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Apresentagéo 2

As plantas medicinais constituem um reservatério de principios ativos que podem
ser usados como remédios para uma infinidade de patologias. A busca de plantas
uteis para a saude humana nos conhecimentos populares € de grande importancia
para a ciéncia, uma vez que essas informacdes podem indicar quais as plantas que
podem atuar sobre determinadas doencgas. A comunidade cientifica mundial e do Brasil
nos ultimos anos tém reconhecido a magnitude da importancia do estudo das plantas
de nossa flora, e muitas agéncias de fomento tém liberado um grande montante de
recursos para financiar pesquisas que visem identificar, isolar e caracterizar principios

ativos de plantas.

Os envenenamentos ofidicos constituem um problema de saude publica no Brasil
devido a grande incidéncia de acidentes e a gravidade dos efeitos. Devido aos en-
venenamentos as vitimas podem chegar ao 6bito ou muitas vezes em decorréncia
dos efeitos da peconha sofrem perdas de tecido ou mesmo a amputacado do membro
atingido principalmente em acidentes com serpentes do género Bothrops. A unica
terapia disponivel é a soroterapia que nao consegue reverter os efeitos locais prin-
cipalmente de pegonhas de serpentes do género Bothrops, devido a dificuldade de
difusdo do soro até os tecidos e a rapida difusdo das toxinas ao redor do local da
picada. Outro problema enfrentado em relagdo ao uso do soro é que muitas vezes
este ndo esta disponivel para populagdes de regides mais distantes e carentes, res-
tando a essas pessoas tratamentos alternativos como 0 uso de plantas que podem
ou nao exibir o efeito esperado. Casos de intoxicagbes com plantas s&o bastante
comuns, ja que no imaginario popular as plantas medicinais atuam de forma “magica”
nao exibindo nenhum efeito colateral ou prejudicial a saude de quem as consome. En-
tretanto isso ndo corresponde a verdade. As plantas, como todo produto estranho ao
organismo, provocam respostas que podem ser benéficas ou ndo ao individuo. Assim
o estudo da toxicidade de plantas usadas como medicamentos deve ser realizado a
fim de conhecer se os efeitos benéficos induzidos pela planta compensam realmente

Seu uUSo.

Schizolobium parahyba, uma arvore de 10 a 30 m de altura, € uma espécie que
ocorre em regides de Mata Atlantica, conhecida popularmente por faveira, guapuruvu

ou umbela, pertence a familia das Leguminosas (Caesalpinoideae). Pessoas leigas da
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regiao do Triangulo Mineiro (Minas Gerais) utilizam as folhas e sementes de Schizolo-

bium parahyba contra o ofidismo na forma de chas e infusdes.

Este trabalho buscou avaliar a capacidade do extrato aquoso de Schizolobium
parahyba em inibir os principais efeitos enzimaticos e bioldégicos da pegonha de
Bothrops pauloensis e da pegonha de Crotalus durissus terifficus e algumas de suas
toxinas isoladas. Também foi avaliado o efeito protetor do extrato de Schizolobium
parahyba quando ensaiado como tratamento administrado posteriormente no mesmo
local da injecdo da peconha. A toxicidade aguda do extrato de Sp também foi deter-

minada.

A apresentacao desse trabalho foi realizada segundo as normas da Pds-Graduacgao
em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberléandia (anexos, pagina
[73). A dissertacéo foi dividida em: Capitulo 1 - Introducéo ou Revisdo de literatura
sobre os aspectos epidemiolégicos do envenenamento ofidico, caracteristicas estrutu-
rais e funcionais de constituintes das pegonhas de serpentes dos géneros Crotalus e
Bothrops e uma revisao sobre extratos vegetais; Capitulo 2 - Estudo das propriedades
antiofidicas do extrato de Schizolobium parahyba e seu uso como tratamento local
(artigo submetido recentemente ao Phytotherapy Research) e Capitulo 3 - Estudo

da toxicidade aguda do extrato de Schizolobium parahyba (artigo em preparagao).



Capitulo 1
Peconhas de Serpentes e sua Inibicao por

Extratos Vegetais
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1.1 Introducao Geral

1.1.1 As serpentes e o homem

As serpentes peconhentas ou ndo sempre exerceram fascinio nos homens. Para
alguns povos orientais elas representaram deuses e para outros povos as serpentes
eram personificagdes do mal®. No Brasil durante o periodo de colonizagao dos por-
tugueses que primeiro idealizaram o paraiso devido a exuberancia da paisagem,
apdés meio século da descoberta os relatos enviados a metropole eram permeados
de apreensao devido a presenca de muitos animais estranhos aos olhos dos europeus
e entre os animais citados estao as serpentes como mostra a carta de José de Anchieta
em 31 de maio de 15602

‘[...]na os que sdo desconhecidos nessa parte do mundo.
Primeiramente direi das diversas espécies de cobras venenosas.
Umas chamam se jararacas, muitissimo freqlientes nos campos
e nos matos e até nas proprias casas onde muitas vezes encon-

tramos; cuja mordedura mata no espaco de 24 horas [...]"

Hoje as serpentes pegonhentas ainda despertam o fascinio tanto pelo risco que
oferecem e pela letalidade das peconhas quanto pela beleza e comportamento. En-
tretanto as serpentes podem ser admiradas também pela infinidade de compostos
farmacologicamente ativos que tém sido descobertos em suas peconhas, sendo que

muitos destes com aplicagbes na saude humana.

1.1.2 Epidemiologia e importancia médica

Ha atualmente cerca de 2.900 espécies de serpentes no mundo, distribuidas em
465 géneros e 20 familias. No Brasil estdo representadas 9 familias, 75 géneros e
321 espécies correspondendo a 10% do total de espécies conhecidas?. Essas 321
espécies estao distribuidas em quatro principais familias: Colubridae (189 espécies),
Boidae (10 espécies), Viperidae (22 espécies) e Elapidae (18 espécies). As espécies
peconhentas brasileiras estdo reunidas em duas principais familias, Elapidae e Viperi-

dae. Dentro da familia Elapidae esta o género Micrurus que compreende as serpentes
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Figura 1. Serpente Crotalus durissus terrificus.

Fonte www.bioterium.com.br | acesso 10/12/2006

conhecidas como corais. A familia
Viperidae engloba trés géneros Cro-
falus que compreende as cas-
cavéis, 0 género Bothrops que
engloba as serpentes conhecidas
como jararacas e o0 género Lachesis

2l
que representa as surucucus®@.

O género Crotalus esta repre-
sentado no Brasil por uma Unica
espécie, Crotalus durissus, que

apresenta cinco formas geograficas

sendo que a mais conhecida é Crotalus durissus terrificus (fig. [1). A caracteristica

mais marcante dessas serpentes € a presenga de um guizo ou chocalho na extremi-

dade caudal. Essas serpentes habitam geralmente ambientes mais secos e s&o pouco

. 2]
agresswas..

O género Bothrops possui mais de 30 espécies e subespécies que estao distribui-

das do sul do México até a Argentina e em algumas ilhas do Caribe®. No género

Bothrops as espécies Bothrops alternatus, Bothrops atrox, Bothrops erythromelas,

Figura 2: Serpente Bothrops pauloensis.

www.bioterium.com.br |acesso 10/12/06

Bothrops jararaca, Bothrops jarara-
cussu, Bothrops leucurus, Bothrops
moojeni e Bothrops neuwiedi s&o
responsaveis por 90% dos aci-
dentes ofidicos do Brasil. Em
geral habitam ambientes Umidos
como matas, possuem habitos no-
turnos, séo muito agressivas e se
ameacadas atacamem silencio®. A
espécie Bothrops neuwiedi conhe-

cida popularmente por jararaca do

. . . . 5 . s r
rabo branco ou jararaca pintada foi descrita por.. Era considerada uma unica espé-

cie com 12 subespécies, entretanto apds uma revisao sistematica em 20008 as 12


http://www.bioterium.com.br/
http://www.bioterium.com.br/
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subespécies foram elevadas a sete espécies distintas. Essa classificagao foi aceita
pela Sociedade Brasileira de Herpetologia-SBH (2005) e assim a espécie Bothrops

neuwiedi pauloensis (fig. [2) passou a ser Bothrops pauloensis.

Estima-se que acidentes ofidicos afetem mais que 2,5 milhdes de pessoas anual-
mente no mundo, dos quais 100 mil resultam em morte®. No Brasil a epidemiologia
dos acidentes ofidicos aponta para um perfil que se mantém inalterado ao longo dos
ultimos 100 anos. A maioria desses acidentes é atribuida ao género Bothrops (90,5%),

)B. No Trian-

seguido dos géneros Crotalus (7,7%), Lachesis (1,4%) e Micrurus (0,4%
gulo Mineiro, os acidentes ofidicos confirmados foram causados principalmente por
serpentes das espécies: Bothrops moojeni e Bothrops neuwied®™ A letalidade dos
acidentes com serpentes do género Crotalus € a maior; cerca de 1,8% de oébitos,
seguido por acidentes causados por serpentes do género Lachesis (0,9%), Micrurus

(0,4%) e por fim o género Bothrops (0,3%)8.

1.1.3 A peconha

As peconhas de serpente sdo provavelmente as mais complexas de todas as
peconhas animais. Cerca de 90 a 95% de seu peso seco é constituido por proteinas
compreendendo grande variedade de enzimas e toxinas n&o enzimaticas, podendo
exercer diferentes atividades farmacol()gicasm. De acordo com as caracteristicas
funcionais e estruturais as proteinas existentes nas peconhas de serpentes podem ser
divididas em classes como fosfolipases A,, miotoxinas, metaloproteases, serinopro-

teases, L-amino oxidades dentre outras.

Enzimas Fosfolipases A, (PLA;) constituem uma superfamilia de diferentes en-
zimas que podem ser classificadas em quatro grupos de acordo com suas fontes,
sequéncias e caracteristicas bioquimicasmm. As PLA, de classes |, Il e lll sdo calcio
dependentes e estruturalmente diferentes das PLA, da classe IV. As Fosfolipases A,
existentes nas peconhas s&o das classes | e I3 Na peconha existem ainda enzi-
mas fosfolipases (A4, C, D) que agem em diferentes posi¢cdes do substrato, liberando
diferentes produtos. A fosfolipase A, (PLA;) € uma das enzimas mais abundantes

(62

nas pec¢onhas de serpentes™ e pode ser encontrada também em artropodes e no
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suco pancreéticom. Esta enzima apresenta importante papel no catabolismo dos
lipidios da dieta e no metabolismo geral de lipidios estruturais de membrana. Sao
enzimas hidroliticas que clivam fosfolipidios, hidrolisando a ligagao acil na posi¢ao 2

do fosfogliceridio™, liberando como produto final o lisofosfatideos e o acido graxo,

que pode ser o acido araquidénico.

Existem depositadas em bancos de dados 280 sequéncias de PLA, que apre-
sentam de 40 a 99% de similaridade na sua sequéncia quando comparadas. As
PLA, também apresentam significativa similaridade em seu “folding” ou dobramento
tridimensional™. As PLA, de pegonhas geralmente se apresentam como mondmeros
de aproximadamente 14 kDa, sendo enzimas com estrutura terciaria rigida devido a

presenca de 5 a 8 pontes dissulfeto 1 conferindo a estas enzimas grande estabilidade.

Podem ser classificadas como Asp49, Ser49, Arg49, Asn49 ou Lys49 dependendo do

residuo de aminoacidos na posicéo 49 da sequéncia polipeptidica. As PLA, Ser49 séo

Ecarfolin S, uma toxina de Echis carinatus sochureki~— e Ammodytin L, uma PLA, de

Vipera ammodytes ammodyte. Jaas PLA; Asn49 sao: TsR6 e CTs-R6 purificadas da
peconha de Trimeresurus stejnegeri e TM-N49 isolada da pegonha de Protobothrops

(7l

mucrosquamatus™ e por fim, hoje a unica PLA; Arg49 descoberta é a Zhaoermiatoxin

isolada da peconha de Zhaoermia mangshanens:s-.

As PLA, mais abundantes sdo as Asp49 e Lys49 encontradas na grande maioria
das peconhas da familia Viperidae. Enquanto as Lys49 possuem pouca ou nenhuma
atividade catalitica as PLA; tipo Asp49 s&o enzimaticamente ativas®. A carga nega-
tiva do residuo aspartato possibilita que ions calcio se liguem as PLA,, atuando como
um cofator que estabiliza um intermediario tetraédrico durante a reagao catalitica®

propiciando a catalise.

As Fosfolipases A, sdo capazes de induzir um largo espectro de efeitos farma-

cologicos como mionecrose, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, hemolise, edema e

23 2gl

agao anticoagulante . A mionecrose ou necrose muscular € uma caracteristica

comum de envenenamento por espécies botropicas. Segundo [MEBS & OWNBY|

1990m, miotoxicidade pode ser definida como uma acao especifica de PLA,s no
musculo esquelético, afetando somente fibras musculares, sendo que outros tecidos

como tecido conjuntivo, nervos e vasos permanecem essencialmente intactos.
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O mecanismo molecular pelo qual as PLA, induzem a necrose muscular foi pro-
posto inicialmente por|GUTIERREZ & LOMONTE| (I1995|). Os autores propuseram

gue as miotoxinas Lys-49 se ligam a sitios nao identificados na membrana sarcoplas-

matica provocando interagao eletrostatica entre o sitio catiénico da toxina com grupos
carregados negativamente na membrana. Em seguida, a miotoxina penetraria na
bicamada por meio de interagdes hidrofobicas, fazendo com que a regido citotéxica
da molécula cause a desorganizagao e consequente rompimento da membrana plas-
matica levando a perda da permeabilidade seletiva e causando um grande influxo de
calcio, o qual provoca uma série de processos degenerativos que levam a um rapido
efluxo de moléculas citosoélicas como: creatina kinase, lactato desidrogenase, aspar-

tato aminotransferase, mioglobina e creatinina . Para explicar a grande diversi-

dade de efeitos farmacoldgicos induzidos pelas PLA; foi proposto que estas moléculas

teriam sitios ou moléculas aIvoIjzl

, OU seja, cada tecido em particular apresentaria
“sitios alvos” especificos na superficie celular onde as PLA, poderiam se ancorar e

desenvolver sua atividade.

Algumas miotoxinas foram isoladas da pegonha de Bothrops neuviedi pauloen-
sis, hoje denominada Bothrops pauloensis: BnSP6 e BhSP7 ambas Lys-49m, duas
AzAsp49 BnTx-l e BnTx-IF2. As PLA, BnSP6 e BnSP7EY szo0 proteinas com peso
molecular entre 13,5 e 14 kDa, podendo apresentar-se na forma dimérica. Apresen-
tam conteudo de aminoacidos bastante similar, com alto contetdo de residuos basicos
e hidrofébicos. Ambas sdo capazes de produzir necrose das fibras musculares de

~ .o . 33]
camundongos e nao apresentam atividades fosfolipasica ou coagulantem-.

Também s&o encontradas nas pegonhas de serpentes as serinoproteases que
sao enzimas que afetam o sistema hemostatico das vitimas de acidentes ofidicos. As
serinoproteases de pegonhas de serpentes (SVSP) podem atuar sobre as proteinas da
cascata de coagulagao e no sistema fibrinoliticoP?. Essas enzimas podem representar
ate 20% do conteudo protéico total de algumas peconhas das familias Viperidae e

25}

Crotalinae™, geralmente contem em media 235 residuos de aminoacidos dos quais

12 residuos sdo de cisteina, dos quais 10~ ou 12FD formam pontes dissulfeto. S&o

sintetizadas na forma de zimogénios.

A maioria das SVSPs clivam apenas um fibrinopeptideo das cadeias do fibrinogénio



1.1 Introdugédo Geral 10

(fig. e a minoria é capaz de clivar os dois fibrinopeptideos e assim devido a essa

” g}:’ ~
-. Por nao

acao similar a trombina as SVSP sao conhecidas como “Thrombin-Like
promoverem a dupla clivagem dos fibrinopeptideos e nao ativarem o fator Xlll da
cascata de coagulagéo o coagulo formado pela agdo das SVSP é um coagulo com
aparéncia frouxa, diferente do coagulo formado pela agdo da trombina que promove

as ligagdes cruzadas A batroxobina purificada da pegonha de B. afrox é um

. . _ , [
exemplo de serinoprotease que cliva apenas o fibrinopeptideo A

e, portanto promove
a formagao de um coagulo “frouxo”. As toxinas “Thrombin-Like” sdo capazes de fazer
a ativagao de alguns dos fatores da coagulagdo como o X e V causando o consumo
de fibrinogénio, e dessa foram interferindo na formacgéao da rede de fibrina®. Devido &
esta capacidade de interferir na cascata de coagulagdo sanguinea estao relacionadas

ao quadro de coagulopatia.

A coagulopatia € uma das maiores complicagdes dos acidentes com serpentes das
familias Viperidae e Crotalinae e resulta principalmente do sinergismo das enzimas

“Thrombin-Like” e procoagulantesml

. Como essas enzimas provocam 0 coOnsumo
de fibrinogénio o resultado é que frequentemente as vitimas apresentam o sangue
incoagulével. Quando administradas “in vivo” causam efeito desfibrinogenante,
tornando o sangue incoagulavel por depletar o estoque de fibrinogénio plasmatico,
sendo utilizadas na medicina como agente antitrombdtico, podendo até mesmo des-
fazer coagulos. Quando ensaiadas “in vitro” apresentam agao procoagulantem. As
enzimas, “Thrombin-Like” tém aplicagédo terapéutica na prevengao e tratamento de
desordens trombdticas bem como na produgao de cola de fibrina, que € um adesivo

R e . . =~ 43
biolégico, sendo utilizado para aumentar o poder de cicatrizagdo em suturas®.

O medicamento Defibrase® (Pentapharm) ou Batroxobina isolada da peconha de
Bothrops moojeni é um potente agente usado no tratamento e diagndstico de de-
sordens do sistema hemostatico. A Batroxobina cliva apenas o fibrinopeptideo A do
fibrinogénio promovendo sua remogao da circulagao rapidamente e conseqiientemente
promove a defibrinacdo terapéutica. Com a mesma aplicagdo ainda existem outros

medicamentos como a Reptilase® isolada da pegonha de Bothrops atrox®.

As metaloproteases constituem outra importante classe de proteinas, diretamente

relacionadas com o quadro hemorragico caracteristico do envenenamento botrépico.
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Figura 3: Estrutura do fibrinogénio. (A) (B) esquema da estrutura do fibrino-
génio mostrando as cadeias Aa, BS e 7 e os fibrinopeptideos A e B. Fonte:
http://oregonstate.edu/instruction/bb450/lecturenoteskevin/regulatorystrategiesoutline.html

Sao enzimas extremamente versateis, exibindo uma grande diversidade estrutural e
funcional®™. Classicamente conhecidas por toxinas hemorragicas, as metaloproteases

de peconhas de serpentes (SVMP) nem sempre provocam hemorragia. Séo sinteti-

zadas nas
Posideo répriena Melopepidase Cosnoyea  Ricoemcatsina  Lestna glandulas de peconha em forma
% de zimogénio que contem uma se-
Pl
w90 gUéncia que é perdida apds um pro-
AN | ] cessamento proteolitico, resultando

i I:[q-_ na ativagcao destas enzimas®. Sao
el e sEn enzimas zinco dependentes, ou

5— 8§
PWI:[I:-‘ t‘ seja, precisam deste ion como

Figura 4: Diagrama esquematico da divisdo das met- cofator. A massa molecular
aloproteinases de venenos de serpentes, conforme a dessas toxinas pode variar de 20 a

- : 79 75
composigdo estrutural das enzimas. Fonte: BJAR] 100 kDaFBE2

INASON & FOX| (1994)2

As SVMP sao divididas em qua-
tro classes: A classe Pl inclui proteinas de 20 a 30 kDa com baixa ou nenhuma atividade
hemorragica e trés dominios estruturais, ja as metaloproteases de classe Pll incluem

proteinas com massa de 30 a 60 kDa, possuem os dominios das metaloproteases de


http://oregonstate.edu/instruction/bb450/lecturenoteskevin/regulatorystrategiesoutline.html
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classe Pl e mais um dominio desintegrina, a classe |l compreende proteinas altamente
hemorragicas que tem massa entre 60 e 80 kDa com um dominio semelhante a desin-
tegrina e um dominio rico em cisteina e por fim as SVMP de classe IV que apresentam

massa entre 80 e 100 kDa e possuem além dos demais dominios um dominio ligante

de lectina®™. Essa classificacéo foi revista e atualizada no ano de 2005™~. Esta re-

classificagdo aconteceu depois que a hipotese de que as desintegrinas na forma livre

eram liberadas de grandes precursores contendo um dominio metaloprotease™ foi

contrariada por recentes descobertas que sugerem que pode haver uma origem alter-

nativa para as moléculas de desintegrinas. |OKUDA et aI.| (|2002|) e posteriormente,
|FRANCISCHETTI et aI.| (|2004|) relataram a sintese de precursores sem o dominio

metaloprotease, possuindo apenas um peptideo sinal, pro-dominio e dominio desinte-

grina. Na nova classificagdo foram incluidas novas classes: precursores Plla-Pll que
em sua forma madura nao liberam o dominio desintegrina; precursores PIIB-PIl que
em sua forma madura se apresentam como SVMP diméricas. Precursores D-l séo
proteinas que nao apresentam o dominio metaloprotease; precursores Pllla-Plll s&o
capazes de liberar seus dominios desintegrina e o dominio rico em cisteina e por fim a
classe de precursores PllIb-Plll que formam SVMPs diméricas, como mostra a figura

Bl

As metaloproteases agem diretamente na membrana basal dos vasos sangui-
neos provocando a digestdo de suas proteinas tais como colageno tipo IV, laminina,
nidogénio, fibronectina, proteoglicanos, heparan sulfatoP3Ed que juntas asseguram a
integridade dos vasos sanguineos. A agao proteolitica de SVMP sobre esses compo-
nentes pode provocar hemorragia no tecido afetado. Na tentativa de compreender a
hemorragia induzida por metaloproteases hemorragicas dois mecanismos foram pro-
postos: a hemorragia “per rhexis” € hemorragia por “diapedesis”. A hemorragia “per
rhexis” é caracterizada pelo inchago e rapido rompimento da membrana das células
do endotélio. O endotélio rompido permite que o sangue passe para o tecido ao redor
do vaso afetado®™. A hemorragia por “diapedesis” ocorre devido ao rompimento das

. ~ . .. ~ ~ . 49
jungdes entre as células vizinhas, ndo havendo altera¢des no espaco intracelular®2 &,

Os efeitos locais causados pelas metaloproteases além do quadro de hemorragia

local sdo geralmente danos aos tecidos musculares agravando muito a intensidade dos
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Figura 5: Diagrama esquematico da divisdo_das metaloproteinases de venenos de
serpentes, com modificagdes propostas por|FOX & SERRANO| (I2005|) Bl Fonte:
[& SERRANQ]| (2005)=2

efeitos locais tao caracteristicos das peconhas botrépicas. |GUTIERREZ et aI.|(|1 995|)IEI

sugere que o dano as células musculares ocorre secundariamente devido a isquemia
causada pelo déficit de sangue ocasionado pela hemorragia nos tecidos préoximos a
picada. A necrose provocada pela acdo de SVMP ou pela peconha total € mais grave
que as lesdes necroticas provocadas por miotoxinas isoladas. Geralmente o tecido
que foi inoculado com miotoxina depois de 2 semanas substitui o tecido necrético por
tecido muscular enquanto que a regeneracdo do musculo inoculado com a peconha
bruta ndo acontece e o tecido necrosado € substituido por tecido fibroso, nao funcional.
Provavelmente a destruicao da microvasculatura pelas metaloproteases é responsavel

~ ~ P 201 [49)
pela ndo regeneragao da area afetada™ &

Muitas metaloproteases de pegonhas de serpentes ja foramisoladas, com destaque
ao presente trabalho pode se citar a “Neuwiedase” uma metaloprotease isolada da
peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis (B. pauloensis) que representa aproxima-
damente 4,5% da massa total da peconha, e apresenta massa molecular de aproxi-

madamente 24 kDa sendo, portanto uma metaloprotease de Classe PIl. Nao apresenta
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acao hemorragica, no entanto possui atividade proteolitica sobre varios substratos

_ n . . . 50
como o fibrinogénio, fibrina, componentes da matriz extracelular, etc-.

1.1.4 Os efeitos do envenenamento crotalico

Os envenenamentos crotalicos sao caracterizados por manifestarem efeitos sistémi-
cos caracterizados por nauseas, cefaléia, prostrag;éo. As principais manifestacoes
clinicas causadas por picadas de serpentes do género Crotalus sao atribuidas a com-
ponentes neurotoxicos, miotdxicos e “Thrombin-Like”® A peconha crotalica apresenta
acao neurotdxica que é exibida apds 3 horas do envenenamento com a “facies mi-
astémica” com “ptose palpebral” e flacidez da musculatura da face. Esse efeito é cau-
sado por bloqueios neuromusculares seguidos de paralisia motora e respiratoria. As
principais toxinas responsaveis por esses efeitos sdo a Crotoxina (a toxina mais abun-
dante na peconha de Crotalus spp constituida pelas subunidades crotapotina ou com-

ponente CA e fosfolipase A, ou componente CB), Crotamina, Giroxina e Convulxina™

60)
que ex-

Além da acao neurotdxica a peconha apresenta acdo miotdxica sistémica
plica o escurecimento da urina das vitimas, € o resultado da mioglobinuria. Com a
destrui¢ao do tecido muscular a mioglobina que estava no sangue € excretada. Assim
como nas pecgonhas botrdpicas, nas pegonhas crotalicas também existem proteinas
trombina simile, que provocam o prolongamento do tempo de coagulagao ou tornam o
sangue incoagulével. Os efeitos locais de envenenamentos crotélicos sdo bastante

discretos, sendo geralmente edema de pouca intensidade e eritema™2,

1.1.5 A terapia

Hoje a unica terapia disponivel para os envenenamentos por serpentes € a soro-
terapia que consiste na producdo de anticorpos a partir da imunizacdo de animais de
grande porte com a pegonha (antigeno). A produgao de soro consiste na formacao de
um “pool” de pegonhas e toxinas que sio injetados em cavalos ocorrendo a estimu-
lacao do sistema imune do animal. Assim, apds estimulagcao o soro dos animais estara

rico em anticorpos com a capacidade de neutralizar as toxinas das pegonhasm.
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A eficiéncia da soroterapia esta relacionada além de outros fatores, diretamente
com o tempo decorrido entre o acidente e o inicio do tratamento e a quantidade de

peconha inoculada®l.

Entretanto apesar do soro ser a unica terapia aceita para os
envenenamentos por picadas de serpentes sua agao no local da picada ¢é fraca, nao
impedindo dano tecidual devido a rapidez com que a pegonha se difunde nos tecidos
préximos ao local da picada e devido também a baixa concentracdo do soro nos

28] [62] @2 \ , . R R . . \
EBE2EA To4avia o uso dos soros esta vinculado a existéncia de servicos formais

tecidos
de saude, e seu emprego permanece restrito as regides de maior desenvolvimento
socioecondmico, onde existem sistemas de atengdo médica estruturados. Assim as

populacgdes de localidades remotas se véem compelidas a buscar terapias alternativas.

1.1.6 Os Extratos Vegetais

Longo tem sido o caminho na busca de um antidoto seguro contra venenos animais,
em especial aqueles de natureza ofidica. As plantas constituem uma importante fonte
para descoberta de novos compostos farmacologicamente ativos. Muitas drogas de
ampla aplicagdo na saude humana s&o derivadas diretamente ou indiretamente de

plantas.

Durante séculos pessoas tém usado plantas medicinais no tratamento e prevencao
de doengas com sucesso, registros escritos do uso de plantas medicinais datam de

04 P ,
-. Até o século XIX os recursos

no minimo 5.000 anos atras, com os Sumérios
terapéuticos eram constituidos predominantemente de plantas e extratos vegetais. Em
1970, 25% das drogas disponiveis nos Estado Unidos continham compostos derivados
de plantas. Segundo a OMS (Organizagao Mundial de Saude) 11% das 252 drogas

. Lo . 66}
consideradas como basicas para saude humana foram descobertas de plantas..

Um exemplo do uso de principios ativos de plantas como modelo para desenvolver
drogas sintéticas foi em 1897, quando Fredrich Bayer e Co. introduziram o acido acetil
salicilico (Aspirina) no mundo. A aspirina € um sintético analogo ao acido salicilico,
que € um composto ativo da casca do salgueiro, que era usado como remédio para

671
dores e febre-.

O interesse no estudo das plantas em terapias alternativas com produtos naturais
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tem crescido muito nos ultimos anos. Este interesse ocorreu devido a diversas razboes
como auséncia do efeito esperado com medicamentos da medicina convencional, o
uso abusivo ou incorreto de drogas sintéticas resultam em efeitos colaterais e outros
problemas e principalmente, uma grande porcentagem da populagdo mundial n&o tem

© g 60}
acesso a tratamentos com drogas sintéticas®™.

Apesar do crescente interesse no estudo de plantas como fonte para novas dro-
gas este potencial tem sido pouco explorado, uma vez que, estima se que existam de
250.000 a 500.000 espécies de plantas no planeta e apenas 5000 foram estudadas até
199188 por estarem presentes na natureza em abundancia o estudo de extratos vege-
tais tem se difundido cada vez mais, buscando investigar a sua eficiéncia e constancia
de atividade, bem como identificagao e isolamento do principio ativo, determinagao de

sua estrutura e a possibilidade de sintese e modificacdo desse principio.

O metabolismo das plantas pode ser dividido didaticamente em primario e se-
cundario. No metabolismo primario séo produzidas substancias indispensaveis a
qualquer ser vivo como lipidios, proteinas, carboidratos, aminoacidos e acidos nu-
cléicos que estao relacionados com o crescimento e desenvolvimento do vegetal.
O metabolismo secundario é responsavel pela sintese de uma miriade de substan-
cias. Estima se que as plantas podem produzir mais de 500.000 dessas substancias

\ . o . 70}
conhecidas como principios ativos™!

Embora n&o sejam necessariamente essen-
ciais para o produtor os metabdlitos secundarios garantem vantagens como melhor
sobrevivéncia, num processo chamado de Alelopatia que acontece devido a impactos
adversos do ambiente como herbivoria, por exemplo. Existem alguns outros fatores

que afetam o teor dos principios ativos nas plantas como, por exemplo: altitude, tem-

peratura, incidéncia de luz solar, umidade e qualidade do solo. |MARTINS et aI.|

1995'21 citam que dentre os fatores que podem interferir na composigao quimica de
uma planta, a nutricdo merece destaque ja que a deficiéncia ou excesso de nutrientes

pode levar a maior ou menor produ¢ao de principios ativos por uma planta.

Muitas plantas ja foram estudadas quanto a atividade antiofidica tais como: Eclipta
prostata (erva botéo), que apresentou prote¢ao contra quatro doses letais da pegonha

. . 1721 173 ~ .
de Crotalus durissus terrlf/cus-.; Curcuma longa (agafrao); que neutraliza uma neu-

12!

rotoxina purificada da pegonha de Naja naja siamesis™—; Hibiscus esculentus (quiabo),
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que apresentou eficacia do extrato aquoso obtido das sementes frescas ou secas do

[/ 5} , . .
Iz e o 6leo essencial de Casearia

quiabo na inibigao da pegonha de Bothrops jararaca
sylvestris (Quacatonga), que inibiu significativamente o edema e a permeabilidade vas-
cular induzidos pela peconha de Bothrops alternatus™. Posteriormente, BORGES e

2000Izn com a mesma planta ratificou o potencial antiofidico quanto a inibigao

de peconhas brutas e miotoxinas de Bothrops neuwiedi e Bothrops jararacugu ainda

|IZIDORO et aI.| (|2003|) conseguiram neutralizar os efeitos toxicos da pegonha de

Bothrops neuwiedi e uma de suas metaloproteases isoladas, a neuwiedase, pelo ex-

trato aquoso de Casearia mariquitensis.

No ano de 2005 foram publicados sete artigos que tratam do estudo de extratos

. . T ) 79 ..
vegetais com efeitos antiofidicos usando as plantas Musa paradISIaca., Bauhinia

forficata®, Annoma senegallensis®, Mikania glomerataB3, Piper umbellatum e Piper
peltatum®, Cordia verbenacea®, Penttaclerthra macroloba®.

1.1.7 Toxicidade de extratos vegetais

O uso de uma espécie vegetal pela populagédo néo é suficiente para validar sua
segurancga e efetividade. Os remédios feitos a partir de plantas sdo frequentemente
receitados ou prescritos por pessoas comuns ou mesmo religiosos em rituais e nao
menos frequente o resultado € a intoxicagdo que acontece logo apds a ingestéo.
No Brasil o confrei (Symphytum officinalis) ja foi usado como uma panacéia e hoje
seu uso € proibido, por apresentar significativo potencial hepatotdxico devido ao seu
teor de alcaldides como pirrolizidina e a Babosa (Aloe vera) também muito usada
principalmente contra o cancer apresenta glicosideos hidroxiantracénicos, e em baixas

. . . - . PPN (315
dosagens ja apresenta efeitos toxicos que causam severa diarréial®.

As plantas nao se diferenciam de nenhum xenobidtico sintético e sua utilizagao
deve ser baseada em estudos experimentais que comprovem que os beneficios decor-
rentes de sua utilizacdo compensem seus possiveis efeitos adversos®. Do ponto de
visto toxicoldgico deve se considerar que uma planta medicinal ndo tem somente o
efeito terapéutico esperado. Como todo composto estranho ao organismo os princi-

pios ativos de plantas sofrem biotransformacao e seus produtos podem ser tdxicos a
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ponto de causar danos a saude®d. Os principios ativos de plantas ndo apresentam
apenas efeitos imediatos e benéficos, mas podem provocar efeitos assintomaticos e
por isso existe a necessidade de avaliacdes criteriosas para garantir seguranga no uso

de uma espécie vegetal ou principios ativos como qualquer outro medicamento.

O estudo de uma nova droga com efeitos terapéuticos passa por varias etapas das
quais podem se destacar 4 principais. A primeira etapa é a etapa botanica que consiste
na identificagéo correta da planta. A segunda etapa ou etapa farmacéutica esta rela-
cionada a forma de preparo, padronizacédo e administracdo buscando a uniformidade
das amostras testadas. Os en-
saios Bioldgicos pré-clinicos com-
preendem a terceira etapa que tem
por objetivo comprovar o efeito que
motivou o estudo da espécie e sua
seguranga quanto a toxicidade e por
fim a ultima etapa, a etapa clinica re-
alizada em humanos visando deter-
minar experimentalmente o grau de
segurangam. No estudo de toxici-
dade aguda os animais sao tratados
uma unica vez com o produto em
teste por um periodo aproximado de
24 horas®d. A analise dos resul-

tados de testes apds este periodo

podem fornecer a dose capaz de in-
Figura 6: Schizolobium parahyba. duzir a letalidade, a forma da morte,
Fonte: foto da autora os 6rgdos afetados e possiveis al-
teracdes no comportamento e sinais que precedem a morte bem como alteracdes
hematologicas, bioquimicas plasmaticas e urinarias. A analise Histopatologica € us-
ada para confirmar se houve ou nao lesao nos 6rgaos examinados e para comprovar
resultados quantitativos como dosagens de enzimas do plasma. A manutencéo de al-
guns dos animais tratados por um periodo superior a 24 horas é bastante interessante,

pois se permite verificar efeitos tardios que possam ocorrer apds as 24 horas inicias
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apoés a administracdo da droga

Schizolobium parahyba é uma espécie que corre em regides de Mata Atlantica,
conhecida popularmente por faveira, guapuruvd ou umbela, pertence a familia das
Leguminosas (Caesalpinoideae). Arvore de 10 a 30 m de altura. Tronco sem rami-
ficagdo, coroa de folhas no apice, casca lisa, acinzentada, com cicatrizes da queda
das folhas, sendo que quando jovem a casca ¢é verde e lisa. Possui flores amarelas,
fruto tipo legume, com de 10 a 15 cm de comprimento, com uma semente, forma
eliptica. Pessoas leigas da regido do Triangulo Mineiro (Minas Gerais, Brasil) utilizam
as folhas e sementes de Schizolobium parahyba contra o ofidismo na forma de chas
e infusdes. Na literatura cientifica ja esta descrita a purificagdo de dois inibidores de

. . 88l 1891 [90)
serinoproteases isolados de suas sementesE2E2E0
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Capitulo 2
Propriedades Antiofidicas do extrato aquoso
das folhas de Schizolobium parahyba

(Caesalpinoideae)



Resumo

Muitas plantas medicinais sdo recomendadas para o tratamento de picadas de
serpentes. O extrato aquoso preparado com as folhas de Schizolobium parahyba foi
ensaiado para verificar sua habilidade em inibir algumas atividades enzimaticas e bi-
olégicas induzidas por pegonhas de Bothrops pauloensis e Crotalus durissus terriffcus,
bem como suas toxinas isoladas, neuwiedase (metaloprotease), BnSP7 (PLA, Lys-49
basica) e CB (PLA, do complexo crotoxina). As atividades fosfolipase A,, coagulante,
fibrinogenolitica, hemorragica e miotdxica induzidas por B. pauloensis e C. d. terrificus,
bem como suas toxinas isoladas foram significativamente inibidas quando diferentes
quantidades de S. parahyba foram incubadas previamente com as peconhas e toxinas
antes dos ensaios. No entanto, quando S. parahyba foi administrada na mesma via,
apos a injegao de pegonha ou das toxinas isoladas, os danos teciduais locais como
hemorragia e miotoxicidade foram somente parcialmente inibidos. Avaliamos também
o efeito inibitério de S. parahyba sobre o espalhamento das proteinas da pegonha da
area da injecdo para a circulagao sistémica. A neutralizagdo das alteragdes sistémicas
induzidas pela inje¢do i.m. da peconha de B. pauloensis foi avaliada mensurando o
numero de plaquetas e pelos niveis de fibrinogénio plasmatico que foram significati-
vamente mantidos quando a inoculagao do extrato de S. parahyba ocorreu na mesma
via, apos a injecao da pegonha de B. pauloensis. Em conclusao, nossas observagdes
confirmam que extrato aquoso de S. parahyba possui potentes propriedades neutral-
izadoras de pegonhas de serpentes. Podendo, portanto ser usado como um tratamento
alternativo a soroterapia e constitui uma rica fonte de potenciais inibidores de toxinas

envolvidas em varias doencas fisiopatoldgicas de humanos e animais

Palavras chave: pegonha de serpentes, Bothrops pauloensis, Crotalus durisus terrifi-

cus, inibicao, extrato vegetal, Schizolobium parahyba.
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Abstract

Many medicinal plants have been recommended for the treatment of snakebites.
The aqueous extracts prepared from leaves of Schizolobium parahyba (plant found in
Mata Atlantica in Southeastern Brazil) were assayed for their ability to inhibit some en-
zymatic and biological activities induced by Bothrops pauloensis and Crotalus durissus
terriffcus venoms as well as by their isolated toxins neuwiedase (metalloproteinase),
BnSP-7 (basic Lys49 PLA,) and CB (PLA, from crotoxin complex). Phospholipase A;,
coagulant, fibrinogenolytic, hemorrhagic, and myotoxic activities induced by B. pauloen-
sis and C. d. fterrificus venoms, as well as by their isolated toxins were significantly
inhibited when different amounts of S. parahyba were previously incubated with these
venoms and toxins before assays. However, when S. parahyba was administered at
the same route after the venoms or toxins injections, the tissue local damage, such
as hemorrhage and myotoxicity was only partially inhibited. We also evaluated the
inhibitory effect of S. parahyba upon the spreading of venom proteins from the injected
area into systemic circulation. The neutralization of systemic alterations induced by
i.m. injection of B. pauloensis venom was evaluated by measuring platelet and plasma
fibrinogen levels which were significantly maintained when S. parahyba extract inocu-

lation occurred at the same route after B. pauloensis venom injection. In conclusion,
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our observations confirmed that the aqueous extract of S. parahyba possesses potent
snake venom neutralizing properties. It may be used as an alternative treatment to
serum therapy and as a rich source of potential inhibitors of toxins involved in several

physiopathological human and animal diseases.

Key words: Snake venom, Bothrops pauloensis, Crotalus durisus terrificus, Inhibition,

Plant extract, Schizolobium parahyba.

2.1 Introduction

Venomous snakebites affect around 2.5 million people annually killing more than
100.000™. The burden of morbidity and mortality is greatest in rural areas? . In Latin
America, snake bite envenomation constitutes a relevant public health where most
accidents are due to species of genus Bothrops, although envenomations by Crotalus
spp. also occurs particularly in South America, where they are usually associated with

: : [l 6}
severe systemlc envenomatlonsm..

Animal venoms including snake venoms are complex mixtures of proteins, including
phospholipase A, (EC 3.1.1.4), myotoxins, hemorrhagic metalloproteinases, cytotoxins
and other proteases that act by different mechanisms. The pathophysiology of snake
bite envenomation involves a complex series of events that are dependent on the com-
bined action of these venom components. Bothrops snake venoms induces release
of pharmacologically active substances, with pronounced local effects such as hem-
orrhage, edema, inflammation, and tissue necrosis. In addition, relevant haemostatic

and hematological alterations are frequentm.

A serious consequence of Bothrops snake bites is muscle necrosis which can evo-
lutes with permanent loss of tissue or function, and requires amputation of the affected
member®. This myonecrosis may be due to a direct effect of myotoxic phospholi-

pases A, (PLA,s) homologues upon plasma membranes of muscle cells™ or by hemor-

rhaging, zinc-metalloproteinases, capable of disrupt the capillary basement membrane



2.1 Introdugdo 34

and causing alterations on capillary vesselsH.

Antivenins are commonly used to treat the snake bites, however, they are limited
in their efficacy in the neutralization of local tissue damage. Degradation of local tissue
damage is a continuous process which is prolonged even after the administration of
antivenin @M pue to inherent disadvantages such as the high cost, hypersensitivity,
non-availability and lack of protection against local effects, a systematic investigation

of plant source remedies for snake bite is justified.

Medicinal plants play a key role in world health, as they are source of many phar-
macologically active compounds. Many of these substances structurally resemble
biological compounds, and this similarity is the basis of their physiological action™.
Many plants are used in popular medicine to treat snake bite envenomation. Me-
dicinal plant extracts, a rich source of nature inhibitors and pharmacologically ac-
tive compounds, have been shown to antagonize the activity of some venoms and
toxins. Several species of Brazilian flora are popularly known as antiophidian, and
. .
,

have been scientifically investigated as Eclipta prostatamm, Curcuma longa

i i)

. 16 . . .. .
biscus esculentus., Casearia sylvestris—, Musa paradisiaca-, Mucuna pruriens

Casearia mariquitenses; Bauhinia forficatam, Annoma senegal/ensis, Mikania
glomerata, Piper umbellatum and Piper peltatum, Cordia verbenaceam, and Pent-

taclerthra macroloba.

Schizolobium parahyba (Sp) (Caesalpinoideae), a plant found in Mata Atlantica
in Southeastern Brazil, and popularly called Faveira, Guapuruvu or Umbela, is used
in form of teas and infusions against ophidism by people of Tridngulo Mineiro region
(Minas Gerais, Brazil). In the present study, the ability of the aqueous extract from
Schizolobium parahyba (Sp) to neutralize the main enzymatic and biological activities
induced by snake venoms (Bothrops pauloensis and Crotalus durissus terrificus) and
some isolated toxins was evaluated. Additionally, was also reported the protective

effect of Sp when administered at the same route after venoms or toxins injections.
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2.2 Materials and methods

2.2.1 Preparation of venoms and toxins

Bothrops pauloensis (Bnp) and Crotalus durissus terrificus (Cdt) venoms were ob-
tained from the serpentarium of Pentapharm, Minas Gerais, Brazil. Metallopproteinase
neuwiedase (Neuw) and myotoxin BnSP7 from the B. pauloensis snake venom, and
PLA, (CB) from the C. durissus terrificus snake venom were purified as previously
described®2282  The lyophilized venoms and toxins were weighted, dissolved in
phosphate-buffered saline, pH 7.2 (PBS) and centrifuged at 3000xg for 10 min. The
supernatants were collected and immediately used for the experiments. Proteins were

estimated by the method of BRADFORD] (1976)2.

2.2.2 Animals

Swiss male mice (18-22g) were kindly provided by the Institute Vallé, Minas Gerais,
Brazil and maintained under standard conditions (temperature 22 + 1°C, relative hu-
midity 60 4+ 5%, 12 h light/dark cycle) with standard diet and water ad libitum.

2.2.3 Preparation of plant extract

The leaves of Schizolobium parayba (Sp), collected in Uberlandia, MG, Brazil, were
washed, stirred with deionized water in a waring blender for 15 min at room temperature
and the sieved. The filtrate was centrifuged at 30.000xg for 15 min and supernatant
was lyophilized and stored at —20 °C. The aqueous extract of Schizolobium parayba

(Sp) was weight and dissolved in PBS before use.

2.2.4 Neutralization assays

For phospholipase A, (PLA;), coagulant and fibrinogenolytic activities, toxins and

venoms were previously incubated with Sp at different ratios (1:1, 1:5, 1:10 and 1:50,
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venoms or toxins/extract, w/w) for 30 min at 37 °C before the tests. For neutralization
of biological effects two experimental conditions were tested: (i) Incubation: Mice
received solutions containing venoms or toxins previously incubated with Sp at ratio
(1:50 venom/extract, w/w) for 30 min at 37 °C; (ii) Treatment: Mice received solutions
containing venoms or isolated toxins and 15 min later the animals were inoculated
by the same route with Sp. For these experiments, were utilized the ratios 1:50 and
1:100 venom/extract, w/w. The aqueous extract of Sp concentration was expressed in
terms of dry weight and the amount of extract used in each experiment was established
according to the concentration of the venom or toxin indicated for each test (Borges et
al, 2000)

2.2.41 PLA; activity

PLA, enzymatic activity was measured by an indirect hemolytic assay on agarose
gel, using washed mice erythrocytes and hen’s egg-yolk emulsion as substrate,m.
Solutions contained Sp (10 ng, 50 ug, 100 ug, 500 ug/20 uL PBS) incubated with Bp,
Cdtvenoms orisolated PLA, (CB) (10 ng/20 uL PBS) at 37 °C for 30 min were assayed.
Venoms, PLA; or Sp solutions were used as control. Enzymatic activity was expressed
as percentage, 100% inhibition indicating the absence of activity of the venom incubated

with the aqueous extract. Each experiment was expressed by the mean +SD (n=3).

2.2.4.2 Coagulant activity

Coagulant activity of Bp or Cdfvenoms on bovine plasma was assayed according
to [ASSAKURA et al] (1992)F2. For the inhibition tests, venoms solutions 10 ug/20 L
PBS were previously incubated with Sp (10 ug, 50 ug, 100 ug, 500 ug/20 uL PBS) at

37 °C for 30 min and added immediately on 0.1 mL plasma. The time to clot the plasma
solutions was recorded. Control PBS, venoms and Sp were used. Coagulant activity
was expressed by the mean time of coagulation (in seconds) induced by the snake

venoms in the absence and presence of Sp.
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2.2.4.3 Proteolytic activity upon fibrinogen

Fibrinogenolytic activity was evaluated according to@d

. Samples of 50 uL of bovine
fibrinogen (1 mg/mL PBS) were incubated with 5 nug of Bp venom at 37 °C for 2 h. The
reaction was stopped with 25 uL of 0.5 M Tris-HCI buffer, pH 6.5 containing 2% (w/v)
SDS, 10% (v/v) s-mercaptoethanol and 0.05% (w/v) bromophenol blue. Samples were

then analyzed by 14% (w/v) SDS-PAGE.

2.2.4.4 Hemorrhagic activity

Swiss male mice (18-22 g) received two minimum hemorrhagic doses (MHD) of only
crude venom Bp (16.3 ng) in 50 uL of PBS intradermicallym. Control mice received
only PBS or Sp. Three hours after injection, mice were killed, and the hemorrhagic

area of their skin was measured.

2.2.4.5 Myotoxic activity

Swiss male mice (18-22 g) were injected intra-muscularly in the right gastrocnemius
with 50 uL of solutions containing 25 ug of Bp or Cdt venoms or 50 ug of toxins PLA,
(CB) or Neuw or BnSP7. Control mice received only PBS or Sp. After 3 h, the animals
were bled from the tail and blood was collected into heparinized capillary tubes. Plasma
creatine kinase activity was determined using a commercial kit (Biotécnica, Brazil).
Activity was expressed in units/L, one unit corresponding to the production of 1 umol
of NADH per min at 30 °C.

2.2.4.6 Histopathological analysis

The myonecrosis was evaluated on the basis of the morphologic alterations induced
by i.m. injections of 50 ug/50 uL of Bp venom in the right gastrocnemius skeletal

muscle of Swiss mice (18-22 g, n=4)

. Control mice received only PBS or Sp. After
24 h, the animals were sacrificed by deep anesthesia with ethyl ether and a small

section of the central region of the muscle was excised and soaked in fixing solution
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(10% formaldehyde in PBS, v/v). The material was then dehydrated by increasing
concentrations of ethanol and processed for inclusion in paraffin. The resulting blocks
were sliced in 2.5 um thick sections, stained with 0.25% (w/v) hematoxin-eosin and

examined under a light microscope.

2.2.4.7 Platelet and plasma fibrinogen determination

For neutralization of some systemic alterations by Sp, the platelet and plasma
fibrinogen levels were evaluated. Groups of four Swiss male mice (18-22 g) were
injected in the right gastrocnemius muscle with 50 pL of PBS solution containing 50 pg
of Bp. Control animals received 50 uL PBS or Sp only and 6 h later, the animals were
sacrificed with ethyl ether. The blood was collected by cardiac puncture in the presence
of EDTA and the blood samples were analyzed by automation at the Sysmex LX-21N
to determine platelets number. The plasma fibrinogen concentration was determined
by clotting time after obtained the plasma in the presence of citrate using a commercial

kit (Biotécnica, Brazil).
2.2.5 Statistical Analysis
The results were presented as medium standard deviation (SD). Statistic signifi-

cance of results was evaluated using Kruskal-Wallis-test. The value of p<0.05 was

considered significant using the program R Languagem.

2.3 Results

2.3.1 Neutralization of enzymatic activities of crude venoms and

toxins

Table 1| shows the PLA, activity in the presence or absence of Sp. After incubation
Sp inhibited 26% and 25% PLA, activity of Cdt venom and its isolated PLA, (CB),
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respectively at 1:1 ratio (venom or toxin/extract, w/w). At ratio 1:50 (venom/extract,
w/w) 100% of PLA, activity of Bp and Cdf venoms was inhibited by Sp.

The clotting activity induced by Bp venom was partially inhibited by Sp at lower
ratios 1:1 and 1:5 (venom/extract, w/w). The extract was able to increase the clotting
time, prolonging it around three and eight times, when the venom of Bp was incubated
with Sp at 1:10 and 1:50 (venoms/extract, w/w), respectively. However, it was faintly

effective in inhibiting this activity induced by Cdt venom (Tabela [1)).

Figure |7/ shows that Bp degraded the Aa and B/ chains of bovine fibrinogen after
2h incubation. Partial inhibition of the B3 chain degradation was observed when venom
and extract at ratios 1:10 or 1:50 (venom or toxin/extract, w/w) were incubated together
and 30 min later mixing with fibrinogen. The degradation of Aa chain was partially

inhibited by the extract at ratio 1:50 (venom or toxin/extract, w/w).

2.3.2 Inhibition of biological effects of crude venoms and toxins

The haemorrhagic activity induced by Bp venom was totally inhibited by the aqueous
extract from Sp when these samples were previously incubated before venom injections
(Figura[8). When Sp was inoculated 15 min later at the same route, the haemorrhage
induced by Bp was inhibited 38.9% (1:50, venom/extract, w/w) and 71.3% (1:100,

venom/extract, w/w) (Figura [g).

The myotoxicity induced by Bp and Cdf venoms and their isolated toxins was
confirmed by the increment of plasma CK level (Figura [9). When Sp was previously
incubated with venoms or toxins at a ratio 1:50 (venom or toxins/extract, w/w), myotoxic
activity was efficiently inhibited. Sp was also able to inhibit partially this activity when
administered 15 min after of Bp venom (post-envenomation), neuwiedase or BnSP-7
injections (Figura [9(A), B(B), [9(C)). In the same way, Cdt venom and toxin PLA, (CB)
were inhibited only at ratio of 1:100 (venom/extract, w/w) (Figura [9(D) and [9(E)).

The histopathological analysis clearly demonstrated that Bothrops pauloensis venom
causes myonecrosis (Figura [10(B)), showing a drastic hemorrhage, necrosis and a

pronounced edema. These alterations, mainly hemorrhagic effect was lower when the
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animals were injected with venom previously incubated with Sp (Figura [T0(D)), but in
contrast, the leukocyte infiltrate was fairly prominent. The treatment with Sp at 1:50
and 1:100 (venom/extract, w/w) at site injection decreased partially the local tissue al-
terations, although the hemorrhage has been considerably inhibited (Figura [10(E) and
[T0(F)). Neither PBS nor Sp induced morphological alterations when they were injected

alone, respectively (Figura[T0(A) and [10(C)).

Platelet number and plasma fibrinogen concentration decreased approximately
56% and 63%, respectively when Bp venom was injected by i.m. route in mice (Fig-
ure [11(A) and [11(B)). The Sp aqueous extract when previously incubated with Bp at

1:50 (venom/extract, w/w) was able to neutralize significantly these alterations. This

protective effect was also observed when the mice were treated with Sp at 1:100

(venom/extract, w/w) i.m. 15 min after the venom injection.

2.4 Discussion

Medical and economical importance of plants has motivated several scientific and
ethnopharmacological studies that have resulted in the discovery of many interesting
properties. Some studies can confirm the biological effects popularly attributed to these

plants and the best way to their utilization.

Several medicinal Brazilian plants have been widely used in popular culture as neu-

IEI_ In medicinal flora the searching

tralizer of many effects induced by snake venoms
for active principles capable of neutralizing the venom lesioning effects constitutes an

important field of scientific investigations.

In the present study the neutralizing effects of Sp extract against some enzymatic
and biological activities from snake venoms and toxins were evaluated. Sp was very
effective to inhibit the activities induced by Bothrops pauloensis and Crotalus durissus
terrificus venoms, as well as by some isolated toxins when previously incubated at
different ratios before assays. There was a significant inhibition of PLA,, coagulant,
fibrinogenolytic, hemorrhagic and myotoxic activities, as well as the reduction of the

decrease of platelet number, and plasma fibrinogen concentration during in vivo assays.
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The antivenom activity of several extracts may be due to the presence of enzyme
inhibitors, chemical inactivators or immunomodulating principles. The efficacy of
plant species as inhibitors of the toxic and pharmacological actions of snake venoms
may be attributed to the presence of multiple factors. Based in our results Sp seems
to be a potent anti-ophidian mixture.

Many vegetal extracts contain compounds capable of neutralizing the PLA, and

EAEAEERIRIARERT  Thege guthors sug-

proteolytic activities of snake and bee venoms
gested that extracts of plants caused inhibition of these enzymes by compounds that
bind to divalent ions (Ca*™ or Zn**) important for enzymatic activities. We also veri-
fied that PLA, and proteolytic activities were inhibited by Sp, and it is well known that
these enzymes depend on metallic ions to exert their action. However this chelate
effect induced by compounds of extracts, removing these ions from the medium was
discarded by BORGES et al] (2005)f. These authors showed that the inhibition of

PLA, activity by Musa paradisiacca (MsE) aqueous extract did not reverse the activity

when an excess of Ca*™ ions was added in the assay. In present work we observed

this same effect (results not shown).

Regarding a possible action mechanism, some studies have shown that no alte-

ration occurs in electrophoretic pattern of snake venoms after incubation with different

23 ke

extracts, excluding the proteolytic degradation as a potential mechanism . How-

ever, |BORGES et aI.| (|2005|)IEI suggested that the possible antivenom activity of MsE

occurs due to association of its own components with the venom proteins. They ana-
lyzed these properties by electrophoresis that showed a different protein profile of ve-
noms after treatment with aqueous extract of Musa paradisiacca (MsE). The presence
of proteins in the pellet fractions treated with MsE confirmed that this extract induces
precipitation of different proteins, resulting in a non-specific effect. A partial chemical
characterization of this extract showed presence of polyphenols, and probably these
compounds would be responsible for protein precipitationm. Previous analysis of 'H
and 3C NMR of Sp have been done in our laboratory, and showed that Sp extract is
probably a rich source of polyphenols (results not showed), and also probably contains
compounds able to associate with venom proteins, modifying therefore their enzymatic

and biological properties.
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One interesting aspect of the present study was to demonstrate the capacity of Sp
to neutralize some local and systemic alterations induced by venoms or toxins when
administered at the same route some time after venoms injections. Previous assays
were done to choice the better time to inoculate the Sp extract after venoms or toxins
injections. After 15 min, the same inhibitory effect was observed from different biological
activities. In this way tissue local damage such as hemorrhage and myotoxicity (Figura

9 and was partially inhibited when Schizolobium parahyba extract inoculation

occurred via the same route after venoms or toxins injections. |BORGES et aI.| (|2005|)

also demonstrated the way of plant extract to neutralize the effects induced by snake
venoms. They observed no protection when venom and vegetal extract were injected

via different routes.

Snake envenomation is considered as a subcutaneous or intramuscular injection of
the venom. In this study the inhibitory effect of Sp upon the spreading of venom proteins
from the injected area into systemic circulation was evaluated. The neutralization of
systemic alterations induced by i.m. injection of Bp venom was evaluated by measuring
platelet and plasma fibrinogen levels. To allow the development of systemic alterations
such as haemostatic and hematological disturbances, venom proteins are needed to

diffuse from the injected area into systemic circulation™.

Platelet number and plasma fibrinogen concentration (Figura [11(A) and |11(B))

were significantly maintained when Schizolobium parahyba extract inoculation occurred

via the same route after Bp venom injection. Although the precise mechanism of
neutralization by Sp remains unclear, the Sp components inhibited partially the diffusion
of venom proteins from injected area into systemic circulation due to association of its
components with venom proteins, mainly proteolytic enzymes which are important for
envenomation. These enzymes cause rapid spreading of venom components from
the injected area into systemic circulation by degradation of extracellular matrix and

391
vascular basement membrane..

In conclusion, we have demonstrated that enzymatic and biological activities of
venoms and some toxins were inhibited by Sp. Although the mechanism of action of
Schizolobium parahyba extract is still unknown, our studies support the hypothesis that

the neutralizing properties of Sp occur probably due the association of its components
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with the venom proteins. The isolation and structural elucidation of these compounds
will allow the understanding of the interaction with these proteins and consequently the
inhibition mechanism. Therefore the development of target molecules may become a

novel therapy for snake envenomations.
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Ad
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Figura 7: Inhibition of fibrinogen proteolysis induced by (5 ug) Bp by Sp aqueous
extract. Samples were incubated with extract at different ratios by 30 min at room
temperature, and incubated with 50 pL of fibrinogen solution (1.0 ug/uL PBS) at 37 °C
for2 h. SDS polyacrilamide gel electrophoresis (14%) shows fibrinogen degradation. 1-
Fibrinogen (fib) (15 ug), 2- fib+Bp, 3- fib+Bp+Sp(1:1), 4- fib+Bp+Sp(1:5), 5- fib+Bp+Sp
(1:10), 6- fib+Bp+Sp (1:50)
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Figura 8: Inhibition of hemorrhagic activity induced by Bp venom. For this assay 2MDH
crude venom were incubated for 30 min at 37 °C with aqueous extract Sp at 1:50
(venom/extract, w/w) ratio or Sp extract was inoculated at the same route 15 min later
of venom injection. For these experiments the ratios 1:50 and 1:100 (venom/extract,
w/w) were utilized. Each experiment represents the mean S.D. (n=5). (*) The difference
between Absence and Presence of Sp was significant (p<0.05).
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Figura 9: Inhibition of myotoxic activity of Bp, Cdt venoms, and isolated toxins by Sp
in incubation and treatment conditions. Animals were injected i.m. with (25 ug/50 ulL)

venoms or (50 ug/50 uL) toxins and plasma CK activity was measured at 3 h. Controls

mice were injected with PBS or Sp extract alone. Results are reported as means

SD (n=6). (*) The difference between Absence and Presence of Sp was significant

(p<0.05).



2.5 Agradecimentos 48

| ;20.0 yra 0]

(E) (F)

Figura 10: Histopathological analysis of the right gastrocnemius skeletal muscle of
Swiss mice (18-22 g, n=4) 24 h after injection of 25 uL of Bp venom dissolved in 50 pL
PBS, stained with hematoxin-eosyn. Mice were injected with PBS or Sp alone
((C)); Bp venom ((B)); Bp venom incubated with Sp at 1:50 (venom/extract, w/w) ((D}).
Treatment with Sp at the same route 15 min after Bp venom injection 1:50 and
1:100 (venom/extract, w/w). Some fibers were still preserved while others showed
different stages of necrosis. Notice the presence of hemorrhage (H), necrosis (N), and
abundant inflammatory infiltrate (I). 260X
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Figura 11: Inhibition of decrease of platelet, and plasma fibrinogen levels after Bp
(50 nug/50 uL PBS) i.m. injection by Sp extract following incubation at a ratio of 1:50
venom/extract, w/w) by 30 min at 37 °C; or treatment with Sp at the same route 15 min
after venom injection. For these experiments, were utilized the ratios 1:50 and 1:100
(venom/extract, w/w) plasma fibrinogen mg/dL, platelets 108/mm3. Bars

represent the mean + S.D. (n=5). The difference between Absence and Presence of
Sp was significant (p<0.05)
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Capitulo 3
Estudo da toxicidade aguda do extrato vegetal

aquoso de Schizolobium parahyba



Abstract

Schizolobium parahyba (Sp) is a plant used against ophidism. Recent studies have
been showing that the extract of Sp has potent effect against lesions induced by toxins
presents in snake venoms. This work evaluated the acute toxicity of the aqueous extract
of Sp after 24 hours of the administration i.p. in Swiss males mice (18-22 g). The acute
toxicity was evaluated by analysis of biochemical, hematological and histopatological
alterations. Alterations were observed in the transaminases levels, bilirrubin, albumin
and time of prothrombin, probably due to the hepatic alterations that were confirmed
by light microscopia. The Histopathological analysis of the liver revealed the presence
of inflammatory infiltrate. It was not found any other histopathologic alteration us other
appraised organs due to the use of Sp. Our results confirm the low toxicity of the
extract of Schizolobium parahyba. This study, therefore it serves as initial model for
future researches that determine the acute toxicity of the extract of Sp and for discovery

of doses that don’t cause damages to the organism.

keyword: vegetal extract, acute toxicity, Schizolobium parahyba.
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Resumo

Schizolobium parahyba (Sp) € uma planta usada contra acidentes ofidicos. Es-
tudos recentes tém mostrado que o extrato de Sp tem potente efeito contra lesdes
induzidas pelas toxinas presentes em peconhas ofidicas. Este trabalho avaliou a
toxicidade aguda do extrato aquoso de Sp apos 24 horas da administragéo intraperi-
toneal em camundongos Swiss machos (18-22 g). A toxicidade aguda foi avaliada
pela analise das alteragbes bioquimicas, hematolégicas e histopatologicas. Foram
observadas alteragdes nos niveis de transaminases, bilirrubina, albumina e tempo de
protrombina, provavelmente devido as alteragdes hepaticas que foram confirmadas
por microscopia de luz. A analise histopatologica do figado revelou a presenca de in-
filtrado leucocitario. Nao foi encontrada nenhuma outra alteragao histopatolégica nos
demais 6rgaos avaliados em decorréncia do uso de Sp. Nossos resultados confirmam
a baixa toxicidade do extrato de Schizolobium parahyba. Este estudo, portanto serve
como modelo inicial para futuras pesquisas que determinem a toxicidade aguda do

extrato de Sp e para descoberta de doses que ndao causem prejuizos ao organismo.

Palavras chave: extrato vegetal, toxicidade aguda, Schizolobium parahyba.
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3.1 Introducao

Os produtos naturais vém sendo usados pelo homem desde os primérdios da civi-
lizagdo humana para tratar e curar varias doengasm. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) cerca de 65 a 80% da populacéo de paises em desenvolvi-
mento dependem essencialmente de plantas para a manuten¢ao da saude, devido a
pobreza e a consequente falta de acesso a medicina moderna. Apesar disso, relati-
vamente poucas plantas tem sido cientificamente estudadas quanto a sua qualidade,

. 3
eficiéncia e seguranga.

. A avaliagado quanto a toxicidade das plantas € fundamental,
pois 0 uso tradicional ndo é suficiente para validar a utilizagdo de infusdes, chas e
compressas como medicamentos eficazes e seguros. Do ponto de visto toxicoldgico
deve se considerar que uma planta medicinal ndo tem somente o efeito terapéutico
esperado. Como todo composto estranho ao organismo sofre biotransformagao e
seus produtos podem ser toxicos a ponto de causar danos a saude. Muitas plantas
apresentam significantes efeitos téxicos como mutagenicidade, embriotoxicidade ou

@

mesmo toxicidade sistémica™, por isso € muito importante o estudo da toxicidade de

plantas usadas como remédios.

O numero de acidentes ofidicos na parte central do Brasil evidencia que o ofidismo,
principalmente com serpentes do género Bothrops (jararacas), constitui um problema
de saude publica. A Unica terapia para reverter os efeitos lesivos causados pelas
picadas de serpentes € a soroterapia. Uma alternativa a soroterapia para neutralizar
os efeitos lesivos das peconhas € o uso de principios ativos da flora medicinal para
tratar os efeitos dos envenenamentos caracterizados por dor, edema, necrose do

. : cya - _[BEMDE
tecido muscular e hemorragia local e sistémica® 808

O uso de folhas e sementes de Schizolobium parahyba (Caesalpinoideae) conhe-
cida popularmente por faveira, guapuruvu ou umbela é uma pratica tradicional na
regiao do Triangulo Mineiro para tratar pessoas e animais que foram picados por ser-
pentes. Estudos recentes tém mostrado que o extrato de Schizolobium parahyba tem

potente efeito contra lesdes induzidas pelas toxinas presentes na pegonha.

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade do extrato de Sp e estabelecer a

seguranga do uso de Schizolobium parahyba avaliando sua toxicidade aguda ensaiada
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em camundongos.

3.2 Materiais e Métodos

3.21 Extrato vegetal

Foram coletadas folhas de uma planta previamente identificada numa area de
cerrado modificado. As folhas de Schizolobium parahyba (Sp) foram lavadas e ho-
mogeneizadas com agua desionizada em um triturador por 15 minutos a temperatura
ambiente. O material foi filtrado e centrifugado a 30.000xg por 15 minutos e o sobre-
nadante foi liofilizado e estocado a —20 °C. O extrato (EV) liofilizado das folhas foi
pesado e dissolvido em solugao salina (NaCl 0,9%) antes do uso. A concentragao de

extrato foi expressa em termos de massa seca liofilizada.

3.2.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (18-22 g) fornecidos pelo Instituto
Valle do Brasil e mantidos no LEA (Laboratério de Experimentagdo Animal) da Univer-
sidade Federal de Uberlandia sob condi¢cbes de temperatura e umidade controladas

(22+1 °C e 60+ 5%, respectivamente) e com dieta “ad libitum”.

3.2.3 Toxicidade aguda

Testes preliminares foram conduzidos para determinar a dose letal capaz de provo-
car a morte de 50% dos animais (DL50), ap6s uma unica administragdo do extrato
vegetal de Sp. Grupos de 20 camundongos Swiss receberam 0,5 mg, 1 mg, 1,5 mg
e 2 mg de extrato vegetal de Sp por grama de animal para determinagao da DL50 de
Sp e um grupo recebeu apenas solugéo salina (NaCl 0,9% m/v). O extrato vegetal
foi administrado por via intraperitoneal. Os animais foram observados quanto aos sin-

tomas de toxicidade e mortalidade por 24 horas. Apos 24 horas 10 animais de cada
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grupo foram sacrificados e submetidos a pun¢édo cardiaca e necrépsia. Os 10 animais

restantes de cada grupo foram observados por 7 dias.

A racgéo e agua fornecida aos animais durante as 24 horas de teste foi pesada e
medida, respectivamente, no inicio e término do experimento para averiguar se ocorreu

a diminui¢ao da ingestdo durante a experimentacao.

3.2.4 Analise do sangue

O sangue dos animais anestesiados foi coletado por pungao cardiaca na presenca
ou n&o de anticoagulante EDTA ou citrato de sédio 0,130 M em eppendorfs. Parte do
volume de sangue obtido de cada animal foi destinada para os testes bioquimicos e

parte para a determinagdo dos parametros hematolégicos.

3.24.1 Testes bioquimicos

O sangue coletado na presenca de EDTA foi centrifugado a 2000x g por 20 minutos
a 4 °C para a obtengao do plasma para quantificar albumina, glicose, uréia, creatinina
e transaminases (AST e ALT). Com soro foram determinadas bilirrubina (total e direta).
Para a quantificagcao desses analitos foram usados kits comerciais da marca Biotécnia

- Brasil, utilizando espectrofotdmetro da marca Pharmacia Biotech.

3.2.4.2 Parametros hematolégicos

Amostras de sangue foram analisadas usando um contador automatico de células
da marca Sysmex LX -21N para contagem de eritrocitos, leucécitos e plaquetas e para

a determinagao da concentragdo de hemoglobina e hematocrito.

3.2.4.3 Analise histologica

Apds a morte dos animais a cavidade toracica foi aberta. Os 6rgédos: figado,
rins, pancreas, baco, coragao e estbmago foram submetidos a biopsia e a presenca

ou auséncia de anormalidades macroscopicas foram observadas. Em seguida foram
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fixados em salina com formol a 10% (v/v) por 24 horas e entdo foram desidratados e
incluidos em blocos de parafina. Apos a confec¢ado das laminas os cortes de 5 um

foram corados com HE.

3.2.5 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como desvio padrdo médio (DP). A significancia
estatistica dos resultados foram realizados utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis. Com

significancia de a < 0,05 usando o programa R Language.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Toxicidade aguda

Do ponto de vista toxicolégico, deve se considerar que as plantas contém uma
grande variedade de principios ativos que podem levar a efeitos assintomaticos como

efeitos nefrotoxicos e hepatotoxicidade.

Imediatamente apds as aplicagdes de Sp por via intraperitoneal efeitos adversos
foram observados, tais como hipoatividade, contracbes abdominais, ritmo de respi-
ragdo acelerado, pelo ericado e postura anormal (tabela [2). Estes sintomas foram
sendo minimizados e desapareceram 50, 60, 80 e 120 minutos depois das aplicacbes

para 0s grupos que receberam 0, 5; 1,0; 1,5e 2,0 mg de Sp/g animal, respectivamente.

Apesar dos sintomas iniciais, Sp ndo causou a morte de nenhum animal em todas
as doses testadas (tabela [2). Este dado indica que provavelmente o extrato de Sp
nao é capaz de causar a morte mesmo em altas doses. A dosagem de 2 mg/g de
animal corresponderia para um humano de 65 kg a dose de 130 g de extrato™ @ ver
as demais. Doses maiores ndo foram testadas devido a dificuldade de solubilizagao e

administragao do extrato de Sp.

Os animais que receberam 2 mg de Sp por grama de animal, administrados por via

intraperitoneal tiveram perda de peso e significativa reducéo de 41 e 45% na ingestéao
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de agua e ragao, respectivamente, quando comparados ao grupo que recebeu solugéo
salina (tabela [3).

A dosagem de parémetros bioquimicos € um dos métodos utilizados para avali-
acao dos efeitos fisioldgicos desencadeados no organismo apos a administracdo de
principios ativos de plantas ou qualquer outra substancia entranha ao organismom.
A elevagado de uréia e creatinina plasmaticas sdo consideradas como significativos
marcadores de disfungdes renais™@. O aumento de uréia no sangue pode estar rela-
cionado com aumento do catabolismo de proteinas ou com mudangas histopatologicas
nos rins que podem levar a disturbios no sistema de transporte dos constituintes bio-
quimicos dos rins™.  Os niveis de uréia dosada no plasma n&o se apresentaram
significativamente alterados nas primeiras 24 horas apés a inoculagao de Sp (tabela
4). O grupo controle apresentou média de 0,4 mg/dL de uréia enquanto o grupo

tratado com 2mgSp/g animal teve média de 0, 37 mg/dL (tabela 4)).

Sp parece nao ter causado alteragdes na funcéo renal dos animais (tabela |4) uma
vez que nao foi observado alteragdes nos niveis de creatinina. Os niveis séricos de
creatinina aumentam a medida que ocorre a diminuigdo da taxa de filtracdo glomerular
€ por isso, esses niveis podem ser utilizados como marcadores da fungao renal®™.
Corroborando com estes resultados, Sp também n&o induziu alteragdes morfoldgicas

no tecido renal (resultados ndo mostrados).

Os niveis de glicose sanguinea foram significativamente alterados, a média do
grupo tratado foi 78mg/dL de sangue enquanto a média do grupo controle foi de
159,25 mg/dL, como mostra a tabela 4] Varios estudos tém demonstrado que algu-

mas plantas como Bauhinia forficata™ Eugenia jambolana 'E,

, Salacia oblonga
possuem principios ativos capazes de promover a diminuigdo da glicemia, embora 0s
mecanismos que promovam hipoglicemia ndo tenham sido demonstrados. Nossos
resultados sugerem que o baixo indice glicémico observado pode também ser dev-
ido a redugao da ingestdo de alimento nas 24 horas apds a inoculagéo de Sp, como

mostrado na tabela 3l

Os animais tratados com 2mg de Sp por grama de animal apresentaram niveis de
bilirrubina direta e total, significativamente aumentados em 42 e 60%, respectivamente

(tabela [4). Os valores de AST (aspartato transaminase) também se apresentaram
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aumentados em aproximadamente duas vezes quando comparados ao controle com
salina (tabela[). Tanto a bilirrubina quanto as transaminases séo produzidas no figado
gue € um orgao muito importante devido ao seu papel chave na regulagao de varios
processos fisioldgicos no organismo. O figado esta envolvido em varias fungdes vitais,
tais como metabolismo, secrecdo e estoque, possuindo a capacidade de detoxificar

1191 20 . e ~ .
MARIRT  Agsim aquantificagdo de enzimas

0 organismo exposto a compostos toxicos
hepaticas € um bom parametro para avaliar se estdo ocorrendo lesdes no 6rgao
Elevados indices de ALT e AST no plasma sdo usualmente indicativos de doencas
hepéticas. Os niveis de bilirrubina podem se elevar no plasma devido ao aumento

da destruicdo de eritrocitos ou por lesdes hepaticas como necrose periportal'z”m

que
diminuem sua conjugagéao e consequentemente sua excregéom. Nossos resultados
demonstram que os valores aumentados de bilirrubina podem ser devidos a uma
disfuncao hepatica preferencialmente do que um processo hemolitico intenso, haja
visto que os valores obtidos no hemograma demonstram claramente que o extrato
de Sp néo foi capaz de causar nenhuma alteragao significativa no numero de células

sanglineas (tabela[5).

A diminuicdo da concentracao plasmatica de albumina, uma das proteinas mais
abundantes no sangue, e dos fatores da coagulacdo sangtinea no plasma podem
servir de marcadores para indicar se houve prejuizo na fungao de sintese hepatica, pois
estas proteinas sao produzidas exclusivamente no fl'gado'm. Os animais tratados com
Sp tiveram reducao dos niveis de albumina no sangue em 21%, porém n&o sao valores
estatisticamente significativos (tabela[d]). A avaliagdo do tempo de protrombina mostrou
que o tempo de coagulag&o do plasma dos animais que receberam o extrato de Sp foi
prolongado em 2 vezes sugerindo que a concentragao plasmatica de protrombina esta
reduzida, essa reducao pode ser devido a lesGes hepaticas. A avaliagdo dos niveis
plasmaticos de albumina e protrombina mostrou alteracbées que embora ndo sejam
significativas sugerem que a funcéo de sintese do figado nos animais tratados com Sp

foi prejudicada.

Os testes bioquimicos quantificando bilirrubina, albumina, transaminases e tempo
de protrombina mostram que o extrato de Sp administrado em altas doses pode causar

prejuizos ao figado dos animais tratados, esses resultados foram confirmados pela
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microscopia de luz. Foi observado discreto infiltrado linfoplasmocitario (1) (fig.

3.4 Conclusoes

O presente estudo demonstra que o extrato de Sp quando administrado em altas
doses apresenta baixa toxicidade, causando discretos danos ao figado. Apesar disso
acreditamos que o extrato de Sp pode ser usado para o isolamento de compostos
ativos que possam ser utilizados como agente terapéutico contra o ofidismo desde
que se estabeleca doses terapéuticas mas com cautela usando doses inferiores a
de 2mg por grama de peso. Este estudo serve como modelo inicial para futuras
pesquisas como genotoxicidade, mutagenicidade, carcinogenicidade e determinacao
da toxicidade crbnica do extrato de Sp e compostos isolados para descoberta de doses

gue nao causem prejuizos ao organismo.
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Tabela 2: Determinagcdo da toxicidade aguda do extrato aquoso de Schizolobium
parahyba administrado por via intraperitoneal em camundongos

Dose
(mg Sp/g  N° M/T(24 horas) N° M/T(7 dias) Sintomas de toxicidade
animal)
0 0/10 0/10 -
0,5 0/10 0/10 hipoatividade
hipoatividade, contracoes,
1,0 0/10 0/10 pélo ericado
hipoatividade, contragdes,
1,5 0/10 0/10 pélo ericado, postura anormal
hipoatividade, contracdes,
20 0/10 0/10 pélo ericado, respiracao

acelerada e postura anormal

M/T: mortes/camundongos tratados

Tabela 3: Ingestdo de agua e alimento de camundongos 24 horas apods a inoculagéo
de 2 mg/g de Sp por via intraperitoneal

Dose (mgSp/g animal) Racgdo(g) Agua (mL)
0 45,05+0,5 60,55+0,6
2 *24,53+0,8 *35,97+0,7

Resultados s&o apresentados com média (n=10) e desvio padrao (*) A diferenca entre
auséncia e presenga de Sp foi significativa (p<0.05)
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(B)

Figura 12: Andlise Histopatoldgica do figado de camundongos machos (18-229) ino-
culados por via intraperitoneal com 2 mg de Sp/g animal (A) ou com 100 uL de salina
(B) ap6s 24 horas da inoculagdo. Observar as estruturas de VP (veia porta), DB
(ducto biliar), AH (artéria Hepatica), H (hepatdcito) e a presencga de discreto infiltrado
linfoplasmocitario (I). 260x
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Tabela 5: Efeito do extrato de Sp sobre as células do sangue

Tratamento
Parametros
Salina Sp (2mg/g animal)
RBC (10° pL) 6,99+0,73 7,26+0,78
WBC (103 uL) 7,15+1,18 6,65+1,32
Hemoglobina (g/dL) 12,254+1,16 12,8+1,76
Hematocrito (vol. %) 41,7+4,83 42 654+5,19

Plaquetas (10% uL=') 1249,67+438,16 1133,75+215,05

RBC-= eritrécitos (Red Blood Cells), WBC= leucécitos (White Blood Cells). Resultados

sao apresentados com média (n=10) e desvio padrao
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