUCLHI (1999) obteve inibi¢do das
atividades PLA, e coagulante sobre o plasma bovino das pegonhas de Bothrops
moojeni € Bothrops neuwiedi pauloensis na ordem de 70% quando extrato mais
pegonha eram previamente incubados por 1 hora a 37°C, na proporgéo de 1/5. Com
relagfio a atividade coagulante a inibigdo chegou até 100%. Com base nisto, estudos
mais aprofundados sobre esta capacidade de neutralizar as agGes das peconhas

poderdo futuramente estarem favorecendo o surgimento de uma nova droga com

acdo antiofidica.
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CAPETULO T:
Ensaios de inibicdio dos efeitos bioldgicos causados pela peconha de

Bothrops neuwiedi pauloensis.

Pegonhas de serpentes sdo uma complexa mistura de proteinas téxicas com capacidade de
provocar na vitima efeitos locais como edema, necrose, hemorragias e efeitos sistémicos
caracterizados principalmerite por distarbios no equilibrio hemostatico. O objetivo deste
trabalho foi verificar a inibi¢do de alguns efeitos toxicos da pegonha de Bothrops neuwiedi
pauloensis (PB) pelo extrato vegetal de Casearia mariquitensis (EV) (Flacourtiaceae).
Folhas do vegetal foram coletadas nos meses de margo e setembro, lavadas, trituradas com
agua desionizada e filtrada. Em seguida a parte liquida foi centrifugada por 20 minutos, o
sobrenadante retirado e liofilizado o extrato obtido foi armazenado a — 20°C. A atividade
fosfolipasica (PLAz) ensaiada com gema de ovo como substrato foi testada com EV dos
meses de margo e setembro combinados com pegonha na propor¢io de 1/10 e
imediatamente analisados ou incubados por uma hora. Em todas as condigdes
experimentais a porcentagem de inibi¢do foi de aproximadamente 40%. Todos os
experimentos seguintes foram realizados com extrato de margo, onde peconha e extrato
combinados foram imediatamente ensaiados. A inibi¢io da atividade coagulante foi
estatisticamente significativa (teste t) somente quando realizada na proporcio de 1/10
(PB/EV). A inibigdo da atividade hemorragica também foi visivel, pela diminui¢o do halo
hemorragico, quando pegonha e extrato foram combinados na propor¢do de 1/3. A
coagulabilidade do sangue dos animais tratados com pegonha mais extrato (grupo teste) e
apenas com pegonha (controle positivo) foi bastante afetada em relagdo a dos animais que
receberam salina ou extrato (controle negativo). Estatisticamente os resultados obtidos
para o grupo teste, controles positivo e negativo sdo diferentes (p< 0,05). Quando o
fibrinogénio plasmatico destes animais cujo tempo de coagulagio estava alterado foi
dosado, observamos diminuigdo em sua concentragdo; mas quando combinamos pegonha

e extrato em diferentes proporgdes (1/2.5, 1/5,0 e 1/10) essa concentragdo aumentou de
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acordo com esta relagdo. Na atividade fibrinogenolitica; houve hidrolise total das cadeias
Aa e B} do fibrinogénio incubado com pegonha. Quando pegonha mais extrato foram
misturados nas proporgdes de (1/2.5, 1/5,0 e 1/10), houve diminuigdo da hidrélise das
cadeias do fibrinogénio. A produgdo de anticorpos na preseng¢a ou auséncia de extrato foi a
mesma quando analisada por imunodifusio. O extrato aquoso de Casearia mariquitensis
foi capaz de inibir os efeitos toxicos da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis, sendo
que durante o processo de imunizag¢do esta pegonha foi parcialmente inativada sem perder

a capacidade de induzir a produgio eficiente de anticorpos.

Snake venoms are a complex mixture of toxic proteins with capacily to cause in a
victim local effects such as oedema, necrosis, haemarrhage and systemic effects
characterised mainly by disturbances in hemostatic balance. The purpose of this
work was to verify the inhibition of some toxic effects of the venom from Bothrops
neuwiedi pauloensis (PB) by the vegetal extract from Casearia mariquitensis (EV)
(Flacourtiaceae). Leaves from the vegetal were collected in the months of march
and september, washed, crushed with water and filtered. After that the liquid part
was centrifuged for 20 minutes, the floating was removide, lyophilized and the
extract obtained was stored at —20°C. The essays of inhibition were made in
different propotions of PB/EV (m/m). The phospholipse activity (PLA2) essayed
with the yolk of egges as a substrate was tested with EV from months of march and
scptember combined with the venom in the proportion of 1/10 and immediately
analysed or incubated for an hour. In every eexperimental condition the percentage
of inhibition was approximately 40%. All the {following experimentos were made
with the extract from march where venom and extract combined were immediately
essayed. The inhibition of the coagulating activity was statistically important (test t)
only when made in the proportion of 1/10 (PB/EV). The inhibition of hemorrhagic
activity was also visible by the decrease of the hemohagic halo, when venom and

extract wre combined in the proportion of 1/3. The blood coagulation from animals
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ministered with venom and extract (group test) and only with venom (positive
control) was very affected in relation to the animals which received salt/or extract
(negative control). Statistically the results obtained for group test, positive and
negative control are different (p<0,05). When the fibrinogen plasmatic from these
animals, whose time of coagulation time were altered, was dosed it was observed a
decreased in its concentration; but when venom and extract were combined in
different proportions (1/2,5, 1/5 and 1/10) this concentration increased according to
this relation. In fibrinogenolytic activity, was break of chains Ao and Bp of
fibrinogen incubated with venom. When venom and extract were mixtured in
proportions of (1/2,5, 1/5 and 1/10), was decrease in break of chains of fibrinogen.
A production of antibody in presence or ausence of extract was the same w3hen
analised for imunofifusion. The extract aqueous of Cascaria mariguitensis was
capable of inhibitor the effects toxics of venom of Bethrops newwiedi pauloensis

and during the process of imunization this venom was partiality inactivated without

damage the capacity of the production efficienty of antibody.
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1) INTRODUCAO

As peconhas de serpentes sdo ricas em enzimas proteoliticas que atuam em
uma grande variedade de substralos naturais como a caseina, colageno,
fibrinogénio, elastina e outros (IWANAGA & SUZUKI, 1979). Esta acdo
proteolitica pode desencadear um  processo hemorragico local ou sistémico
(PETRETSKI et al., 2000) pela degradagdo das proteinas da matriz extracelular,
fazendo com que surjam poros na parede das células, por onde acontece o

extravazamento do sangue (MANDELBAUM, 1990; MATRISIAM, 1992). Qutras
ferem dirctamente em diferentes pontos da cascata de

enzimas proteoliticas inter

coagulagio sanguinea, estas sa0 serino-proleases e designadas como coagulantes.

Na pegonhas das scerpentes brasileiras destaca-sc a agfio “thrombin-like” (conversdo

do fibrinogénio em [ibrina) (MARKLAND, 1998; SMOLKA et al., 1998), que
apresentam atividade fibrinogenolitica ¢ fibrinolitica (SOUSA et al., 2001) levando

a incoagulabilidade do sanguc,
tico. Ainda nesta mesma classe, temos as metaloproteses que

devido ao consumo de iodo o estoque de

fibrinogénio plasma
nfo sdo hemorragicas ou coagulantes, mas que agem sobre o fibrinogénio ou sobre

a fibrina (MATSUI et al., 2000), levando também a incoagulabilidade do sangue. A

agdo toxica das peg;onhas de serpentes também esta associada com um outro grupo

de enzimas, as fosfolipases Az
distribuidas na natureza (BOSCH, 1980) e hidrolisam especilicamente a ligagfo acil

o fosfolglicerideo, {iberando como produto final o 4cido graxo, que

sofosfatideos (DANIELLE et al., 1997).

(PLAy). Enzimas foslolipases estdo amplamente

na posigdo sn2 d

pode ser o araquidonico e li

Ap6s um acidente ofidico, vart
a. necrose e perda de tecido muscular sdo manifestados na
2

os efcitos locais provocados pelas fosfolipases

A, como dor, edem
vitima (PEREZ et al., 1998).

Neste {rabalho, o extrato aquo
inibidor dos cfeitos toxicos da pegonha de Bothrops neuwiedi

so de Casearia mariquitensis (limdozinho) foi

usado como

pauloensis (jararaca pintada).
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2) OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos avaliar a capacidade que o extrato aquoso
de Casearia mariquitensis tem de inibir ou neutralizar os principais efeitos

biologicos causados pela pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis (jararaca

pintada).

3) MATERTALS
3.1) Pegonha bruta:

A pegonha bruta da serpente Bothrops neuwiedi pauloensis utilizada neste

trabalho foi adquirida junto a Pentapharm do DBrasil, dessecada a vicuo a

temperatura ambicnte ¢ posteriormente estocada a - 20° C.

3.2) Folhas de cCasearia mariguitensis.

As folhas de Casearia mariquitensis utilizadas foram coletadas as margens

do Rio Araguari na regifo de Uberlandia-MG, onde a espécie se desenvolve de
forma espontanea. Nestas condictes a planta ndo recebe nenhum cuidado especial

no que s refere ao suprimento de nutrientes. A coleta foi realizada pela tarde em

periodo ndo chuvoso. A identificagdo taxondmica da planta foi feita pelo professor

Glein Monteiro Aradjo (Instituto de Biologia da Universidade Federal de

Uberlandia), utilizando-se 0 método classico de observag@io dos seus caracteres

morfoldgicos.

3.3) Animais:

Para os testes “in vivo” foram utilizados camundongos machos pesando 25-

32 g, da raga Swiss, fornecidos pela Pentapharm do Brasil, ¢ mantidos no biotério

. , ot . . fryae Yy « a1 . At
do Laboratério de Bioquimica de Proteinas ¢ Produtos Naturais com agua, luz e

alimento a vontade.
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3.4) Reagentes:

Fibrinogénio bovino, f mercaptoetanol, Tris-HCI, glicerol, azul de

bromofenol, glicina EDTA, acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, SDS, coomassie

brilliant blue R-250, trizma, fucsina bésica, persulfato de amdnio e agarose, todos

da Sigma Chem. Co. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.5) Equipamentos:
Centrifuga, banho-maria, liofilizador, balanga, agitador magnético,

espectrofotdometro, pHmetro, cuba para eletroforese ¢ multiprocessador.

4) METODOS

4.1) Preparagdo da amostra de pegonha.

As amostras de pegonha foram preparadas momentos antes do uso, evitando

assim perdas de atividade. Aproximadamente 5 mg de pegonha bruta foram pesadas

¢ dissolvidas em 250 pl de NaCl 0,9%, centrifugados a 10.000 rpm por 7 minutos
em centrifuga refrigerada eppendorf, € 0 sobrenadante separado. Este procedimento

foi repetido por mais duas Vezes, adicionando sempre o sobrenadante obtido a

aquele primeiro.

einas (Itzhaki & Gill, 1964).

as presentes nas amostras obtidas, solugdes

4.2) Dosagem de prot

cagdo das protein

Para a quantifi
contendo 0.1 a 2.0 mg de proteinas foram submetidas a dosagem pelo método do
microbiureto. A soroalbumina bovina foi utilizada para estimar a reta padrio. As
amostras de prolcinas foram completadas para um volume de 1.0 ml com édgua
rescentou 500 pl de Ry ou Ry, em seguida a leitura foi

desionizada, aos quais s¢ ac
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. S 1 t l{, l{ a ~on ’ .
Sd0 COI Sl h b 'lll]CI]lC pOl‘ O ‘V
S ) : « 0 de

C - i i
uS0,.5 H,0 dissolvido em NaOll 30.4%, enquanto R, € formado por umna sol
olugéio

de NaOH 30%.

4.3) Preparo dos extratos vegetais (BORGES, 1998)

As folhas foram lavadas e trituradas com I,0 desionizada
v ; em

multiprocessador por 15 minutos,
centrifugado a 30.000g por 20 minutos em centrifuga Himac CRy;, o sobrenadant
’ ante

filtradas em filtro comun. O f{iltrado (foi

foi liofiliz: .
oi liofilizado e armazenado a -20°C. No momento do experimento o extrat
ato era

pesado ¢ dissolvido em NaCl 0,9%.

4.4) Ensaios de inibicdo dos efeitos biolégicos causados pela

peconha de Bothrops neuwiedr pauloensrs.

Todos 0s ensaios realizados neste item para se estudar a inibig¢do da pecont
ar 1a

de Bothrops neuwiedi pauloensis (VB) pelo extrato vegetal aquoso (EV) d
. N e
Casearia mariquitensis, seguiram O mesmo protocolo experimental onde cad
cada

atividade foi ensaiada contendo:

1) Somente com a pegonha (PB)
s com exlrato vegetal (EV) — controle negativo.

misturar  PB mais EV em propor¢es pré

— controle positivo.

2) Apena
3) Imediatamente apos

determinadas.

4.41) Atividade fosfolipdsica Az (PLA2) (DE HAAS et al.

1968).

Foram usadas trés solugdes estoque.



1) Uma suspensdo contendo 1 gema de ovo homogeneizada com 50 ml de

H,O (solugdo estoque, que pode ser armazenada a 4°C por aproximadamente

3 dias).

2) Solu¢do de desoxicolato de sodio a 0,03 M.

3) Solugdo de cloreto de célcio 0,6 M

As solugdes 2 ¢ 3 podem ser armazenadas a 4°C por aproximadamente 2
meses. Antes de cada experimento era preparada uma solugfio de trabalho contendo
15 ml da solugdo 1, 10 ml da solugiio 2 e I ml da solugdo 2; em seguida o volume
desta mistura cra completado para 100 ml com 11,0 desionizada ¢ o pl aferido para

8,0 com NaOH 0,6 M.

Cada ensaio era realizado com 10 ml desta solugdo de trabalho, 10ug de

pegonha bruta e¢/ou 100pg de extrato vegetal.
A liberagdo enzimdtica dos dcidos graxos pela fosfolipase A, a partir dos
fosfolipideos do substrato (gema de ovo) foi medida por titulagdo potenciométrica

dos acidos graxos liberados com NaOH 0,1208N. O tempo de reagdo foi durante 3

minutos a temperatura ambiente.

4.4.2) Atividade coagulante (ASSAKURA et al., 1992).

Este teste foi realizado tendo com substrato 200 pl de plasma bovino
citratado sob temperatura de 37°C, em presenga de 20pg de pegonha dosadas.
Imediatamente ao inicio da rcagdo um crondometro era disparado e o tempo em
segundos para a formagdo de um codgulo de fibrina visivel era cronometrado em
segundos.

Dividimos os ensaios em 4 grupos:

e Gl-controle positivo, contendo 20pug de PB.

o Gll-controle negativo, contendo 200ug de EV.

e GllI-teste de inibicdo contendo 20ug de PB mais 60ug de EV, ou seja,

PB:EV (1:3; m/m respectivamente).
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* GIV-teste de inbiglo contendo 20ug de PB mais 200ug de EV, ou seja,

PB:EV (1:10 m/m respectivamente).

4.4.3) Ensaios de incoagulabilidade sanguinea.

Para estes ensaios, animais pesando 32 g cada, foram divididos em 4 grupos
(n=5). Amostras contendo 0,6 DLsy (1 mg/kg) da pegonha bruta de Bothrops
neuwiedi pauloensis foram aplicadas pela via intraperitoneal, ¢ apés 6 horas os
animais eram anestesiados com éler de petroleo, o sangue coletado por pungio
cardiaca, na auséncia de anticoagulante, depositado imediatamente em tubo de

ensaio de vidro e o tempo gasto para formar coagulo de fibrina visivel

cronometrado.
Para os testes de inibigdo foram utilizados mistura de VB + EV na proporgio

de 1/10 (m/m) respectivamente. Cada grupo recebeu o seguinte tratamento:
e Gl-amostras contendo 100ul de solugéo salina 0,9%.
o GlI-amostras contendo 100ul de EV (10 mg/kg de animal).
e Glll-amostras contendo 100pul de PB+EV (1:10 mg/kg de animal

respctivamente).
e GIV-amostras contendo 100pul de PB (1 mg/kg de animal).

4.4 4) Atividade hemorrdgica (NIKAT et al., 1984).
Os animais pesando 30 g cada foram divididos em 3 grupos (n=3):
e GI-50pl de amostra contendo 25 pg de PB.

e GII-50p] de amostra contendo 75ug de EB.

e GIII-50ul de amostra contendo 75ug de PB +EV 1:3 (25ug de PB e 75ug
de EV).

Os animais receberam injegdes intradérmicas dorsais contendo 3 DMI da

pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis e/ou extrato vegetal dissolvidos em NaCl

0.9%. Apos 3 horas os animais previamenle anestesiados com éler de petréleo, eram
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escalpelados ¢ a presenga ou auséncia de halos hemorrdgicos foram observadas

macroscopicamente.

4.4 5) Atividade fibrinogenolitica (OLIVEIRA, 1999).

Previamente [oi preparada uma solugdo estoque contendo 1,5mg de
fibrinogénio dissolvido em 1,0 ml de solugdo salina 0,9%; em 4 tubos de ensaio
contendo 50p] cada desta solugdo, foram adicionados:

1) 5pg de PB (1parte).

2) Mistura contendo PB + EV (1:2,5, respectivamente).

3) Mistura contendo PB + EV (1:5,0, respectivamente).

4) Mistura contendo PB + EV (1:10,0, respectivamente).

A hidrélise enzimatica ocorreu durante 2 horas de incubagdo & 37°C, ap6s os
quais a reagdo foi interrompida por adigdo de 25ul de solugdo STOP (Solugio de

Tris-HCI 0.06M, pH 6.8, glicerol a 10% ¢ azul de bromofenol a 0.1%) e 5pl de B-

mercaptoetanol.
Em seguida, as amostras contendo solugdo STOP e B-mercaptoetanol foram

aquecidas a 100°C em banho-maria por 3 minutos sendo que 10l de cada amostra

foram utilizados para analisar a atividade fibrinogenolitica através de eletroforese

em gel de poliacrilamida a 14%, com agentes desnaturantes, conforme descrito

abaixo:
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4.45.1) PAGE SDS.

Solugdo estoque Gel de separagdo-14% (ul) Gel de empilhamento-5%(jul)
Tris-HCIpH 8,8 1175 -

Tris-HCl pH 6,8 - 168

H,O 2015 1990

Bis-Acrilamida 2920 435

EDTA 625 27

TEMED 75 25

PSA 375 18

O tampdo dos eletrodos foi composto por Tris-HCI 0.1M pH 8.3, EDTA
7.8mM, glicina 0.77 M e SDS 0.3%. A corrida eletroforética foi feita a uma
corrente constante de 20mA por aproximadamente uma hora e trinta minutos ou até
o corante atingir a por¢do final da placa.

Posteriormente, o gel foi corado em Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0.1%
(m/v) dissolvido em agua desionizada: metanol: acido acético glacial (40:50:10 v/v)
e descorados em agua desionizada : etanol : 4cido acético (60:30:10 v/v). Em

seguida o gel foi colocado em solugfio fixadora formada por acido acético a 7% e

seco em papel celolane.

4.4.6) Dosagem de fibrinogénio plasmdtico.

Para esles ensaios camundongos machos com 30 g de peso foram reunidos

em 6 grupos (n=5) como descrito abaixo:
e GA — Solugdo salina 0,9%,.
¢ GB — Solugéo de extrato vegetal (10mg/kg de animal).
o GC — Solugfo de pegonha (1 mg/kg de animal).
e GD — Solugdo contendo PB + EV (1:2,5).
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e GIZ — Solugdo contendo PB + EV (1:5,0).

o GFF — Solugdo contendo PB + EV (1:10).

Todos os animais foram inoculados com 200ul de amostra via IP. Apos 2
horas os animais eram anestesiados com éter de petrdleo, o sangue coletado por
pungdo cardiaca na presenga de anticoagulante (EDTA), centrifugado a 2500 rpm
por 10 minutos. Do plasma obtido de cada animal foi feito um “pool” e o

fibrinogénio dosado por automagio no aparelho Thrombolyzer Compact, do

[aboratorio de Analises Clinicas da FAEPU.

4.4.7) Produgdo de anticorpos.

4 .4.7.1) Hiperimunizagdo de camundongos.

Para este experimento 2 grupos de animais (n=05,30g de peso) foram
utilizados. Os animais receberam 3 doses subcutdneas de uma mistura contendo
pegonha e adjuvante completo de Freund (FCA) v/v ou extrato vegetal na
proporgdo de 1/10 com intervalo de uma semana cada. Os grupos foram divididos

conforme descrito abaixo:

o Gl - 0,6DLsy de PB (Img/kg de animal) mais FCA v/v durante 3 semanas

(1 dose por semana).

o GII - 0,6DLsy de PB (Img/kg de animal) mais FCA v/v mais exirato

vegetal (10 mg/kg de animal) durante 3 semanas (1 dose por semana).

Nas trés semanas seguintes, GI e GII receberam apenas PB e EV nas mesmas
quantidades com dose de reforgo.

Na sétima semana os animais de Gl e GII foram sacrificados o sangue

coletado na presenga, de EDTA por pungfio cardiaca, centrifugado a 2500 rpm ¢ o

plasma obtido submetido a imunodifus3o.
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4.4.7.2) Imunodifusdo.

Foram realizados testes de imunodifuséio segundo a metodologia descrita por
CAMPBELL et al. (1970). Laminas de microscopia foram recobertas com uma
pelicula de agar a 2,5% ¢ em seguida, adicionou-se 3 ml de 4gar a 1,25% formando
uma camada de 2 a 4mm de espessura. Apds a polimerizagdo, o agar foi perfurado
na forma de roseta com auxilio de canudo plastico. Os anticorpos presentes no
plasma dos camundongos imunizados foram diluidos com salina 0,9% até 1/32 e
10ul de cada titulo acrescentado nos pogos laterais. Em seguida 10ul do antigeno

(peconha bruta) a uma concentragéio de 4 mg/ml foi colocado no pogo central.
As laminas foram colocadas em cimara Umida, a temperatura variando entre
4 a 8°C, durante 48 horas para o desenvolvimento dos arcos de precipitagfo. Apds

este periodo as ldminas [oram lavadas com I1,0 desionizada e coradas com

Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,1%.

45) Andlise estatistica dos resultados.
Os resultados apresentados foram submetidos aos testes estatisticos de
Kolmogorov-Smirnov (K-S), Kruskal-Wallis (II) e testes de significAncia da

diferenga entre duas médias de amostragens pequenas (Teste t de Student).
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5) RESULTADOS

5.1) Ensaios de inibicdo dos efeitos bioldgicos causados pela

peconha de Bothrops neuwied| pauloensis.

5.1.1) Atividade fosfolipdsica Az (PLA?).

O efeito neutralizador da atividade PLA; da pegonha de Bothrops neuwiedi

patdoensis foi o primeiro ensaio a ser realizado com o extrato aquoso de Casearia

mariquitensis. Nestes ensaios iniciais, o efeito dos extratos (EV) obtidos foi

analisado tanto imediatamente ap0s ser misturado com a pegonha, como 1 hora

depois de misturado com a pegonha.
Os resultados mostrados na figura 01 evidenciam que a inibi¢do da atividade

PLA; pelos extratos vegetais na proporgdo de 1/10, (m/m) foi praticamente a

mesma; aproximadamente 44% e 39% para extrato de margo e selembro

respectivamente; € 0 critério de incubar por uma hora pegonha e extrato antes da

inoculagdo ndo aumentou O percentual de inibigéo.

A partir dai, todos os demais experimentos de inibi¢do [oram realizados com
exirato do més de margo misturados com a pegonha em proporgdes pré

determinadas ¢ imediatamente analisados.

A atividade PLA; especifica para 0s grupos Glll, GIV, GV e GVI sdo

estatisticamente iguais entre si, m
iferenca altamente signilicativa (p<0,01).

ividade PLA, £ SD (desvios padr3es) para controles

nte 82,3+0,99 U/mg/min., 0,0+0,0

as em relagdo ao grupo Gl (controle positivo),

observa-se uma d
Os valores médios de at

positivo, negativo ¢ testes foram respectivame

U/mg/min., 46,6+0,22 U/mg/min., 45,6£0,57 U/mg/min., 50,8+0,66U/mg/min. e

49,4+0,72 U/mg/min.
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Fig. 01: Inibicdo d i
oariq mariquitensis. . L.

pelo extrato vegetal de Cfmeamfl ’inum(i emulsdo de gema de ovo, 'deso'xwolato de sodio ():03M e
O substrato utl]g:/.’ildo O(s) scidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados

cloreto de calcio 0.6M.

NaOH padrdo 0.1208N, durante 3 minutos de reagdo a temperatura
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5.1.2) Atividade coagulante.

A atividade coagulante foi realizada com 200p1 de plasma bovino citratado a
37°C e 20pg de pegonha, conforme descrito no item 4.4.2. Os testes de inibico
foram realizados com extrato de Casearia mariquitensis na proporgdo de 1:3 e 1:10
(peconha/extrato; m/m), enquanto os controles positivo e negativo, apenas pegonha
¢ extrato respectivamente (Tabela I).

As médias + SD (desvios padries) que aparecerem acompanhadas com letras
iguais ndo apresentam diferengas estatisticas significantes, ao passo que, aquelas

com letras distintas possuem uma dilerenca altamente significativa.

Tab. I: Inibigdo da atividade coagulante sobre o plasma bovino da pegonha de Bothrops |
neuwiedi pauloensis pela presenga do extrato vegetal de Casearia mariquitensis.

Ensaio Tempo médio de coagulagio
(Segundos)
I 40 +0.93 (a) 1
I %
111 46 10.83 (a) i
1V 57 +0.60 (b) £

I'~ controle positivo, (20pg de PB). ]
I - Controle negativo, (200ug de EV). ;.5
I~ PB +EV sem incubar (20pg de PB para 60pg de EV) (1/3),
IV-PB + EV sem incubar (20ug de PB para 200ug de EV) (1/10). ,

*** Auséncia de formagio de codgulo em até 4 minutos de reagio.

Os valores representam a média +SD (n=5).
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5.1.3) Inibicdo da atividade hemorrdgica.

A figura 02 evidencia as lesdcs provocadas por inje¢des intradémicas no
dorso de camundongos pela peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis. A inibigo
da atividade foi realizada utilizando-se 3DMH da peg¢onha e extrato vegetal de
Casearia mariquilensis na propor¢do de 1:3 (m:m). A DMII (dose minima
hemorragica) da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis é de 8.13png. As doses
aplicadas tiveram um volume final completado com salina para 50pul.

As amostras contendo extrato vegetal mais pegonha apresentaram uma
razoavel inibi¢do da atividade hemorragica, em comparagfio com aquela contendo
apenas pegonha. [Foram realizados confroles negativos (exirato vegetal

ressuspendido em salina) e como se pode observar o extrato sozinho néo foi capaz

de induzir nenhum tipo de hemorragia.
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Fig. 02: Inibicio da atividade hemorragica da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis
pela presenga de extrato vegetal de Casearia mariquitensis. |
A) Controle positivo, 25ug de PB. |
B) Controle negativo, 75pug de EV ressuspendido em 50pl de salina. |
C)PB + EV 1:3 sem incubar (25pg de pegonha para 75pg de extrato vegetal).

5.1.4) Incoagulabilidade sanguinea. i

A coagulabilidade do sangue dos animais inoculados com pegonha mais
extrato (GIII) ¢ apenas com pegonha (GIV) foi bastante afetada em relagdo a dos
animais que receberam salina e/ou extrato de Casearia mariquitensis (Gl e GII).
Estes resultados estdo mostrados na figura 03. i

Os tempos médios £ SD (desvios padrdes) de coagulagdo do sangue (em 1
segundos) dos grupos foram respectivamente 63 + 0,50, 65 + 0,12, 120 £ 0,21, 148 i
1 0,40. |
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Fig. 03: Aumento do tempo de coagulagdo espontinea do sangue total de animais
inoculados com pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis pela presenga do extrato vegetal de
Casearia mariquitensis.

GI — Animais inoculados via intraperitoneal apenas com NaCl 0,9% (100ul de salina).

GII — Animais inoculados via intraperitoneal EV ressuspendido em NaCl (0.9%.

GIII — Animais inoculados via intraperitoneal com PB ¢ EV 1:10 (1 parte de PB para 10 partes de
EV).

GIV — Animais inoculados via intraperitoneal apenas com PB (0,6DLs, de PB).

Grupos (n=5 camundongos).
* Aumento estatisticamente significativo (p<0,05) em relagio a GI e GII.

* Diferenca estatisticamente significativa em relagdo a GI, GIl e GIV.
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5.15) Dosagem de fibrinogénio plasmdtico:

A figura 04 mostra as quantidades de fibrinogénio dosadas a partir do plasma
de camundongos 2 horas ap6s a inoculagdo de uma dose de pegonha igual a 1mg/kg
de animal (0,6DLs).

Em relagdo aos grupos GA e GB(controle negativo) podemos observar que
em GC (controle positivo) houve uma queda acentuada na concentragdo de
ﬁbrinogénio plasmatico, mas nos demais grupos testes (GD, GE, GF), esta queda foi

se tornando menos acentuada a medida que a propor¢do de EV/PB aumentou.

—

Quantidade de
fibrinogénio(mg/dl)
o 888 8BR 8

Fig. 04: Inibicdo da atividade desfibrinogenante da pegonha de Bothrops neuwiedi
Pauloensis pelo extrato aquoso de Casearia mariquitensis.

GA: NaCl 0,9%

GB: Extrato Vegetal (10 mg/kg)

GC: Pegonha (1 mg/kg)

GD: Pegonha + Extrato Vegetal (1 2.5
GE: Pegonha + Extrato Vegetal (1:5)
GF: Pegonha + Extrato Vegetal (1:10)

Grupos (n=05 camundongos)
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5.1.6) Atividade fibrinogenolitica.

A fig. 05 mostra o resultado do teste de degradagdo do fibrinogénio bovino
pela pegonha na presenga ou auséncia de extrato vegetal.

Na linha B onde a pegonha € o fibrinogénio foram previamente incubados
por duas horas a 37°C, observamos hidrélise das cadeias Aa. € BB do fibrinogénio.
Quando fibrinogénio, pegonha e extrato em diferentes proporgdes foram
previamente incubados (linhas C, D e E), uma diminuigdo na degradacéo da cadeia
BB foi notada, cuja protecdo € mais eficiente & medida em que se aumenta a

propor¢do de EV em relagdo ao VB.

A B C D E

=

Fig. 05: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de degradagdo da digestdo do fibrinigénio bovino pela pegonha de Bothrops neuwiedi
pauloensis combinada com extrato de Casearia mariquitensis.

A - Fibrinogénio bovino.

B — Fibrinogénio bovino + PB (5pg).

C - Fibrinogénio bovino + PB + EV (1/2,5).
D - Fibrinogénio bovino + PB + EV (1/5,0).
E — Fibrinogénio bovino + PB + EV (1/10).
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5.1.7) Producdio de anticorpos.

5.1.7.1) Hiperimunizagdo dos camundongos.

Durante a imunizagdo dos camundongos do grupo GI (VB + FCA) e grupo
GII (VB +EV +FCA) conforme descrito em malerial € métodos no item 4.4.7.1.
Observamos que nos animais de GI, houve acentuada queda dos pélos dorsais nos

locais da aplicagdo da mistura, enquanto em GlI observamos que nada aconteceu (

fesultados apenas comentados).

5.1.7.2) Imunodifusdo

Os teste de imunodifusfio da pegonha bruta de Bothrops neuwiedi pauloensis
com scus respectivos anticorpos [formaram fortes linhas de precipitagdo
demonstrando que houve uma grande formagio de anticorpos apds o periodo de 6
Semanas da administragdo da primeira dose antigeno (VB) aos camundongos.

A figura 06 apresenta os halos de precipitagdo nos titulos de 1/2, 1/4, 1/8,

/16 e 1/32.
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. Fig.06: Imunodifusio claﬂpeconha bruta com os anticorpos anti-pegonha bruta. A
imunodifusio foi realizada em camara mida, temperatura de 2°C-8°C por 48 horas para o
desenvolvimento dos arcos de precipitagao.

- A) Pogo central: 10pl de PB (4mg/ml); pogos laterais: anticorpos produzidos com
adjuvante, pegonha mais extrato e titulados na ordem de1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32.

~ B) Pogo central: 10ul de PB (4mg/ml); pogos laterais: anticorpos produzidos com pegonha
mais adjuvante e titulados na ordem del/2, 1/4,1/8, 1/16 e 1/32.
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6) DISCUSSAO

O objetivo principal deste trabalho foi testar a eficiéncia inibitéria do extrato
de Casearia mariquitensis frente algumas atividades biologicas ¢ enzimaticas
relevantes da pegonha de BbthrOps neuwiedi pauloensis.

Um dos principais componentes das peconhas de serpentes sfio as enzimas
fosfolipases A, (PLA;), que podem induzir diversos efeitos deletérios como
miotoxicidade, cardiotoxicidade, atuar sobre a agregacdio plaquetaria, hemolise e
induzir edema (GUTIERREZ & LOMONTE, 1995).

Este trabalho iniciou-se testando a atividade fosfolipase A, (PLA,) da
pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis na presen¢a do extralo vegetal de
Casearia mariquitensis usando-se folhas jovens e senescéntes, incubadas ou ndo por
uma hora com pegonha (F'ig. 01).

A Casearia mariquitensis ¢ um arbusto cujo tamanho varja entre 3 e 5
metros de altura sendo que suas folhas caem no outono e brotam novamente com a
chegada das chuvas e primavera. Desta forma podemos afirmar que as folhas
coletadag em sctenﬂbro' eram jovens, enquanto que as coletadas em marg¢o eram “
Senescentes. A inibigdo da atividade fosfolipase A, realizada com folhas jovens e
senescentes foi de 44% e 39% respectivamente. Incubar ou ndo o EV com a
Peconha por uma hora antes de realizar os experimentos, nio apresentoﬁ diferengas
significativas. Desla formapara todos os ensaios posteriores ndo se fez mais
distingdo quanto a idade das folhas ¢ eliminou-se o tempo de incubagio.
KASHIABUCHI (1999) trabalhando com a mesma pegonha ¢ extrato preparado
Com folhas coletadas nos meses de novembro e dezembro, portanto adultas, obteve
proximadamentc 80% de inibigdo da atividade [osfolipase A,. Estes resultados
discrepantes podem estar relacionados com a €poca em que a coleta das folhas foi
realizada,

Segundo MARTINS et al., 1998, a concentragdo de principios ativos ou
lérmacosg contidos em um vegetal varia muito por influéncia do meio ambiente oy
de maneira natural devido a genética da planta. As vezes, tém-se uma menor ou

Major expressdo do gene responsavel pela sintese de um determinado principio
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ativo. Uma vez que a planta apresenta “competéncia” para sintetizar algum tipo de
fArmaco, a concentragio de substdncias ativas pode ser alterada por [fatores
climéticos, eddficos, exposi¢des a microorganismos, insctos, outros herbivoros e
poluentes. Excesso ou deficiéncia destes estimulos externos podem prejudicar a
sintese de algum principio ativo do vegetal.

Um excmpld sio os alcaloides, cuja concentragdo pode variar muito durante
0 ano, podendo em certas épocas, estar restritos somente a determinados 6rgdos
como folhas, raiz e caule.

Nossos resultados indicam que o principio ativo relacionado com a inibi¢éo
de fosfolipases A2 pode ser algum tipo de alcaldide (o qual confere pH alcalino a
planta pela presenga de nitrogénio aminico), pelo fato de o pH do extrato de
Casearia mariquitensis preparado com solugdo salina ser ligeiramente alcalino (pH
71.8).

Ouiro efcito muito evidente no envencnamento botropico ¢ a interferéncia
das diferentes toxinas contidas na peconha sobre o equilibrio hemostatico, que é um
fendmeno fisiologico € dinamico que procura manter o sangue fluido no interior dos
vasos, bem como impedir sua saida para os tecidos vizinhos (VERRASTRO et al.,
1998).

As pegonhas botropicas s30 ricas em enzimas serino-protcases designadas
“thrombin-like”, que apresentam potente efeito coagulante “in vitro” e
anticoagulante “in vivo”, conforme descrito na introdug#o.

Nossos ensaios “in vilro” mostraram que o extrato vegetal de Casearia
mariquitensis na proporgdo de 1/10 (pcgonha /extrato) foi significativamente
eficiente na inibigdo das “thrombin-like”, mas na proporg¢do de 1/3 ndo. Em ambos
0S ensajos notamos o surgimento do coagulo de fibrina como o evento final da
coagulagdo, mas com diferentes consisténcias.

A malha do codgulo de fibrina obtida com a proporgdo de 1/3 era mais grossa
(codgulo mais rigido), enquanto aqucla obtida na propor¢do de 1/10 era menos
densa. Deste modo, imaginamos que a medida que aumenta a propor¢do do EV o

tempo para surgimento do codgulo de fibrina serd também aumentado.
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O extrato de Casearia mariquitensis de alguma maneira atuou sobre as
“thrombin-like” inibindo-as parcialmente ¢ impedindo a rédpida conversdo do
fibrinogénio do plasma bovino em fibrina.

Por outro lado, BORGES (1998) nio conseguiu inibir significativamente a

atividade coagulante da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis com extrato de

Casearia sylvestris folhas ¢ caule, na propor¢do de 1/3 respectivamente.

Os distarbios na cascata de coagulagdo sangiiinea provocados por pegonhas
de serpentes podem ser avaliados por meio de vérios testes laboratoriais, dentre

eles, o tempo de coagulagfo espontinea do sangue total, que torna-se aumentado

quando algum fator responsavel pela coagulagdo estd em deficiéncia.
A incoagulabilidade sangiiinea “in vivo” ftestada em camundongos

inoculados com salina (GI), extrato vegetal (Gll), extrato vegetal mais pegonha

(GIII) ¢ pegonha (GIV) foi inibida significativamente (p<0.05) no grupo teste (GIII

- pegonha mais extrato combinados na proporgio de 1/10). Os tempos de

coagulagio entre grupos tratados com salina e com extrato foram praticamente
iguais, indicando que extrato puro ndo altera o equilibrio hemostdtico; enquanto a
incoagulabilidade do sangue daqueles animais inoculados apenas com pegonha foi
significativamente modificada (Fig. 03).

O evento central da coagulagdo ¢ a conversdo do fibrinogénio solavel, um a
glicoproteina plasmatica (340 kda) formada por (rés distintos pares de cadeias
polipeptidicas (Ao, BB e ), em fibrina insolivel.

[ sabido que a principal causa do aumento no tempo de coagulagdo
espontanea do sangue apos o acidente botropico ¢ devido ao consumo exagerado de
fibrinogénio plasmatico. SANO-MARTINS et al. (1994), numa avaliagdo de 69
pacientes vitimas de picadas por serpentes do género Bothrops, principalmente B.
Jararaca, demonstraram que a incoagulabilidade do sangue total observada
apresentava uma alla associagdo com baixas concentragdes sanguineas de
fibrinogénio.

Nossos resultados (Fig. 04) mostram claramente que a atividade

deSﬁbrinogenanle da pegonha (GC) foi praticamente inibida em 100% quando se
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aumentou proporcionalmente o extrato de Casearia mariquitensis. Para se dosar o
fibrinog~enio circulante, antes foi necessario formar um “pool” com o plasma de

todos os animais do mesmo grupo, o que impossibilitou a aplicagdo de tratamento

estatistico dos resultados obtidos.
Muito recentemente, OLIVEIRA (2001) demonstrou que uma enzima

serinoprotease com atividade semelbante a trombina, isolada da peconha de
Bothrops moojeni ¢ designada por BthTI, ¢ capaz de tornar o sangue incoagulavel,
por depletar totalmente o estoque de fibrinogénio plasmatico; durante 48 horas,
quando injetada via intraperitoneal em doses de Spg.

A agfio proteolitica das pegonhas botropicas, ¢ também muito evidente. Em nossos
experimentos o efeito proteolitico da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis
sobre o fibrinogénio bovino foi analisado por cletroforese em gel de SDS e mostrou
desaparecimento total das cadeias o ¢ § do fibrinogénio, com formagdo de grande
quantidade de produtos de degradagiio (I'ig. 05, linha C). O efeito inibidor do
extrato de Casearia mariquitensis mostrou eficiente na protegdo das cadeias f e y
do fibrinogénioa medida que s¢ aumentou a propor¢do de EV (1/2,5, 1/5,0, 1/10,
linhas C, D ¢ E). A observagdo das bandas correspondentes aos produtos de
degradagiio formados evidencia muito bem este efeito protetor. No entanto o extrato
ndo foi capaz de proteger a degradagio da cadeia o do [ibrinogénio.

BORGES (1998) trabalhando com o extlrato de caule e folhas de Casearia
splvestris também ndo conscguiu inibir a degradagdo das cadeias o e B do
fibrinogénio pela pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis

As fibrinogenases de pegonhas de serpentes podem ser classificadas em 3
distintos grupos de acordo com a especificidade de hidrolise das cadeias do
ﬁbrinogénio, conforme descrito na introdugdo. Recentemente, RODRIGUES et al.
(2000), isolou ¢ caracterizou a neuwicdase, uma fibrinogenase com preferéncia pela
cadeia o do fibrinogénio. A neuwicdasc atua sobre as cadeias o ¢ f do fibrinogénio

em pIH neutro e sobre a cadeia o em pH alcalino, sendo inativada a temperaturas

entre 75°C ¢ 100°C. Portanto a neuwiedase ¢ uma protease termolabil.
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As metaloproteases fibrinogenoliticas e hemorragicas sdo as responsaveis

pelo quadro hemorragico observado em pacientes picados por serpentes, tornando-
S¢ mais intenso devido a agdo indireta da fibrinolise (MURUYAMA et al., 1993),
pela inibicao da agregacdo plaquetaria (desintegrinas) ¢ também pela indugfio a
rombocitopenia (KAMIGUTI et al., 1996).

As hemorragias locais sdo muito comuns em envenenamentos botrdpicos,

devido 3 acdo sobre as paredes dos vasos sanguineos, que perdem sua integridade,

resultando em hemorragia local.

A liberagdo do sangue através endotélio pode ser facilmente experimentada
Por inje¢des intradermicas no dorso de camundongos (KONDO et al., 1960). Esta
230 denominada hemorragica foi ensaiada na presenc¢a do extrato de Casearia
Mariquitensis, que se mostrou bastante efetivo na prote¢do contra a hemorragia
intradermica (Fig, 03).

BORGES ct al. (1998) verificaram que o cxtrato de Casearia sylvestris
ambém mostrou grande eficiéncia protetora da atividade hemorragica de pegonhas
bolrépicas, Outros pesquisadores (MELO et al., 1994) mostraram que o extrato
bruto de Eclipta prostata e sua frago, wedelolactona inibiram significativamente a
hemorragia provocada pela pegonha de Bothrops jararaca.

Talvez o extrato vegetal de Casearia mariquitensis apresente substancias
Quelantes de jons metalicos, ja que metaloprotedses sdo dependentes destes fons
Para dar inicio ao processo de hidrolise (BJARNASON & FOX, 1994).

Neste caso com as fosfolipases A, da pegonha de serpentes sdo calcio
dependemcs, sua inibi¢do poderia se dar pelo mesmo meccanismo, pois estas
thzimas s5q dependentes de fons célcio para se Lornarem ativas.

O extrato aquoso de Casearia mariquitensis se mostrou bastante cficiente ao
NCulralizay parcialmente os principios toxicos da pegonha de Bothrops neuwiedi
.Dauloensis, viabilizando também a produgdo de anticorpos, ja que os cleitos locais

Provocados pela pegonha durante o processo de imunizagdo na presenca do extrato

deSaPareceram.
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Inibicdio da toxicidade e letalidade da pegonha de Bothrops

neuwiedi pauloensis pelo extrato aquoso de Casearia mariguitensis.

As serpentes sio responsaveis por aproximadamente 20000 acidentes anuais, com
mais de 100 mortes, tornando um problema de saiide publica. Os objetivos deste
trabalho foram determinar a toxicidade do extrato vegetal de Casearia
mariquitensis e analisar o efeito deste sobre a toxicidade e letalidade da pegonha de
Bothrops neuwiedi pauloensis. A toxicidade do EV foi testada com diferentes doses
pelas vias oral ¢ intraperitoneal (ip.). Para a toxicidade (via ip.) foram testadas as
doses (0,2 e 1,0 mg de /animal/dia), sendo que apenas a maior alterou
significativamente os elementos figurados do sangue. Ja a toxicidade via oral foi
analisada apenas com uma dose igual a 2,0mg de EV/animal/dia e os elementos
figurados do sangue ndo sofreram nenhuma alteragfo significativa. As plaquetas em
nenhuma das condigdes se alterou. A toxicidade do EV também foi testada a partir
da administragio de uma anica dose (50, 100 e 200 mg/kg de peso de animal);
sendo que apenas a maior, (200 mg/kg de peso de animal), foi capaz de induzir
sinais de toxicidade.

Inicialinente, foram aplicados nos camundongos (via ip.) 0,6DLsy de pegonha (1DL
s0 € igual a 1,66mg/kg de peso de animal). Camundongos (n=5) foram distribuidos
€m grupos controle positivo (somente pegonha), somente salina (branco), controle
legativo (somente extrato vegetal) . O grupo teste recebeu PB -+ EV na proporgio
de 1/10 respectivamente. A mistura foi imediatamente administrada e as alteragdes
hematolégicas observadas por hemograma completo de cada animal 6 horas depois
da inoculagdo. Em relagdio ao grupo controle positivo, observamos no grupo teste

Uma inibigio significativa (p<0,05) da toxicidade da pegonha, por anilise dos



68

clementos figurados do sangue; excegdo para as plaquetas. Em outro ensaio de
toxicidade, os camundongos foram tratados (via ip.) com a mesma massa de extrato
vegetal do experimento anterior durante 6 dias; em seguida foram envenenados com
0,6DLs, de peconha. Nestas condigdes, ndio houve inibigdo significativa dos efeitos
toxicos provocados pela pegonha. Na letalidade, houve inibi¢lio estatisticamente
significativa quando pegonha e extrato foram combinados na proporgdo de 1/10 e
imediatamente aplicados e também quando os camundongos foram pré-tratados via
ip.com pequenas doses diarias de extrato durante 6 dias e a seguir envenenados.
Para 0s ensaios em que o extrato vegetal foi administrado via oral, ndo houve
inibigo independentemente da dose utilizada. Nos experimentos de letalidade
foram aplicados sempre 3 DLsg. Conclui-se que o extrato de Casearia mariquitensis

¢ pouco téxico e capaz de neutralizar os efeitos toxicos da pegonha de Bothrops

nemwiedi pauloensis nas condigdes ensaiadas.

A0 &Py e
GV Sy IR AL A
D A 1) .

The snake are responsible by aproximately 20000 accidents yerarly, with most of
100 death, make one problem of health public. The objectives these work were
determine the toxicity of extract vegetable (EV) of Casearia mariquitensis and
dnalyze the your effect on toxicity and letality of venom of Bothrops neuwiedi
Pauloensis, The toxicity of EV was tested with different dose for route oral and ip.
For the toxicity (IP.) were tested doses (0,2 and 1,0mg/animal/day) and only the
bigger change statistically the elementes of blood. The toxicity route oral was
malysed with once dose equal 2,0mg of EV/animal/day not caused alteration
Significative. The platetas never undergo alterations. The toxicity of EV was tested
0o for administration of one sole dose (50, 100 and 200 mg/kg of weight of animal)
and only (he bigger was capable of induce indication of toxicity. Initiality, were
“Pplication in mouses ( route ip.) 0,6DLso of venom (1DLsy = 1,66mg/ hg of
animal). Mouses (n=5) were distribute in groups positive control (only venom),

only saline (white) and negtive control (only EV). The group test receive PB + EV
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in proportion of 1/10 respectivety. The mixture was immediately administrated and
the alterations hematologic observed for hemograme complete of same animal 6
hour after of inoculation. Was observed in group test one inhibition significative of
toxicity of venom (p<0,05), when was compareted with the positive control, except
for platetas. In other essay of toxicity, the mouses were terated (route ip) with the
same mass of extract vegetable of experiment former during 6 days; following were
intoxicate with 0,6DLsy of venom. With the conditions, not was inhibition
significative of effects of venoms. In letality, was inhibition sinificative when
venom and extract were combined in proportion of 1/10 and immediately applycad,
and too when mouses were inoculated (route ip) with the short dose of extract for
day during 6 days. For essays with extract applycad route oral, never wasnt
inhibition of letality. The experments of letality were applicad 3 DLs, of venom.
The conclusion was the extract of Casearia mariquitensis is litle toxic and capable

of neutralized the effects toxics of venom of Bothrops neuwiedi pauloensis in

Conditions experimental.




R A s iy

70

As pegonhas de serpentes sdo constituidas por uma grande quantidade de
profeinas toxicas, sendo que algumas delas sio altamente letais (DALMORA et al.,
1992) e ainda podem provocar distirbios no sistema hematoldgico; e o hemograma
em ultima analise representa o meio mais direto e pratico de se estudar os elementos

figurados do sangue periférico: as heméceas, os leucocitos e as plaquetas (MOURA

etal, 1994).
Investigagdes clinicas (presenga de febre) e laboratoriais (neutrofilia,

leucocitose, monocitose e etc) tem mostrado que cada género de serpente induz um
tipico quadro de envenenamento (ROSENFELD et al.,1960; KELEN et al., 1960;
COSTA et al., 1989; AZEVEDO-MARQUES et al, 1990 ¢ GILLISSEN et al.,
1994),

Assim como existem envenenamentos tipicos, existem também variagdes na
letalidade das pegonhas, sendo que esta pode variar de acordo com o género e
espécie da serpente (HOMSI-BRANDEBURGO, 1987; FURTADO et al.,, 1991;
BORGES, 1998 ¢ RODRIGUES et al., 2000).

Os envenenamentos provenientes de picadas de serpentes, frequentemente
sd0 tratados por administragdo endovenosa de antisoros produzidos a partir de um
processo de imunizagdo em cavalos, portanto o sucesso desta terapia estd
relacionado com tempo em que a vitima tem acesso ao atendimento médico, ja que
as injirias locais se instalam rapidamente apés a picada e sdo de dificil reversio.

A cura para diversos males estd relacionada com principios
Ihrmacologicamente ativos de plantas ditas medicinais, e estes potenciais
lerapéuticos tem sido testados também no tratameﬁto de acidentes ofidicos
(MARTZ et al., 1992; MELO et al., 1994; PACHECO et al., 1995; BORGES et al,,
2000).

Com base nas informagdes citadas anteriormente, este trabalho avalia o
Potencial antiofidico do extrato aquoso da Casearia mariquilensis (limdozinho) em

relagdo 3 pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis (jararaca pintada).



71

Este trabalho teve como objetivos avaliar a toxicidade do extrato aquoso de
Casearia mariguitensis e sua capacidade de inibir ou neutralizar as alteragGes

hematol(’)gicas e letalidade causados pela pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis

(jararaca pintada).

3.1) Peconha bruta:
A pegonha bruta da serpente Bothrops neuwiedi pauloensis utilizada neste

trabalho foi adquirida junto a Pentapharm do Brasil, dessecada a vicuo a

temperatura ambiente e posteriormente estocada a - 20° C.

3.2) Folhas de Casearia mariguifensis.

As folhas de Casearia mariquitensis utilizadas foram coletadas as margens
do Rio Araguari na regifio de Uberlandia — MG, onde a espécie se desenvolve de
forma espontdnea. Nestas regides a planta ndo recebe nenhum cuidado especial no
que se refere ao suprimento de nutrientes. As coletas eram realizadas pela tarde na
auséncia de chuvas. A identificagiio taxonomica da planta foi feita pelo Professor
Glein Monteiro de Araiijo do Instituto de Biologia da Universidade Federal de

Uberlandia, utilizando-se o método classico de observagdio dos caracteres

morfoldgicos em microscopio.



;\, S

-

72

3.3) Animais:
Para os testes “in vivo” foram utilizados camundongos machos pesando (25-
32g) da raga Swiss, fornecidos pela Pentapharm do Brasil e mantidos no biotério do

Laboratorio de Bioquimica de Proteinas e Produtos Naturais com dgua e alimento a

vontade.

3.4) Reagentes:

Fibrinogénio bovino, B mercaptoetanol, Tris-HCI, glicerol, azul de
bromofenol, glicina EDTA, acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, SDS, coomassie
brilliant blue R-250, trizma, fucsina basica, persulfato de aménio e agarose, todos

da Sigma Chem. Co. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.5) Equipamentos:

Centrifuga, espectrofotdmetro, banho-maria, pHmetro, liofilizador, cuba para

eletroforese, multiprocessador, agitador magnético e balanga de precisdo.

4.1) Preparagdo da amostra de pegonha.

As amostras de pegonha foram preparadas momentos antes do uso, evitando
assim perdas de atividade. Aproximadamente 5 mg de pegonha bruta eram pesadas
¢ dissolvidas em 250 pl de NaCl 0.9%, centrifugados a 10000 rpm durante 7
minutos, e o sobrenadante separado. Este procedimento foi repetido por mais duas

vezes, adicionando sempre o sobrenadante obtido a aquele primeiro.
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4.2) Dosagem de proteinas (Itzhaki & Gill, 1964).

Para a quantificagdio das proteinas presentes nas amostras obtidas, solu¢des
contendo 0.1 a 2.0 mg de proteinas foram submetidas & dosagem pelo método do
microbiureto. A soroalbumina bovina foi utilizada para estimar a reta padrdo. As
amostras de proteinas foram completadas para um volume de 1.0 ml com agua
desionizada, aos quais se acrescentou 500 ul de R; ou R,. Em seguida a leitura foi
realizada em espectrofotdometro (SPEKOL) a 310 nm contra um branco sem
proteina. Os reagentes Ry e R, s@o constituidos respectivamente por 0.21% de

CuS0,.5 H,0 dissolvido em NaOH 30.4%, enquanto R, é formado por uma solugéo

de NaOH 30%.
4.3) Preparo dos extratos vegetais (BORGES et al., 1998).

As folhas foram lavadas e trituradas com H,0O desionizada em
Multiprocessador por 15 minutos e filtradas em filtro comun. O filtrado foi
Centrifugado a 30000g por 20 minutos em centrifuga Himac CRy;, o sobrenadante

foi liofilizado e armazenado a -20°C. No momento do experimento o extrato era

Pesado e dissolvido em NaCl 0.9%.

4.4) Alteragdes hematoldgicas.
Nos ensaios de toxicidade a partir do sangue dos animais, a coleta foi feita

Pelo plexo ocular com capilar estéril contendo EDTA, ou por pungio cardiaca com

SCtinga de insulina umedecida com EDTA.
A seguir, o sangue de cada animal era homogeneizado durante 10 minutos e

© hemograma lido no aparelho Coulter T — 890, do Laboratério de Anélises Clinicas

da FAEPY.
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4.4.1) AlteragBes hematoldgicas induzidas pela pegonha de
Bothrops neuwieds pauloensis.

Para a realizagio deste experimento era necessario que oS animais

recebessem uma dose de pegonha que fosse toxica, porém ndo letal.

Um unico grupo de camundongos (n=5), parcialmente anestesiados com éter
sulfurico teve o sangue coletado na presenga de anticoagulante (EDTA) pelo plexo
ocular para a analise de hemograma completo como descrito acima. Apds a coleta
0s olhos dos animais eram lavados com agua boricada para tornar o ambiente
asséptico.

O sangue de cada animal foi homogeneizado e os respectivos hemogramas
realizados. 24 horas depois estes animais foram inoculados via ip. com 0.6 DLs; da
peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis; a seguir nos intervalos de tempos iguais
46, 12, 24 ¢ 48 horas ap6s a aplicagiio da pegonha bruta, o sangue de cada animal
era coletado e o hemograma completo analisado, como citado acima.

O termo DLs, significa a menor dose capaz de matar 50% dos animais
experimentais. Segundo (BORGES, 1998) a DL s, para a pegonha de Bothrops

heuwiedi pauloensis é de 1.66 mg/ kg de animal.

44.2) TInibicdo das alteragdes hematoldgicas induzidas
Peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis pelo extrato aquoso
de Casearia mariguitensis quando combinados antes da
aplicacdo.

Animais que receberam uma dose tnica contendo 100pu] de amostra via ip.,
foram divididos em 4 grupos (n=5) como especificado abaixo:

* GI: 100wl de salina 0,9%.

° GII: 100ul de EV (10mg/kg de animal).
* GlII: 100l de PB + EV (Img/kg : 10mg/kg de animal).
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o GIV: 100u! de PB (1mg/kg de animal).

Apos 6 horas da administragdo, os animais eram anestesiados com éter de
petrdleo, o sangue coletado por pungdo cardiaca na presenga de anticoagulante,

homogeneizado ¢ em seguida os hemogramas realizados conforme o jtem 4.4,

44.3) Inibigdo das alteragdes hematolégicas induzidas
Pegonha de Bothrops neuwiedr pauloensis pelo pré-tratamento

via intraperitoneal com extrato vegetal de cCasearia

marigurtensis.

Para este experimento os animais foram subdivididos em 3 grupos (n=5,
25p), previamente tratados com 6 doses 100ul de extrato vegetal e/ou salina 0,9%
ip., em intervalos de tempo iguais a 24 horas para cada dose. 40 minutos apos a
aplicagio da Gltima dose, os animais dos grupos Gl e GIII foram inoculados com
100l de uma solugiio de pegonha bruta. O grupo Gl recebeu apenas solugio salina
0,9% (controle).

Cada grupo recebeu o pré-tratamento diario abaixo:

* Gl: Solugdo salina 0,9%.

* Gll: 0,2mg de EV.

o GIII: Solugdo salina 0,9%.
Apbs 6 horas os animais foram sacrificados, o sangue de cada animal foi

Tetirado por pungdo cardiaca, homogeneizado e os hemogramas lidos seguindo o

item 4.4,
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4.5) Ensaios de inibigdo de letalidade da peconha.

4.5.1) Apés combinar pegonha bruta e extrato vegetal,

Estes experimentos foram realizados com 3 grupos de camundongos (n=5,
30g) como mostrado abaixo:

* Gl - 3DLs de pegonha bruta =lparte (5mg/kg de peso de animal).

* GlI - PB + EV na proporgio de 1:10 (5mg : 50mg/kg de peso de animal).

e GIII - EV (50mg/kg de animal).

Em cada animal administrou-se 100pl de amostra (extrato e/ou pegonha)
pelaviaip. e o tempo de sobrevivéncia dos animais de cada grupo cronometrado. A
seguir o tempo médio de sobrevivéncia de cada grupo era determinado e

Comparado. Os animais foram observados por um periodo de 24 horas,

4.5.2) Apés pré-tratamento com exirato vegetal.

4.5.2.1) Via oral.

Para este experimento 5 grupos de animais (n=>5, 30g) pré-tratados via oral
com 100yl diferentes doses de extrato vegetal. Cada animal recebeu 6 vezes a
lesma dose de extrato vegetal em intervalos de 24 horas; 40 minutos depois da

tltima dose cada animal recebeu 3DLsy de pegonha bruta via ip..0s grupos foram

assim constituidos:
* GI: 6 doses de salina 0,9%, em intervalos de 24 horas cada e envenenados

com 3DLs, de pegonha 40°, ap6s a ultima dose.

e GlI: 6 doses de EV (0,2mg) em intervalos de 24 horas cada e envenenados

com 3DLs, de pegonha 40’ap6s a tltima dose.
o GIII: 6 doses de EV (0,5mg) em intervalos de 24 horas cada e

envenenados com 3DLsy de pegonha 40’ap6s a Gltima dose.
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* GIV: 6 doses de EV (1,0mg) em intervalos de 24 horas cada e

envenenados com 3DLs, de pegonha 40°ap6s a ultima dose.

* GV: 6 doses de EV (2,0mg) em intervalos de 24 horas cada e envenenados

com 3DLs, de pegconha 40’apds a ultima dose.

A seguir o tempo médio de sobrevivéncia dos animais de cada grupo era

determinado e comparado. Os animais foram observados por um periodo de 24

horas,

4.5.2.2) Via intraperitoneal.

Estes experimentos foram realizados exatamente com descrito no item 4.5.2,

Cxcetuando-se a via de inoculagdo do extrato vegetal, que neste caso foi

lraperitoneal.

4.6) Determinaglo da foxicidade do extrato de Casearsa
mariguitensis por via intraperitoneal.

A determinacgio da toxicidade do extrato aquoso de Casearia mariquitensis

POr via intraperitoneal foi investigada de duas formas:

A) Por aplicag@o de doses consecutivas:

Neste ensaio os animais foram divididos em dois grupos cada; um grupo (n =

{2) recebia 0.2mg/animal/dia, o outro (n = I5) recebia lmg/animal/dia de extrato

vegetal, conforme descrito abaixo:
* GI: 0,2mg de EV/animal/dia.
* GlI: 1,0 ng de EV/animal/dia.

Inicialmente, 2 animais de cada grupo eram sacrificados e o sangue coletado
Por puncio cardiaca, homogeneizado e os hemogramas realizados; conforme
descrito no item 4.4. Em seguida os demais animais restantes de cada grupo foram

Moculados com extrato vegetal por via intraperitoneal, como especificado acima.
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Apbés 24 horas mais dois animais eram sacrificados, o sangue coletado,
homogeneizado e os hemogramas realizados; seguindo a mesma metodologia. Dai

por diante os procedimentos foram o0s mesmos aié se extinguirem os animais do

grupo 1 e restarem 3 animais do grupo 111.

B) Por aplicagdo de uma tnica dose:

Para este experimento os animas machos eram distribuidos em 3 grupos

(n=12; 30g) que receberam 1,5, 3,0, 6,0 mg de extrato vegetal pela via

intraperitonea], respectivamente.
As alteragdes fisicas, comportamentais e obitos foram observados durante 14

dias,

4.7) Determinagdo da toxicidade do extrato vegetal por via
oral,

Em um grupo de animais (n=12; 30g), foi administrado via oral 200ul de
uma solugdo contendo extrato vegetal e salina 0,9%, conforme descrito abaixo:

o GI: Solugdo salina 0,9% + 2mg de EV/animal/dia.

Inicialmente, 2 animais eram anestesiados com éter de petréleo, o sangue

coletado por pungdio cardiaca, homogeneizado e os hemogramas realizados;

conforme descrito no item 4.4.
Aos 10 animais restantes administrou-se extrato vegetal, via oral, Apés 24
horas, mais dois animais eram sacrificados, o sangue coletado, homogeneizado e os

hemOgramas realizados; seguindo a mesma metodologia. Dai por diante os

Procedimentos foram os mesmos até se extinguirem os animais do grupo.



4.8) Andlise estatistica dos resultados.

Os resultados apresentados foram submetidos aos testes estatisticos de
Kolmogorov-Smirnov (K-S), Kruskal-Wallis (H) e testes de significAncia da diferenga

entre duas médias de amostragens pequenas (Teste t de Student).
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5.1) Alteracdes hematolégicas.

5.1.1) Alteracdes hematoldgicas induzidas pela pegonha de
Bothrops neuwiedi pauloenss.

A tabela I apresenta as alteragdes hematologicas observadas apos imoculagdo

via intraperitoneal de 0,6DLs, da peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis em

diferentes intervalos de tempo.
Podemos observar que a toxicidade da pegonha sobre os principais elementos

figurados do sangue foi mais evidente 6 horas apés a sua inoculag@o.

Tab. I: Alteragdes hematologicas causadas pela pegonha de Bothrops neuwiedi

pauloensis em fungdo do tempo.

" Elementos do Tempo
sangue (horas)*
0 12 24 48

Leucocitos 881059 64049 62+085 7.7+0.9  8.540.69

(10’ /mm’de sangue) - i
Hemdceas  8.33+038 4264067 606:028 673:0.69 7.04+059

(10°mm’de sangue) e
13.840.3 784015 0.8:042 11.5:0.19 12.10.99

Hemoglobina

(g/d) .
Hematocrito 45:14 239412 3213 371102 40£03
Plaquetas  868:15 | 8216 | 219510 869421 894123

(10°/mm’de sangue)

* Estes resultados se referem as médias e desvios padrdes de 5 animais analisados.
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5.1.2) Inibicdo das alteracdes hematoldgicas induzidas pegonha
de Bofrhops neuwiedi pauloensis pelo extrato aquoso de

Casearia mariguitensis quando combinados antes da aplicagdo.

A tabela Il apresenta alteragdes hematologicas em camundongos apos
receberem salina 0,9% (Gl), salina 0,9% mais extrato vegetal (GII), pegonha.mais
Cxlrato vegetal na proporgdo de 1/10; m/m (Glil) e somente pe¢onha (GIV),
conforme descrito em material e métodos no item 4.5 4.

Observamos que os indices hemantimétricos dos grupos Gl e GII nido
diferiram. Ja para o grupo GIV, notamos uma acentuada injiria nas hemdceas,
hfbmoglobina,, hematécrito e plaquetas. Enquanto o grupo teste (GllI), poucas

alteragses hematologicas foram observadas, excegio para as plaquetas, cujo

predominio foj plaquetopenia. Em nenhum grupo (GI, GII, GIII e GlV) foi

observado variagio quantitativa nos leucocitos.
Estatisticamente, os valores absolutos de todos os elementos figurados do

sangue dos animais dos grupos Gl e Gl (controles negativos) nio diferem. J4 para o
grupo teste (Glll) e controle positivo (GIV) a diferenga absoluta entre hemaceas,

hemoglobina e hematocrito é significativa (p<0,05). A variagdo na quantidade de

Plaquetas entre GI11 e G1V ndo foi significativa.
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Tab. II: Inibigdo das alteragdes hematoldgicas de animais inoculados com peconha de
Bothrops neuwiedi pauloensis pelo extrato vegetal de Casearia mariquifensis.

‘Elementos do sangue Grupos (n=5)
GI* GII* GIIT* GIV*
Leucoécitos 8,1+0.46 7,3+1,0 9,240,98 7,8+0,15
(10*/mm’de sangue)
Hemaceas 8,20+0,68 7,9410,33 7,6240.73 5,6740,12
(10°/mm®de sangue)
Hemoglobina (g/dl)  13,4+40,08 13,240,56 13,040,53 9,62+0,80
Hematécrito 44 840,16 41,940,72 40,3+0,50 30,8+1,02
(%)
Plaquetas 1013124 1002+14 280423 156+8
(10*/mm*de sangue)

* Médias de trés ensaios e seus respectivos desvios padrdes.

Tab. II: Inibi¢io das alteragdes hematologicas de animais inoculados com pegonha de
Bothrops neuwiedi pauloensis pelo extrato vegetal de Casearia mariquitensis.
GI ~ Animais inoculados via intraperitoneal com 100pl de salina.
GII - Animais inoculados via intraperitoneal com EV.
GIII -Animais inoculados via intraperitoneal com PB + EV 1:10.

GIV - Animais inoculados via intraperitoneal com PB (0.6 DLsy).

* Diferenca estatisticamente significante (p<0,05), relagdo aos demais grupos.

9.1.3) Inibicdo das alteragdes hematoldgicas induzidas peconha
de Botrhops neuwredi pauloensis pelo pré-tratamento via

i htraperitoneal com extrato vegetal de Casearia mariguitensis.
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A tabela 1l apresenta os resultados dos hemogramas de camundongos
submetidos a pré-tratamento didrio durante 6 dias via intraperitoneal com salina
0,9% (Gl - controle negativo), com 0,2mg de EV/animal/dia (GIl - grupo teste) e
com salina 0,9% (GIII — controle positivo), conforme descrito na metodologia.

Em relagdo aos grupos controle (Gl e GIII) observamos que houve uma
discreta prolegio em hemaceas, hemoglobina, e hematocrito; os leucdcitos

Manteram-se inalterados.
As plaquetas dos grupos Gl e GlII em relagdo a Gl sofreram acentuada

p]aquetopenia.

Tab. III: Hemogramas de animais pré — tratados durante 6 dias com extrato vegetal de
Casearia mariquitensis de inoculados via intraperitoneal respectivamente com 0,6 DLy, da pegonha

de Bothrops newwiedi pauloensis.

‘\Eluementos do Grupos (n=5)
sangue

- GI* GlI* GIII*
Leucécitos’ 8,120,76 6,9+0,89 8,540,71
Hemgceas? 8,69+0,74 6,79+0,37 5,19+0,58
Hemoglobina® 14,8+0,85 11,24+0,96 9,040,86
Hematoerito? 47,4+0,56 34,040,91 28.3+0,75
Plaquetas® 812+18 23947 23149

* Médias e desvios padrdes referentes a 5 animais.
1- Contagem expressa em 10°/mm” de sangue.

2 - Contagem expressa em 10°/mm” de sangue.

3 — Contagem expressa em g/dl.

4 — Contagem expressa em %.

5 - Contagem expressa em | 0°/mm’ de sangue.

GI .- Animais pré-tratados via intrtaperitoneal com 5 doses de salina 0,9% (100p/animal/dia) e

inOculados apds 40” da ultima dose com 100ul de salina 0,9%.
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GII - Animais pré-tratados via intrtaperitoneal com 5 doses de EV (0,2mg/animal/dia) e inoculados

apos 40’ da ultima dose com 0,6DL;s, de PB.
GIII - Animais pré-tratados via intrtaperitoneal com 5 doses de salina 0,9% (100p/animal/dia) e

inoculados apos 40’ da tltima dose com 0,6DLso de PB.

Os resultados ndio foram estatisticamente significativos (teste t de Student) (p>0.05).

5.2) Ensaios de inibicdo da letalidade da pegonha.

5.2.1) Apés corhbi nar pegonha bruta e extrato vegetal.

A inibigio da letalidade foi baseada na DLs (dose letal 50%) da pegonha de

Bothrops newwiedi pauloensis determinada como 1.66mg/kg de camundongo

(resultados ndo apresentados).
A letalidade e o tempo médio de sobrevivéncia para os animais de cada

grupo foram anotados e estio apresentados na figura 01. Foi observado que para o
grupo Gl (controle positivo — 5mg de pegonha/ kg de animal) houve 100% de
lelalidade, e o tempo médio de sobrevivéncia foi 151°, enquanto para GHI (controle
legativo — 50mg de extrato vegetal’kg de animal) foi observado 100% de
Sobreviventes. Ja grupo teste Gll (animais que receberam via intraperitoneal PB/EV
ha proporgdo 5mg/kg de animal para 50mg/kg de animal), houve 60% de letalidade,
Cujo tempo médio de sobrevivéncia foi de 687’

A sobrevivéncia dos animais foi observada por um periodo de 24 horas. Cabe ainda
tessaltar que os 40% de sobreviventes do grupo Gll e os 100% de sobreviventes do
grupo GIIl foram mantidos no biotério recebendo agua e alimentagfio a vontade
durante § (ias. Neste intervalo de tempo que antecedeu o sacrificio, os

sobreviventes ganharam bastante peso ¢ ndo manifestaram nenhum efeito colateral.
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Fig. 01: Aumento na expectativa de vida de camundongos apés receberem 5 mg de PB/kg de
animal combinadas com 50 mg de EV/kg de animal.
GI - Animais inoculados com 3DLs, de pegonha (controle positivo).
GII - Animais inoculados com PB + EV (1:10).
GIII - Animais inoculados com EV (controle negativo).

Grupos (n =5 camundongos).

*Aumento estatisticamente significativo em relagdo a GI (p<0,05).

5.2.2) Apés pré-tratamento com extrato vegetal.

5.2.2.1) Via oral.

A figura 02 abaixo apresenta os tempos médios de sobrevivéncia dos animais
de cada grupo apos receberem via oral extrato vegetal de Casearia mariquitensis

por um periodo de 6 dias, seguido de envenenamento com 3DLs, de peconha

conforme descrito no item 4.5.2.1.
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Podemos observar que o pré-tratamento via oral ndo favoreceu aumento

significativo no tempo médio de sobrevivéncia dos amimais dos grupos GII, GlII,

GIV e GV, em relagdo ao grupo GI (controle positivo).
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Fig. 02: Inibigdo da letalidade da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis pelo pré-
tratamento via oral com extrato de Casearia mariquifensis.
GI - Animais pré — tratados via oral com 6 doses de salina 0,9% em intervalos de 24 horas. Apos
40’ da ltima dose, foram inoculados via intraperitoneal com 3DLso de PB (controle positivo).
GII - Animais pré — tratados via oral com 6 doses de EV (0,2 mg/animal/dia) em intervalos de 24

horas. Apés 40” da ultima dose, foram inoculados via intraperitoneal com 3DLs, de PB (controle

Positivo).
’ Gl - Animais pré — tratados via oral durante 6 doses de EV (0,5 mg/animal/dia) em intervalos de

24 horas. Ap6s 40’ da altima dose, foram inoculados via intraperitoneal com 3 DLs, de PB.

GIV — Animais pré — tratados via oral durante 6 doses EV (1,0mg/animal/dia) em intervalos de 24
horas. Apés 40 da wltima dose, foram e inoculados via intraperitoneal com 3 DLs, de PB.

GV — Animais pré — tratados via oral durante 6 doses de EV (2,0mg/animal/dia) em intervalos de

24 horas. Apos 40° da wltima dose, foram inoculados via intraperitoneal com 3 DLsy de PB.

Grupos (n=5camundongos).
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5.2.2.2) Via intraperitoneal.

A figura 03 abaixo apresenta tempos médios de sobrevivéncia dos
camundongos de cada grupo apos receberem pré-tratamento via intraperitoneal com
doses diarias de extrato vegetal iguais a 0,2, 0,5 1,0, 2,0 mg/animal/dia conforme

descrito em material métodos; item 4.5.2.2.
Observamos que somente o grupo de animais pré-tratados com a menor dose
de extrato (0,2mg/animal/dia) apresentaram aumento satisfatério no tempo de

sobrevivéncia. 20% destes animais resistiram a aplicagdo de 3DLs, de pegonha por

um periodo de uma semana.

Fig. 03: Inibigdo da letalidade da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis pelo pré —
tratamento via intraperitoneal com extrato de Casearia mariquitensis.

GI - Animais pré — tratados durante 6 dias com 100p1 de salina e inoculados via intraperitoneal,

respectivamente com 3DLs, de PB (controle positivo).

GII - Animais pré — tratados durante 6 dias com EV( 0,2 mg/animal/dia) e inoculados via

intraperitoneal respectivamente com 3 DLso de PB.
GIII - Animais pré — tratados durante 6 dias com EV( 0,5 mg/animal/dia) e inoculados via
intraperitoneal respectivamente com 3 DLso de PB.

GIV - Animais pré — tratados durante 6 dias com EV( 1,0mg/animal/dia) e inoculados via

intraperitoneal respectivamente com 3 DLs, de PB.

GV - Animais pré — tratados durante 6 dias com EV( 2,0mg/animal/dia) e inoculados via

intraperitoneal respectivamente com 3 DLso de PB.

*Aumento estatisticamente significativo (p<0,05).
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Em fun¢do dos 6timos resultados obtidos no experimento anterior, repetimos

os ensaios apenas com os grupos GI (controle positivo) e GII (grupo teste)

respeitando as mesmas condig¢des.
A figura 04 mostra que novamente 20% dos animais sobreviveram durante o

mesmo tempo de observagdo, confirmando os resultados ja obtidos.

% de
sobreviventes

Fig. 04: Porcentagem de animais sobreviventes apos pré-tratamento com extrato de
Casearig mariquitensis e em seguida inoculados com pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis.

GI - Animais pré — tratados com salina e inoculados via intraperitoneal respectivamente com

3DLs) da peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis (controle positivo).

GII - Animais pré — tratados com EV (0,2mg/animal/dia) e inoculados via intraperitoneal
Tespectivamente com 3DLs, de PB.
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53) Determinacdo da toxicidade do extrato de Casearia

mariqurtensis
5.3.1) via intraperitoneal.

A) Por aplicagio de doses consecutivas,

A tabela IV abaixo apresenta os resultados obtidos quando se analisou a
toxicidade do extrato vegetal de Cascaria mariquitensis, apos inocular em 5
repetidas doses contendo 0,2 mg de EV/dia em cada animal do grupo 1, como
descrito em material ¢ métodos (item 4.6 (A))

Podemos observar que esta baixa de extrato vegetal nfio causou maiores
alteragdes hematoldgicas nos animais testados mesmo apds a aplicacio da Gltima

dose.

Tab. 1V: Hemogramas dos animais do grupo I que receberam via intraperitoneal 0,2 mg
de extrato vegetal de Casearia mariquitensis/dia, durante 6 dias.

T ——

empo Elementos  do sangue*

(horas) Leucocitos' Hemaceas” Hemoglobina® Hematocrito’ Plaquel'as5

0 891042 829+0.15 133084 440041 907410

24 85+028 883016 13,08070  460+056 876428
48 864020 8104016 13,14028 4244029  826:14
72 761028 831076  13,6£070  44,0+096 9] 0418
9 784042  8,18£0,76 12,84098  40.8+068  816+I13
120 794050  8,07£0,83 1294097 3914028  813+10

*Médias e desvios padrdes referentes a 2 animais.
1 - Contagem expressa em 10”/mm’ de sangue.
2 — Contagemn expressa em 10%mm’ de sangue.

3 - Contagem expressa em g/dl.

4 — Contagem expressa em %. 3
3 :
5 — Contagem expressa em 10°/mm” de sangue.
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Para os animais do grupo II que receberam doses de extrato iguais a

1,0mg/animal/dia como os do grupo anterior, estes resultados estdo apresentados na

tabela V a seguir.

Observamos que os indices analisados sofreram uma redugdo

estatisticamente significativa (teste t) a partir de um determinado dia; conforme os
resultados apresentados em cor azul (tabela V). A unica excegdo foi as plaquetas,
que ndo sofreram alteragdes quantitativas. Apos 120 horas foi realizado hemograma

dos 3 animais restantes que tiveram a administragdo de extrato suspensa e uma

reestabilizacdo do sistema hematologico foi mostrada (Tab. V).

Tab. V: Hemogramas de animais inoculados via intraperitoneal com (1,0 mg/animal/dia)
de extrato vegetal de Casearia mariquitensis durante 6 dias.

Elementos do sangue*

“_Tempo

(horas)  Leucécitos' Hemaceas” Hemoglobina® Hematocrito' Plaquetas®

0 8,8+0,14 8,050,26 13,8+0,42  43,0+0,27  868+13
24 8.0+41,50 7,5140,11 11,9+0,84  39,1+1,40  788+14
48 524077 7314064 12,040,27  41,0£0,80  848+12
72 534013 7,27+0,51 10,7£0,84  38,0+0,50 812420
96 584021 7,504021 11,240,83 42,0026 80447
120 544013 6,15£042  10,6£0,97  33,0£0,20 820421
240 754030 7,7240,49 12,7#0,17  42,120,52 872415

*Médias e desvios padroes referentes a 2 animais.

1 — Contagem expressa em 10°/mm’ de sangue.

2 — Contagem expressa em 10%/mm” de sangue.

3 — Contagem expressa em g/dl.

4 — Contagem expressa em %.

5 — Contagem expressa em 10°/mm’ de sangue.

= Diferenca estatisticamente significativa (p<0.05) (teste t).
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B) Por aplicagdo de uma tnica dose.

A tabela VI contém os principais sintomas de intoxicagio provocados em
camundongos pela administragdio intraperitoneal de doses do extrato vegetal de
Casearia mariguitensis iguais a 1,5, 3,0 e 6,0 mg respectivamente.

Os grupos que receberam doses iguais a 1,5 mg (50mg/kg de animal) e 3,0
mg (100 mg/kg de animal) ndo apresentaram nenhum sinal de intoxicagfio, enquanto
aqueles que receberam a dose de 6,0 mg (200mg/kg de animal) demonstraram

toxicidade.



Tab. 04: Principais efeitos tdéxicos observados em camundongos apds receberem uma Unica dose de
extrato de Casearia mariquitensis pela via intraperitoneal

Grupos (n=12) Efeitos téxicos

Piloerecdo Perda de apetite Perda da Morte (%)
capacidade motora
GI - - - 0
GIT - - = 0
6III + + ; 25

GI - Animais inoculados via intraperitoneal com 1,5 mg de exfrato vegetal.
GII - Animais inoculados via intraperitoneal com 3,0 mg de extrato vegetal.

GIII - Animais inoculados via intfraperitoneal com 6,0 mg de extrato vegetal.

~ Auséncia de efeito tdxico visivel.
+ Presenca de efeito tdxico.

n = nimero de camundongos.
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5.3.2) Via oral.

A tabela VII abaixo apresenta os resultados obtidos quando camundongos
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receberam via oral 5 repetidas doses de extrato vegetal de Casearia mariquitensis

em intervalos de 24 horas cada (2,0mg/animal/dia), conforme descrito em material

métodos.

Observamos que ao longo do experimento nenhum indice sofreu variagio

significativa, mesmo apds a ultima dose de extrato.

Tab. VII: Hemogramas de animais inoculados via oral com 2,0 mg de extrato vegetal de
Casearia mariquitensis durante 6 dias (2,0 mg/animal/dia).

—

Tempo

Elementos

do sangue*

(horas) Leucocitos' Hemaceas” Hemoglobina® Hematocrito® Plaquetas

0 560,92  7,39+044  13,640.14 43,040,13  1040+15
24 55+0,36  7,0840,36  12,3+0.06 39,040,53  1135+18
48 5,740,56  7,7240,09  12,8+0,13 37,810,31  980+14
72 511,06 7114021  12,340,62 37,940,72 112616
96 454041  7,5540,14  12,740,12 41,0£0,51  1145+19
120 6,6+0,14  7,33£0,29  12,140,05 39,1096  1013+10

*Médias e desvios padr3es referentes a 2 animais.

1 - Contagem expressa em 10%/mm”* de sangue.
2 — Contagem expressa em 10%/mm’ de sangue.
3 — Contagem expressa em g/dl.

4 — Contagem expressa em %.

5 — Contagem expressa em 10°/mm’ de sangue.
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Um outro quadro clinico demonstrado em pacientes vitimas de acidentes
ofidicos ¢ a rz'lpida instalagio de uma anemia (queda numérica de hemaceas,
hemoglobina e hematdcrito) (GILLISSEN et al., 1994).

Esta anemia pode estar associada com a hemolise ou citotoxicidade
provocada pelo envenenamento ofidico, devido a presenca das enzimas fosfolipases
A; (CONDREA et al., 1981), ou devido a agdo das proteases que estariam atuando
sobre as proteinas de membrana das hemaceas. Com a hemdlise, ocorre liberagio de
hemoglobina para o meio externo e consequentemente diminui¢do do hematécrito;
que sdo indices inter-relacionados. Em consequéncia a liberagdo da hemoglobina,
tem-se menos pigmento para transporte de oxigénio, ocasionando maior dificuldade
respiratoria para a vitima. Em nossos experimentos, os camundongos apés terem
recebido uma dose sub-letal de pegonha (0,6DLso) mostravam uma queda acentuada
de hemaceas, hemoglobina e hematdcrito e bastante dificuldade em respirar (Tab. 1
e l1).

As plaquetas ou trombocitos também sdo alvos dos envenenamentos
ofidicos, sofrendo deplegdio, principalmente devido ao surgimento de uma
coagulagdo intravascular disseminada (CIVD) (VERRASTRO et al.,1998). Os
nossos resultados estio em concordancn com o cntado anferiormente (Fab | e ll)

Outras toxinas que podem mterfenr na quantidade de plaquetm sdo aquelas
Com potencial pré-coagulante, que estimulam a formagio de coagulos, e necessitam
diretamentede plaquetas para melhorar sua aderéncia, induzindo assim a agregagiio
plaquetaria.

As hemorraginas também favorecem o consumo de plaquetas, quando
Tompem vasos capilares e expdem um de seus componentes, o colageno. Com o
rompimento dos vasos, e exposi¢iio do colageno, as plaquetas migram para o local
por diapedese e se ligam a ele, dando inicio a rolha plaquetaria (trombo branco)
(VERRASTRO et al.,1998).

Como as pegonhas de serpentes possuem enzimas fosfolipases e estas sio

consideradas precursoras de processos inflamatérios; apos um acidente ofidico €
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comum observar leucocitose. FARSKY et al. (1997), observaram um aumento
significativo (p<0,05) dos leucdcilos totais em ralos que receberam injegdes
contendo 25p1g da pegonha de Bothrops jararaca. ANGULO et al. (1997), também
verificaram leucocitose em cavalos 24 horas apdés a inoculagio de peconhas de

serpentes dos géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis, durante o processo de

imunizagao.
Em nossos experimentos, a toxicidade da pegonha de Bothrops neuwiedi

pauloensis {oi ensaiada apés aplicagiio de 0,6 DLsy de VB (via ip) e a tabela 1
evidencia que as alteragdes hematologicas significativas foram observadas 6 horas
apos a administragio de pegonha.

Os resultados de inibigiio da toxicidade da pegonha (Tab. 1) realizados a
seguir, mostraram que o extrato de Casearia mariquitensis na propor¢io de 1/10 foi
bastante efetivo ao neutralizar as agdes toxicas da pegonha. Nio foi observado
leucocitose nestes experimentos, fato que pode estar relacionado com o tempo para
a observagfio ou com a dose de pegonha aplicada.

A queda anteriormente citada (Tab.ll) de hemdceas, hemoglobina e
hematocrito quando se administrava apenas pegonha bruta, praticamente
desapareceu ao combinar pegonha mais extrato vegetal na propor¢io de 1/10,

(Tab.ll) seguidos de administragio via intraperitoneal. Esta inibicdo dos efeitos

loxicos da pegonha ndo foi observada com relagiio as plaquetas. Pelo teste t para

amostras pequenas, a protegdo de hemdceas, hemoglobina ¢ hematdcrito pelo
Cxtrato de Casearia mariquitensis foi estatisticamente significativa (p<0.05).

Ja o pré-tratamento com o extrato vegetal antes do envenenamento ndo inibiu
08 efeitos oxicos da pegonha sobre os elementos figurados do sangue (Tab. 111),

fato este que pode estar relacionado com a falta de contato direto entre pegonha-

LXxirato.

Houve aumento quantitativo de hemaéceas, hemoglobina e hematocrito, os
leuccitos, ndo sc alteraram; ja as plaquetas sofreram uma diminuigio brusca.

Apesar do aumento nos valores absolutos de hemiceas, hemoglobina e

llemat(')crito, a significincia estatistica (p<0,05) niio foi observada.
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Para conseguirmos resultados estatisticamente significativos talvez fosse
niecessario trabalhar com fragdes especificas purificadas do extrato.

Quando se faz uma analise do resultado de hemogramas completos de
animais envenenados com pegonha, pode-se imaginar que duas classes principais de
loxinas estariam agindo sobre o equilibrio hemostatico do animal; as fosfolipases A,

(acdo citotoxica) e as proteases (protedlise).

Varias plantas estudadas até agora se mostraram eficientes na inibicdo da
letalidade das pegonhas, como descrito na introdugio.

O extrato vegetal de Cascaria mariquitensis quando testado quanto a sua
Capacidade de inibir a letalidade da pegonha de Bothrops neuwiedi pauloensis se

~

Mostrou muito eficiente ad co_n_seguir neutralizar 3 DLs, desta pegonha. Foi
observado um aumento significativo no tempo de sobrevivéncia (p < 0.05) (teste t)
quando esta pegonha era misturada com o extrato de Casearia mariquitensis e em
Seguida administrada aos camundongos. Ao longo do experimento, 40% dos

animais que receberam pegonha mais extrato sobreviveram por um periodo de 24

horas (e observagdo, em relagdo ao controle positivo (apenas pegonha) que

apresentou 100% de obito. Em relagfo ainda ao mesmo experimento, quando se
Analisou o tempo médio de sobrevivéncia dos animais de cada grupo, nota-se que o0s

~animaijs que receberam pegonha e extrato misturados, viveram praticamente 4 vezes

Extrato vegetal interage com a pegonha e diminui sua toxicidade (Iig. O])

Quando camundongos foram administrados via oral com doses crescentes e
didrias do extrato de Casearia mariquitensis ¢ em seguida inoculados com 3 DLs
de peconha nio foi observada inibicdo da letalidade (Fig.02). O tempo de

Sobrevivéncia dos animais de todos os grupos experimentais foram praticamente

'uais. Os experimentos mostraram que o extrato de Casearia mariquitensis deve

Conter componentes com elevado potencial para neutralizar a letalidade das

Peconhas de serpentes botropicas.
Nossos resultados encontram-se em oposigio aos de PEREIRA et al.(1991),

¢ mostraram que o pré-tratamneto via oral de ratos com extratos de Casearia
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sylvestris e Apoleia leiocarpa conferiram 100% de prote¢dio contra pegonha de
Bothrops jararaca .

Estes resultados antagonicos podem estar associados ao modo de preparo do
extrato, assim como a quantidade utilizada ou até mesmo a época da coleta das
folhas utiizadas no preparo do extrato.

Quando a via de administragio das mesmas doses do extrato vegetal de
Cascaria mariquitensis passou a ser intraperitoneal observamos uma inibigio da
letalidade significativa apenas para o grupo que recebeu a menor dose
(0,2mg/animal/dia) enquanto aqueles grupos que receberam doses maiores tiveram
6bito primeiro que o controle positivo (Fig. 03) ; sendo que 20% destes animais
administrados com a dose igual a 0.2 mg/animal/dia sobreviveram (Fig. 04).

A toxicidade do extrato de Casearia mariquitensis também foi analisada,
utilizando-se diferéntés estratégias experimentais:

A) Apos administragdo via ip. de 5 doses de EV, com intervalos regulares de
24 horas (Tabelas 1V e V). Foi observado que somente a maior dose diria
(Img/animal/dia) causou diminuigdo de hemaceas, hemoglobina e hematécrito.

Provavelmente esta queda observada nestes indices esta associada com
ll_gi_njélise,que pode ter sido provocada por algum constituinte hemolitico do extrato.

A queda dos elementos figurados do sangue desapareceu quando os animais
Ndo mais receberam extrato vegetal (Tab. V).

Por exemplo as saponinas apresentam caracteriticas marcantes como: formar

€spumas quando em melo aquoso, tornarem as hemaceas hemolisadas se estiverem

em altas concentragdes sanguineas € quando administradas por oral sua absorgio

torna-se reduzida, diminuindo assim as possibilidades de intoxicagdo (MARTINS et

al., 1998). Outros indicios da presenga de saponinas no extrato de Casearia

Mmariquitcnsis é que este em solugio aquosa forma espuma.

B) Apés administragdio (via ip.) de uma unica dose de EV. Os resultados
obtidos (Tab. VI) mostraram que somente a maior dose (6,0 mg/animal)

apresentaram toxicidade significativa com 25% de morte para os animais do grupo

teste.
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Altas doses diarias de extrato via intraperitoneal podem apresentam efeitos

toxicos e cumulativos principalmnte no figado (toxicidade cronica), dificultando sua

climinagio, que obrigatoriamente teria que ser realizada por biotransformagdo,
Pprocesso de conversio de uma droga em metabdlitos inativos que posteriormente
serdo eliminados.

C) Apos administragio via oral de 5 doses de EV com intervalos regulares de
24 horas. Cada dose continha 2.0 mg de EV e mesmo depois da dltima
administragdo ndo foi observado nenhuma alteragdo nos elementos figurados do

sangue dos animais experimentais (Tab. VII).

Quando wma droga (extrato) ¢ administrada via intraperitoneal,

imediatamente ocorre sua absor¢io e aumento de sua concentra¢do na circulagiio

sistémica, posteriormente acontece sua distribuicio para os tecidos alvo; e a

quantidade de droga inoculada em excesso sera eliminada apos biotransformagao.
A toxicidade do extrato de Casea/:{'q_ mariquilensis admi,nistrado em uma

nica dose uma tGnica dose so foi observada para a maior dose testada, 6 mg/animal

(200mg/kg de animal), indicando que este EV é muito pouco toxico, ja que doses

acima de 5 mg/kg de animal sdo consideradas de baixa toxicidade (BRITO, 1994).
Quando o extrato de Casearia mariquitensis foi administrado em pequenas

doses, mostrou efeito terapéutico; mas se usado em altas doses, € capaz de provocar

efeitos colaterais.

e, T
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