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Apresentação 2

As plantas medicinais constituem um reservatório de princípios ativos que podem

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

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

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

podem atuar sobre determinadas doenças. A comunidade cientí�camundial e do Brasil

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

de nossa �ora, e muitas agências de fomento têm liberado um grande montante de

recursos para �nanciar pesquisas que visem identi�car, isolar e caracterizar princípios

ativos de plantas.

Os envenenamentos ofídicos constituem um problema de saúde pública no Brasil

devido a grande incidência de acidentes e a gravidade dos efeitos. Devido aos en-

venenamentos as vítimas podem chegar ao óbito ou muitas vezes em decorrência

dos efeitos da peçonha sofrem perdas de tecido ou mesmo a amputação do membro

atingido principalmente em acidentes com serpentes do gênero Bothrops. A única

terapia disponível é a soroterapia que não consegue reverter os efeitos locais prin-

cipalmente de peçonhas de serpentes do gênero Bothrops, devido à di�culdade de

difusão do soro até os tecidos e a rápida difusão das toxinas ao redor do local da

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

este não está disponível para populações de regiões mais distantes e carentes, res-

tando a essas pessoas tratamentos alternativos como o uso de plantas que podem

ou não exibir o efeito esperado. Casos de intoxicações com plantas são bastante

comuns, já que no imaginário popular as plantas medicinais atuam de forma �mágica�

não exibindo nenhum efeito colateral ou prejudicial á saúde de quem as consome. En-

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

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

o estudo da toxicidade de plantas usadas como medicamentos deve ser realizado a

�m de conhecer se os efeitos bené�cos induzidos pela planta compensam realmente

seu uso.

Schizolobium parahyba, uma árvore de 10 a 30 m de altura, é uma espécie que

ocorre em regiões de Mata Atlântica, conhecida popularmente por faveira, guapuruvú

ou umbela, pertence à família das Leguminosas (Caesalpinoideae). Pessoas leigas da
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região do Triângulo Mineiro (Minas Gerais) utilizam as folhas e sementes de Schizolo-

bium parahyba contra o o�dismo na forma de chás e infusões.

Este trabalho buscou avaliar a capacidade do extrato aquoso de Schizolobium

parahyba em inibir os principais efeitos enzimáticos e biológicos da peçonha de

Bothrops pauloensis e da peçonha de Crotalus durissus terif�cus 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 injeção da peçonha. A toxicidade aguda do extrato de Sp também foi deter-

minada.

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

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

73). A dissertação foi dividida em: Capítulo 1 - Introdução ou Revisão de literatura

sobre os aspectos epidemiológicos do envenenamento ofídico, características estrutu-

rais e funcionais de constituintes das peçonhas de serpentes dos gêneros Crotalus e

Bothrops e uma revisão sobre extratos vegetais; Capítulo 2 - Estudo das propriedades

antiofídicas do extrato de Schizolobium parahyba e seu uso como tratamento local

(artigo submetido recentemente ao Phytotherapy Research) e Capítulo 3 - Estudo

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



Capítulo 1

Peçonhas de Serpentes e sua Inibição por

Extratos Vegetais
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1.1 Introdução Geral

1.1.1 As serpentes e o homem

As serpentes peçonhentas ou não sempre exerceram fascínio nos homens. Para

alguns povos orientais elas representaram deuses e para outros povos as serpentes

eram personi�cações do mal[1]. No Brasil durante o período de colonização dos por-

tugueses que primeiro idealizaram o paraíso devido à exuberância da paisagem,

após meio século da descoberta os relatos enviados a metrópole eram permeados

de apreensão devido à presença de muitos animais estranhos aos olhos dos europeus

e entre os animais citados estão as serpentes comomostra a carta de José de Anchieta

em 31 de maio de 1560[2]

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

Primeiramente direi das diversas espécies de cobras venenosas.

Umas chamam se jararacas, muitíssimo freqüentes nos campos

e nos matos e até nas próprias casas onde muitas vezes encon-

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

Hoje as serpentes peçonhentas ainda despertam o fascínio tanto pelo risco que

oferecem e pela letalidade das peçonhas quanto pela beleza e comportamento. En-

tretanto as serpentes podem ser admiradas também pela in�nidade de compostos

farmacologicamente ativos que têm sido descobertos em suas peçonhas, sendo que

muitos destes com aplicações na saúde humana.

1.1.2 Epidemiologia e importância médica

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

465 gêneros e 20 famílias. No Brasil estão representadas 9 famílias, 75 gêneros e

321 espécies correspondendo a 10% do total de espécies conhecidas[2]. Essas 321

espécies estão distribuídas em quatro principais famílias: Colubridae (189 espécies),

Boidae (10 espécies), Viperidae (22 espécies) e Elapidae (18 espécies)[2]. As espécies

peçonhentas brasileiras estão reunidas em duas principais famílias, Elapidae e Viperi-

dae. Dentro da família Elapidae está o gêneroMicrurus que compreende as serpentes
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Figura 1: Serpente Crotalus durissus terri�cus.

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

conhecidas como corais. A família

Viperidae engloba três gênerosCro-

talus que compreende as cas-

cavéis, o gênero Bothrops que

engloba as serpentes conhecidas

como jararacas e o gênero Lachesis

que representa as surucucus[2].

O gênero Crotalus está repre-

sentado no Brasil por uma única

espécie, Crotalus durissus, que

apresenta cinco formas geográ�cas

sendo que a mais conhecida é Crotalus durissus terri�cus (�g. 1). A característica

mais marcante dessas serpentes é a presença de um guizo ou chocalho na extremi-

dade caudal. Essas serpentes habitam geralmente ambientes mais secos e são pouco

agressivas[2].

O gênero Bothrops possui mais de 30 espécies e subespécies que estão distribuí-

das do sul do México até a Argentina e em algumas ilhas do Caribe[3]. No gênero

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

Figura 2: Serpente Bothrops pauloensis. Fonte:

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

Bothrops jararaca, Bothrops jarara-

cussu, Bothrops leucurus, Bothrops

moojeni e Bothrops neuwiedi são

responsáveis por 90% dos aci-

dentes ofídicos do Brasil. Em

geral habitam ambientes úmidos

como matas, possuem hábitos no-

turnos, são muito agressivas e se

ameaçadas atacamem silêncio[4]. A

espécie Bothrops neuwiedi conhe-

cida popularmente por jararaca do

rabo branco ou jararaca pintada foi descrita por[5]. Era considerada uma única espé-

cie com 12 subespécies, entretanto após uma revisão sistemática em 2000[6] as 12

http://www.bioterium.com.br/
http://www.bioterium.com.br/
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subespécies foram elevadas a sete espécies distintas. Essa classi�cação foi aceita

pela Sociedade Brasileira de Herpetologia-SBH (2005) e assim a espécie Bothrops

neuwiedi pauloensis (�g. 2) passou a ser Bothrops pauloensis.

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

mente no mundo, dos quais 100 mil resultam em morte[7]. No Brasil a epidemiologia

dos acidentes ofídicos aponta para um per�l que se mantém inalterado ao longo dos

últimos 100 anos. A maioria desses acidentes é atribuída ao gênero Bothrops (90,5%),

seguido dos gêneros Crotalus (7,7%), Lachesis (1,4%) e Micrurus (0,4%)[8]. No Triân-

gulo Mineiro, os acidentes ofídicos con�rmados foram causados principalmente por

serpentes das espécies: Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi
[9, 10]. A letalidade dos

acidentes com serpentes do gênero Crotalus é a maior; cerca de 1,8% de óbitos,

seguido por acidentes causados por serpentes do gênero Lachesis (0,9%), Micrurus

(0,4%) e por �m o gênero Bothrops (0,3%)[8].

1.1.3 A peçonha

As peçonhas de serpente são provavelmente as mais complexas de todas as

peçonhas animais. Cerca de 90 a 95% de seu peso seco é constituído por proteínas

compreendendo grande variedade de enzimas e toxinas não enzimáticas, podendo

exercer diferentes atividades farmacológicas[11]. De acordo com as características

funcionais e estruturais as proteínas existentes nas peçonhas de serpentes podem ser

divididas em classes como fosfolipases A2, miotoxinas, metaloproteases, serinopro-

teases, L-amino oxidades dentre outras.

Enzimas Fosfolipases A2 (PLA2) constituem uma superfamília de diferentes en-

zimas que podem ser classi�cadas em quatro grupos de acordo com suas fontes,

seqüências e características bioquímicas[12, 13]. As PLA2 de classes I, II e III são cálcio

dependentes e estruturalmente diferentes das PLA2 da classe IV. As Fosfolipases A2

existentes nas peçonhas são das classes I e II[13]. Na peçonha existem ainda enzi-

mas fosfolipases (A1, C, D) que agem em diferentes posições do substrato, liberando

diferentes produtos. A fosfolipase A2 (PLA2) é uma das enzimas mais abundantes

nas peçonhas de serpentes[14] e pode ser encontrada também em artrópodes e no
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suco pancreático[15]. Esta enzima apresenta importante papel no catabolismo dos

lipídios da dieta e no metabolismo geral de lipídios estruturais de membrana. São

enzimas hidrolíticas que clivam fosfolipídios, hidrolisando a ligação acil na posição 2

do fosfogliceridio[16], liberando como produto �nal o lisofosfatídeos e o ácido graxo,

que pode ser o ácido araquidônico.

Existem depositadas em bancos de dados 280 seqüências de PLA2 que apre-

sentam de 40 a 99% de similaridade na sua seqüência quando comparadas. As

PLA2 também apresentam signi�cativa similaridade em seu �folding� ou dobramento

tridimensional[17]. As PLA2 de peçonhas geralmente se apresentam como monômeros

de aproximadamente 14 kDa, sendo enzimas com estrutura terciária rígida devido à

presença de 5 a 8 pontes dissulfeto[18] conferindo a estas enzimas grande estabilidade.

Podem ser classi�cadas como Asp49, Ser49, Arg49, Asn49 ou Lys49 dependendo do

resíduo de aminoácidos na posição 49 da seqüência polipeptídica. As PLA2 Ser49 são

Ecarfolin S, uma toxina de Echis carinatus sochureki
[19] e Ammodytin L, uma PLA2 de

Vipera ammodytes ammodyte
[20]. Já as PLA2 Asn49 são: TsR6 eCTs-R6 puri�cadas da

peçonha de Trimeresurus stejnegeri e TM-N49 isolada da peçonha de Protobothrops

mucrosquamatus
[21] e por �m, hoje a única PLA2 Arg49 descoberta é a Zhaoermiatoxin

isolada da peçonha de Zhaoermia mangshanensis
[22].

As PLA2 mais abundantes são as Asp49 e Lys49 encontradas na grande maioria

das peçonhas da família Viperidae. Enquanto as Lys49 possuem pouca ou nenhuma

atividade catalítica as PLA2 tipo Asp49 são enzimaticamente ativas[23]. A carga nega-

tiva do resíduo aspartato possibilita que íons cálcio se liguem as PLA2, atuando como

um cofator que estabiliza um intermediário tetraédrico durante a reação catalítica[24]

propiciando a catálise.

As Fosfolipases A2 são capazes de induzir um largo espectro de efeitos farma-

cológicos como mionecrose, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, hemólise, edema e

ação anticoagulante[25, 26]. A mionecrose ou necrose muscular é uma característica

comum de envenenamento por espécies botrópicas. Segundo MEBS & OWNBY

(1990)[27], miotoxicidade pode ser de�nida como uma ação especí�ca de PLA2s no

músculo esquelético, afetando somente �bras musculares, sendo que outros tecidos

como tecido conjuntivo, nervos e vasos permanecem essencialmente intactos.
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O mecanismo molecular pelo qual as PLA2 induzem a necrose muscular foi pro-

posto inicialmente por GUTIÉRREZ & LOMONTE (1995)[28]. Os autores propuseram

que as miotoxinas Lys-49 se ligam a sítios não identi�cados na membrana sarcoplas-

mática provocando interação eletrostática entre o sítio catiônico da toxina com grupos

carregados negativamente na membrana. Em seguida, a miotoxina penetraria na

bicamada por meio de interações hidrofóbicas, fazendo com que a região citotóxica

da molécula cause a desorganização e conseqüente rompimento da membrana plas-

mática levando a perda da permeabilidade seletiva e causando um grande in�uxo de

cálcio, o qual provoca uma série de processos degenerativos que levam a um rápido

e�uxo de moléculas citosólicas como: creatina kinase, lactato desidrogenase, aspar-

tato aminotransferase, mioglobina e creatinina[29, 30]. Para explicar a grande diversi-

dade de efeitos farmacológicos induzidos pelas PLA2 foi proposto que estas moléculas

teriam sítios ou moléculas alvo[25, 17], ou seja, cada tecido em particular apresentaria

�sítios alvos� especí�cos na superfície celular onde as PLA2 poderiam se ancorar e

desenvolver sua atividade.

Algumas miotoxinas foram isoladas da peçonha de Bothrops neuviedi pauloen-

sis, hoje denominada Bothrops pauloensis: BnSP6 e BnSP7 ambas Lys-49[31], duas

A2Asp49 BnTx-I e BnTx-II[32]. As PLA2 BnSP6 e BnSP7[31] são proteínas com peso

molecular entre 13,5 e 14 kDa, podendo apresentar-se na forma dimérica. Apresen-

tam conteúdo de aminoácidos bastante similar, com alto conteúdo de resíduos básicos

e hidrofóbicos. Ambas são capazes de produzir necrose das �bras musculares de

camundongos e não apresentam atividades fosfolipásica ou coagulante[31, 33].

Também são encontradas nas peçonhas de serpentes as serinoproteases que

são enzimas que afetam o sistema hemostático das vítimas de acidentes ofídicos. As

serinoproteases de peçonhas de serpentes (SVSP) podem atuar sobre as proteínas da

cascata de coagulação e no sistema �brinolítico[34]. Essas enzimas podem representar

ate 20% do conteúdo protéico total de algumas peçonhas das famílias Viperidae e

Crotalinae[35], geralmente contem em media 235 resíduos de aminoácidos dos quais

12 resíduos são de cisteína, dos quais 10[36] ou 12[37] formam pontes dissulfeto. São

sintetizadas na forma de zimogênios.

Amaioria das SVSPs clivam apenas um �brinopeptídeo das cadeias do �brinogênio
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(�g. 3) e a minoria é capaz de clivar os dois �brinopeptídeos e assim devido a essa

ação similar a trombina as SVSP são conhecidas como �Thrombin-Like�[38]. Por não

promoverem a dupla clivagem dos �brinopeptídeos e não ativarem o fator XIII da

cascata de coagulação o coágulo formado pela ação das SVSP é um coágulo com

aparência frouxa, diferente do coágulo formado pela ação da trombina que promove

as ligações cruzadas[39, 38]. A batroxobina puri�cada da peçonha de B. atrox é um

exemplo de serinoprotease que cliva apenas o �brinopeptídeoA[40] e, portanto promove

a formação de um coagulo �frouxo�. As toxinas �Thrombin-Like� são capazes de fazer

a ativação de alguns dos fatores da coagulação como o X e V causando o consumo

de �brinogênio, e dessa foram interferindo na formação da rede de �brina[41]. Devido à

esta capacidade de interferir na cascata de coagulação sangüínea estão relacionadas

ao quadro de coagulopatia.

A coagulopatia é uma das maiores complicações dos acidentes com serpentes das

famílias Viperidae e Crotalinae e resulta principalmente do sinergismo das enzimas

�Thrombin-Like� e procoagulantes[34, 42]. Como essas enzimas provocam o consumo

de �brinogênio o resultado é que frequentemente as vítimas apresentam o sangue

incoagulável[42]. Quando administradas �in vivo� causam efeito des�brinogenante,

tornando o sangue incoagulável por depletar o estoque de �brinogênio plasmático,

sendo utilizadas na medicina como agente antitrombótico, podendo até mesmo des-

fazer coágulos. Quando ensaiadas �in vitro� apresentam ação procoagulante[34]. As

enzimas, �Thrombin-Like� têm aplicação terapêutica na prevenção e tratamento de

desordens trombóticas bem como na produção de cola de �brina, que é um adesivo

biológico, sendo utilizado para aumentar o poder de cicatrização em suturas[43].

O medicamento De�braser (Pentapharm) ou Batroxobina isolada da peçonha de

Bothrops moojeni é um potente agente usado no tratamento e diagnóstico de de-

sordens do sistema hemostático. A Batroxobina cliva apenas o �brinopeptídeo A do

�brinogênio promovendo sua remoção da circulação rapidamente e conseqüentemente

promove a de�brinação terapêutica. Com a mesma aplicação ainda existem outros

medicamentos como a Reptilaser isolada da peçonha de Bothrops atrox
[44].

As metaloproteases constituem outra importante classe de proteínas, diretamente

relacionadas com o quadro hemorrágico característico do envenenamento botrópico.
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Figura 3: Estrutura do �brinogênio. (A) (B) esquema da estrutura do �brino-
gênio mostrando as cadeias Aα, Bβ e γ e os �brinopeptídeos A e B. Fonte:
http://oregonstate.edu/instruction/bb450/lecturenoteskevin/regulatorystrategiesoutline.html

São enzimas extremamente versáteis, exibindo uma grande diversidade estrutural e

funcional[45]. Classicamente conhecidas por toxinas hemorrágicas, asmetaloproteases

de peçonhas de serpentes (SVMP) nem sempre provocam hemorragia. São sinteti-

zadas nas

Figura 4: Diagrama esquemático da divisão dasmet-

aloproteinases de venenos de serpentes, conforme a

composição estrutural das enzimas. Fonte: BJAR-

NASON & FOX (1994)
[46]

glândulas de peçonha em forma

de zimogênio que contem uma se-

qüência que é perdida após um pro-

cessamento proteolítico, resultando

na ativação destas enzimas[47]. São

enzimas zinco dependentes, ou

seja, precisam deste íon como

cofator. A massa molecular

dessas toxinas pode variar de 20 a

100 kDa[48, 49, 46]

As SVMP são divididas em qua-

tro classes: A classe PI inclui proteínas de 20 a 30 kDa combaixa ou nenhuma atividade

hemorrágica e três domínios estruturais, já as metaloproteases de classe PII incluem

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

http://oregonstate.edu/instruction/bb450/lecturenoteskevin/regulatorystrategiesoutline.html
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classe PI e mais um domínio desintegrina, a classe III compreende proteínas altamente

hemorrágicas que tem massa entre 60 e 80 kDa com um domínio semelhante à desin-

tegrina e um domínio rico em cisteína e por �m as SVMP de classe IV que apresentam

massa entre 80 e 100 kDa e possuem além dos demais domínios um domínio ligante

de lectina[46]. Essa classi�cação foi revista e atualizada no ano de 2005[50]. Esta re-

classi�cação aconteceu depois que a hipótese de que as desintegrinas na forma livre

eram liberadas de grandes precursores contendo um domínio metaloprotease[46] foi

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

nativa para as moléculas de desintegrinas. OKUDA et al. (2002)[51] e posteriormente,

FRANCISCHETTI et al. (2004)[52] relataram a síntese de precursores sem o domínio

metaloprotease, possuindo apenas um peptídeo sinal, pró-domínio e domínio desinte-

grina. Na nova classi�cação foram incluídas novas classes: precursores PIIa-PII que

em sua forma madura não liberam o domínio desintegrina; precursores PIIB-PII que

em sua forma madura se apresentam como SVMP diméricas. Precursores D-I são

proteínas que não apresentam o domínio metaloprotease; precursores PIIIa-PIII são

capazes de liberar seus domínios desintegrina e o domínio rico em cisteína e por �m a

classe de precursores PIIIb-PIII que formam SVMPs diméricas, como mostra a �gura

5.

As metaloproteases agem diretamente na membrana basal dos vasos sanguí-

neos provocando a digestão de suas proteínas tais como colágeno tipo IV, laminina,

nidogênio, �bronectina, proteoglicanos, heparan sulfato[49, 53] que juntas asseguram a

integridade dos vasos sangüíneos. A ação proteolítica de SVMP sobre esses compo-

nentes pode provocar hemorragia no tecido afetado. Na tentativa de compreender a

hemorragia induzida por metaloproteases hemorrágicas dois mecanismos foram pro-

postos: a hemorragia �per rhexis� e hemorragia por �diapedesis�. A hemorragia �per

rhexis� é caracterizada pelo inchaço e rápido rompimento da membrana das células

do endotélio. O endotélio rompido permite que o sangue passe para o tecido ao redor

do vaso afetado[49]. A hemorragia por �diapedesis� ocorre devido ao rompimento das

junções entre as células vizinhas, não havendo alterações no espaço intracelular[49, 45].

Os efeitos locais causados pelas metaloproteases além do quadro de hemorragia

local são geralmente danos aos tecidos musculares agravandomuito a intensidade dos
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Figura 5: Diagrama esquemático da divisão das metaloproteinases de venenos de
serpentes, com modi�cações propostas por FOX & SERRANO (2005)[50]. Fonte: FOX
& SERRANO (2005)[50]

efeitos locais tão característicos das peçonhas botrópicas. GUTIÉRREZ et al. (1995)[54]

sugere que o dano às células musculares ocorre secundariamente devido à isquemia

causada pelo dé�cit de sangue ocasionado pela hemorragia nos tecidos próximos a

picada. A necrose provocada pela ação de SVMP ou pela peçonha total é mais grave

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

que foi inoculado com miotoxina depois de 2 semanas substitui o tecido necrótico por

tecido muscular enquanto que a regeneração do músculo inoculado com a peçonha

bruta não acontece e o tecido necrosado é substituído por tecido �broso, não funcional.

Provavelmente a destruição da microvasculatura pelas metaloproteases é responsável

pela não regeneração da área afetada[55, 45]

Muitasmetaloproteases de peçonhas de serpentes já foram isoladas, comdestaque

ao presente trabalho pode se citar a �Neuwiedase� uma metaloprotease isolada da

peçonha de Bothrops neuwiedi pauloensis (B. pauloensis) que representa aproxima-

damente 4,5% da massa total da peçonha, e apresenta massa molecular de aproxi-

madamente 24 kDa sendo, portanto uma metaloprotease de Classe PI. Não apresenta
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ação hemorrágica, no entanto possui atividade proteolítica sobre vários substratos

como o �brinogênio, �brina, componentes da matriz extracelular, etc[56].

1.1.4 Os efeitos do envenenamento crotálico

Osenvenenamentos crotálicos são caracterizados pormanifestaremefeitos sistêmi-

cos caracterizados por náuseas, cefaléia, prostração[57]. As principais manifestações

clínicas causadas por picadas de serpentes do gênero Crotalus são atribuídas a com-

ponentes neurotóxicos, miotóxicos e �Thrombin-Like�[58] A peçonha crotálica apresenta

ação neurotóxica que é exibida após 3 horas do envenenamento com a �fácies mi-

astêmica� com �ptose palpebral� e �acidez da musculatura da face. Esse efeito é cau-

sado por bloqueios neuromusculares seguidos de paralisia motora e respiratória. As

principais toxinas responsáveis por esses efeitos são a Crotoxina (a toxina mais abun-

dante na peçonha de Crotalus spp constituída pelas subunidades crotapotina ou com-

ponente CA e fosfolipase A2 ou componente CB), Crotamina, Giroxina e Convulxina[59]

Além da ação neurotóxica a peçonha apresenta ação miotóxica sistêmica[60] que ex-

plica o escurecimento da urina das vítimas, é o resultado da mioglobinúria. Com a

destruição do tecido muscular a mioglobina que estava no sangue é excretada. Assim

como nas peçonhas botrópicas, nas peçonhas crotálicas também existem proteínas

trombina símile, que provocam o prolongamento do tempo de coagulação ou tornam o

sangue incoagulável[59]. Os efeitos locais de envenenamentos crotálicos são bastante

discretos, sendo geralmente edema de pouca intensidade e eritema[57].

1.1.5 A terapia

Hoje a única terapia disponível para os envenenamentos por serpentes é a soro-

terapia que consiste na produção de anticorpos a partir da imunização de animais de

grande porte com a peçonha (antígeno). A produção de soro consiste na formação de

um �pool� de peçonhas e toxinas que são injetados em cavalos ocorrendo a estimu-

lação do sistema imune do animal. Assim, após estimulação o soro dos animais estará

rico em anticorpos com a capacidade de neutralizar as toxinas das peçonhas[1].
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A e�ciência da soroterapia esta relacionada além de outros fatores, diretamente

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

peçonha inoculada[61]. Entretanto apesar do soro ser a única terapia aceita para os

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

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

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

tecidos[48, 62, 42]. Todavia o uso dos soros está vinculado à existência de serviços formais

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

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

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

1.1.6 Os Extratos Vegetais

Longo tem sido o caminho na busca de um antídoto seguro contra venenos animais,

em especial aqueles de natureza ofídica. As plantas constituem uma importante fonte

para descoberta de novos compostos farmacologicamente ativos. Muitas drogas de

ampla aplicação na saúde humana são derivadas diretamente ou indiretamente de

plantas[63].

Durante séculos pessoas têm usado plantas medicinais no tratamento e prevenção

de doenças com sucesso, registros escritos do uso de plantas medicinais datam de

no mínimo 5.000 anos atrás, com os Sumérios[64]. Até o século XIX os recursos

terapêuticos eram constituídos predominantemente de plantas e extratos vegetais. Em

1970, 25% das drogas disponíveis nos Estado Unidos continham compostos derivados

de plantas[65]. Segundo a OMS (Organização Mundial de Saúde) 11% das 252 drogas

consideradas como básicas para saúde humana foram descobertas de plantas[66].

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

drogas sintéticas foi em 1897, quando Fredrich Bayer e Co. introduziram o ácido acetil

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

que é um composto ativo da casca do salgueiro, que era usado como remédio para

dores e febre[67].

O interesse no estudo das plantas em terapias alternativas com produtos naturais
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tem crescido muito nos últimos anos. Este interesse ocorreu devido a diversas razões

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

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

problemas e principalmente, uma grande porcentagem da população mundial não tem

acesso a tratamentos com drogas sintéticas[66].

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

1991[68]. Por estarem presentes na natureza em abundância o estudo de extratos vege-

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

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

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

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

cundário. No metabolismo primário são produzidas substâncias indispensáveis a

qualquer ser vivo como lipídios, proteínas, carboidratos, aminoácidos e ácidos nu-

cléicos que estão relacionados com o crescimento e desenvolvimento do vegetal[69].

O metabolismo secundário é responsável pela síntese de uma miríade de substân-

cias. Estima se que as plantas podem produzir mais de 500.000 dessas substâncias

conhecidas como princípios ativos[70]. Embora não sejam necessariamente essen-

ciais para o produtor os metabólitos secundários garantem vantagens como melhor

sobrevivência, 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 princípios ativos nas plantas como, por exemplo: altitude, tem-

peratura, incidência de luz solar, umidade e qualidade do solo[69]. MARTINS et al.

(1995)[71] citam que dentre os fatores que podem interferir na composição química de

uma planta, a nutrição merece destaque já que a de�ciência ou excesso de nutrientes

pode levar a maior ou menor produção de princípios ativos por uma planta.

Muitas plantas já foram estudadas quanto à atividade antiofídica tais como: Eclipta

prostata (erva botão), que apresentou proteção contra quatro doses letais da peçonha

de Crotalus durissus terri�cus[72, 73]; Curcuma longa (açafrão); que neutraliza uma neu-

rotoxina puri�cada da peçonha de Naja naja siamesis
[74]; Hibiscus esculentus (quiabo),
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que apresentou e�cácia do extrato aquoso obtido das sementes frescas ou secas do

quiabo na inibição da peçonha de Bothrops jararaca
[75] e o óleo essencial de Casearia

sylvestris (guaçatonga), que inibiu signi�cativamente o edema e a permeabilidade vas-

cular induzidos pela peçonha de Bothrops alternatus
[76]. Posteriormente, BORGES et

al. (2000)[77] com a mesma planta rati�cou o potencial antiofídico quanto à inibição

de peçonhas brutas e miotoxinas de Bothrops neuwiedi e Bothrops jararacuçu ainda

IZIDORO et al. (2003)[78] conseguiram neutralizar os efeitos tóxicos da peçonha 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

vegetais com efeitos antiofídicos usando as plantas Musa paradisiaca
[79], Bauhinia

for�cata
[80], Annoma senegallensis

[81], Mikania glomerata
[82], Piper umbellatum e Piper

peltatum
[83], Cordia verbenacea

[84], Penttaclerthra macroloba
[85].

1.1.7 Toxicidade de extratos vegetais

O uso de uma espécie vegetal pela população não é su�ciente para validar sua

segurança e efetividade. Os remédios feitos a partir de plantas são frequentemente

receitados ou prescritos por pessoas comuns ou mesmo religiosos em rituais e não

menos freqüente o resultado é a intoxicação que acontece logo após a ingestão[66].

No Brasil o confrei (Symphytum of�cinalis) já foi usado como uma panacéia e hoje

seu uso é proibido, por apresentar signi�cativo potencial hepatotóxico devido ao seu

teor de alcalóides como pirrolizidina e a Babosa (Aloe vera) também muito usada

principalmente contra o câncer apresenta glicosídeos hidroxiantracênicos, e em baixas

dosagens já apresenta efeitos tóxicos que causam severa diarréia[66].

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

deve ser baseada em estudos experimentais que comprovem que os benefícios decor-

rentes de sua utilização compensem seus possíveis efeitos adversos[86]. Do ponto de

visto toxicológico deve se considerar que uma planta medicinal não tem somente o

efeito terapêutico esperado. Como todo composto estranho ao organismo os princí-

pios ativos de plantas sofrem biotransformação e seus produtos podem ser tóxicos a
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ponto de causar danos á saúde[87]. Os princípios ativos de plantas não apresentam

apenas efeitos imediatos e bené�cos, mas podem provocar efeitos assintomáticos e

por isso existe a necessidade de avaliações criteriosas para garantir segurança no uso

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

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

quais podem se destacar 4 principais. A primeira etapa é a etapa botânica que consiste

na identi�cação correta da planta. A segunda etapa ou etapa farmacêutica esta rela-

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

Figura 6: Schizolobium parahyba.

Fonte: foto da autora

das amostras testadas. Os en-

saios Biológicos pré-clínicos com-

preendem a terceira etapa que tem

por objetivo comprovar o efeito que

motivou o estudo da espécie e sua

segurança quanto à toxicidade e por

�m a ultima etapa, a etapa clínica re-

alizada em humanos visando deter-

minar experimentalmente o grau de

segurança[87]. No estudo de toxici-

dade aguda os animais são tratados

uma única vez com o produto em

teste por um período aproximado de

24 horas[87]. A análise dos resul-

tados de testes após este período

podem fornecer a dose capaz de in-

duzir a letalidade, a forma da morte,

os órgãos afetados e possíveis al-

terações no comportamento e sinais que precedem a morte bem como alterações

hematológicas, bioquímicas plasmáticas e urinárias. A análise Histopatológica é us-

ada para con�rmar se houve ou não lesão nos órgãos examinados e para comprovar

resultados quantitativos como dosagens de enzimas do plasma. A manutenção de al-

guns dos animais tratados por um período superior a 24 horas é bastante interessante,

pois se permite veri�car efeitos tardios que possam ocorrer após as 24 horas inicias
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após a administração da droga[87]

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

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

Leguminosas (Caesalpinoideae). Árvore de 10 a 30 m de altura. Tronco sem rami-

�cação, coroa de folhas no ápice, casca lisa, acinzentada, com cicatrizes da queda

das folhas, sendo que quando jovem a casca é verde e lisa. Possui �ores amarelas,

fruto tipo legume, com de 10 a 15 cm de comprimento, com uma semente, forma

elíptica. Pessoas leigas da região do Triângulo Mineiro (Minas Gerais, Brasil) utilizam

as folhas e sementes de Schizolobium parahyba contra o o�dismo na forma de chás

e infusões. Na literatura cienti�ca já está descrita a puri�cação de dois inibidores de

serinoproteases isolados de suas sementes[88, 89, 90].
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Capítulo 2

Propriedades Antiofídicas do extrato aquoso

das folhas de Schizolobium parahyba

(Caesalpinoideae)



Resumo

Muitas plantas medicinais são recomendadas para o tratamento de picadas de

serpentes. O extrato aquoso preparado com as folhas de Schizolobium parahyba foi

ensaiado para veri�car sua habilidade em inibir algumas atividades enzimáticas e bi-

ológicas induzidas por peçonhas de Bothrops pauloensis e Crotalus durissus terriffcus,

bem como suas toxinas isoladas, neuwiedase (metaloprotease), BnSP7 (PLA2 Lys-49

básica) e CB (PLA2 do complexo crotoxina). As atividades fosfolipase A2, coagulante,

�brinogenolítica, hemorrágica e miotóxica induzidas por B. pauloensis eC. d. terri�cus,

bem como suas toxinas isoladas foram signi�cativamente inibidas quando diferentes

quantidades de S. parahyba foram incubadas previamente com as peçonhas e toxinas

antes dos ensaios. No entanto, quando S. parahyba foi administrada na mesma via,

após a injeção de peçonha ou das toxinas isoladas, os danos teciduais locais como

hemorragia e miotoxicidade foram somente parcialmente inibidos. Avaliamos também

o efeito inibitório de S. parahyba sobre o espalhamento das proteínas da peçonha da

área da injeção para a circulação sistêmica. A neutralização das alterações sistêmicas

induzidas pela injeção i.m. da peçonha de B. pauloensis foi avaliada mensurando o

número de plaquetas e pelos níveis de �brinogênio plasmático que foram signi�cati-

vamente mantidos quando a inoculação do extrato de S. parahyba ocorreu na mesma

via, após a injeção da peçonha de B. pauloensis. Em conclusão, nossas observações

con�rmam que extrato aquoso de S. parahyba possui potentes propriedades neutral-

izadoras de peçonhas de serpentes. Podendo, portanto ser usado como um tratamento

alternativo a soroterapia e constitui uma rica fonte de potenciais inibidores de toxinas

envolvidas em várias doenças �siopatológicas de humanos e animais

Palavras chave: peçonha de serpentes, Bothrops pauloensis, Crotalus durisus terri�-

cus, inibição, 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 PLA2) and CB (PLA2 from crotoxin complex). Phospholipase A2,

coagulant, �brinogenolytic, hemorrhagic, andmyotoxic activities induced byB. pauloen-

sis and C. d. terri�cus venoms, as well as by their isolated toxins were signi�cantly

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

�brinogen levels which were signi�cantly 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 con�rmed 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 terri�cus, Inhibition,

Plant extract, Schizolobium parahyba.

2.1 Introduction

Venomous snakebites affect around 2.5 million people annually killing more than

100.000[1]. The burden of morbidity and mortality is greatest in rural areas[2, 3]. 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

severe systemic envenomations[4, 5, 6].

Animal venoms including snake venoms are complex mixtures of proteins, including

phospholipase A2 (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, in�ammation, and tissue necrosis. In addition, relevant haemostatic

and hematological alterations are frequent[7].

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[8]. This myonecrosis may be due to a direct effect of myotoxic phospholi-

pases A2 (PLA2s) homologues upon plasma membranes of muscle cells[4] or by hemor-

rhaging, zinc-metalloproteinases, capable of disrupt the capillary basement membrane
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and causing alterations on capillary vessels[9].

Antivenins are commonly used to treat the snake bites, however, they are limited

in their ef�cacy 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 [10, 11]. Due 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 justi�ed.

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[12].

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 �ora are popularly known as antiophidian, and

have been scienti�cally investigated as Eclipta prostata
[13, 14], Curcuma longa

[15]; Hi-

biscus esculentus
[16], Casearia sylvestris

[17], Musa paradisiaca
[18], Mucuna pruriens

[19],

Casearia mariquitenses
[20]; Bauhinia for�cata

[21], Annoma senegallensis
[22], Mikania

glomerata
[23], Piper umbellatum andPiper peltatum[24],Cordia verbenacea[25], andPent-

taclerthra macroloba
[26].

Schizolobium parahyba (Sp) (Caesalpinoideae), a plant found in Mata Atlantica

in Southeastern Brazil, and popularly called Faveira, Guapuruvú or Umbela, is used

in form of teas and infusions against ophidism by people of Triângulo 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 terri�cus) 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 terri�cus (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

PLA2 (CB) from the C. durissus terri�cus snake venom were puri�ed as previously

described[27, 28, 29]. 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)[30].

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 ± 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 Uberlândia, MG, Brazil, were

washed, stirred with deionized water in a waring blender for 15 min at room temperature

and the sieved. The �ltrate 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 A2 (PLA2), coagulant and �brinogenolytic 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)

2.2.4.1 PLA2 activity

PLA2 enzymatic activity was measured by an indirect hemolytic assay on agarose

gel, using washed mice erythrocytes and hen�s egg-yolk emulsion as substrate,[31].

Solutions contained Sp (10 µg, 50 µg, 100 µg, 500 µg/20 µL PBS) incubated with Bp,

Cdt venoms or isolated PLA2 (CB) (10 µg/20 µL PBS) at 37 ◦C for 30 min were assayed.

Venoms, PLA2 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 Cdtvenoms on bovine plasma was assayed according

to ASSAKURA et al. (1992)[32]. For the inhibition tests, venoms solutions 10 µg/20 µL

PBS were previously incubated with Sp (10 µg, 50 µg, 100 µg, 500 µg/20 µL 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 �brinogen

Fibrinogenolytic activity was evaluated according to[27]. Samples of 50 µL of bovine

�brinogen (1 mg/mL PBS) were incubated with 5 µg of Bp venom at 37 ◦C for 2 h. The

reaction was stopped with 25 µL of 0.5 M Tris-HCl buffer, pH 6.5 containing 2% (w/v)

SDS, 10% (v/v) β-mercaptoethanol and 0.05% (w/v) bromophenol blue. Samples were

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

2.2.4.4 Hemorrhagic activity

Swissmalemice (18-22 g) received twominimum hemorrhagic doses (MHD) of only

crude venom Bp (16.3 µg) in 50 µL of PBS intradermically[33]. 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 µL of solutions containing 25 µg of Bp or Cdt venoms or 50 µg of toxins PLA2

(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 µmol

of NADH per min at 30 ◦C.

2.2.4.6 Histopathological analysis

Themyonecrosis was evaluated on the basis of the morphologic alterations induced

by i.m. injections of 50 µg/50 µL of Bp venom in the right gastrocnemius skeletal

muscle of Swiss mice (18-22 g, n=4)[33]. Control mice received only PBS or Sp. After

24 h, the animals were sacri�ced by deep anesthesia with ethyl ether and a small

section of the central region of the muscle was excised and soaked in �xing 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 paraf�n. The resulting blocks

were sliced in 2.5 µm thick sections, stained with 0.25% (w/v) hematoxin-eosin and

examined under a light microscope.

2.2.4.7 Platelet and plasma �brinogen determination

For neutralization of some systemic alterations by Sp, the platelet and plasma

�brinogen levels were evaluated. Groups of four Swiss male mice (18-22 g) were

injected in the right gastrocnemius muscle with 50 µL of PBS solution containing 50 µg

of Bp. Control animals received 50 µL PBS or Sp only and 6 h later, the animals were

sacri�ced 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 �brinogen 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 signi�-

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

considered signi�cant using the program R Language[34].

2.3 Results

2.3.1 Neutralization of enzymatic activities of crude venoms and

toxins

Table 1 shows the PLA2 activity in the presence or absence of Sp. After incubation

Sp inhibited 26% and 25% PLA2 activity of Cdt venom and its isolated PLA2 (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 PLA2 activity of Bp and Cdt 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 Aα and Bβ chains of bovine �brinogen after

2h incubation. Partial inhibition of the Bβ 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 �brinogen. The degradation of Aα 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 byBp venomwas totally inhibited by the aqueous

extract fromSpwhen 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 8).

The myotoxicity induced by Bp and Cdt venoms and their isolated toxins was

con�rmed 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 ef�ciently 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), 9(B), 9(C)). In the same way, Cdt venom and toxin PLA2 (CB)

were inhibited only at ratio of 1:100 (venom/extract, w/w) (Figura 9(D) and 9(E)).

The histopathological analysis clearly demonstrated thatBothrops 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 10(D)), but in

contrast, the leukocyte in�ltrate 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

10(F)). Neither PBS nor Sp induced morphological alterations when they were injected

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

Platelet number and plasma �brinogen 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 signi�cantly 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 scienti�c and

ethnopharmacological studies that have resulted in the discovery of many interesting

properties. Some studies can con�rm 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-

tralizer of many effects induced by snake venoms[26, 35]. In medicinal �ora the searching

for active principles capable of neutralizing the venom lesioning effects constitutes an

important �eld of scienti�c 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

terri�cus venoms, as well as by some isolated toxins when previously incubated at

different ratios before assays. There was a signi�cant inhibition of PLA2, coagulant,

�brinogenolytic, hemorrhagic and myotoxic activities, as well as the reduction of the

decrease of platelet number, and plasma �brinogen 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[35]. The ef�cacy 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 PLA2 and

proteolytic activities of snake and bee venoms[36, 37, 38, 20, 23, 26, 21]. These authors sug-

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-

�ed that PLA2 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)[18]. These authors showed that the inhibition of

PLA2 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

extracts, excluding the proteolytic degradation as a potential mechanism[23, 21, 26]. How-

ever, BORGES et al. (2005)[18] 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 pro�le of ve-

noms after treatment with aqueous extract of Musa paradisiacca (MsE). The presence

of proteins in the pellet fractions treated with MsE con�rmed that this extract induces

precipitation of different proteins, resulting in a non-speci�c effect. A partial chemical

characterization of this extract showed presence of polyphenols, and probably these

compounds would be responsible for protein precipitation[18]. Previous analysis of 1H

and 13C 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 15min, the same inhibitory effect was observed from different biological

activities. In this way tissue local damage such as hemorrhage and myotoxicity (Figura

8, 9 and 10) was partially inhibited when Schizolobium parahyba extract inoculation

occurred via the same route after venoms or toxins injections. BORGES et al. (2005)[18]

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 �brinogen 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[39].

Platelet number and plasma �brinogen concentration (Figura 11(A) and 11(B))

were signi�cantly maintained whenSchizolobium 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

vascular basement membrane[39].

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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Figura 7: Inhibition of �brinogen proteolysis induced by (5 µg) Bp by Sp aqueous
extract. Samples were incubated with extract at different ratios by 30 min at room
temperature, and incubated with 50 µL of �brinogen solution (1.0 µg/µL PBS) at 37 ◦C
for 2 h. SDS polyacrilamide gel electrophoresis (14%) shows �brinogen degradation. 1-
Fibrinogen (�b) (15 µg), 2- �b+Bp, 3- �b+Bp+Sp(1:1), 4- �b+Bp+Sp(1:5), 5- �b+Bp+Sp
(1:10), 6- �b+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 signi�cant (p<0.05).
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(A) (B)

(C) (D)

(E)

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 µg/50 µL)
venoms or (50 µg/50 µL) 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 signi�cant
(p<0.05).
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(A) (B)

(C) (D)

(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 µL of Bp venom dissolved in 50 µL
PBS, stained with hematoxin-eosyn. Mice were injected with PBS ((A)) 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 ((E)) and
1:100 ((F)) (venom/extract, w/w). Some �bers were still preserved while others showed
different stages of necrosis. Notice the presence of hemorrhage (H), necrosis (N), and
abundant in�ammatory in�ltrate (I). 260X
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(A) (B)

Figura 11: Inhibition of decrease of platelet, and plasma �brinogen levels after Bp
(50 µg/50 µL 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) ((A)) plasma �brinogen mg/dL, ((B)) platelets 106/mm3. Bars
represent the mean ± S.D. (n=5). The difference between Absence and Presence of
Sp was signi�cant (p<0.05)
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Capítulo 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 con�rmed

by light microscopia. The Histopathological analysis of the liver revealed the presence

of in�ammatory in�ltrate. It was not found any other histopathologic alteration us other

appraised organs due to the use of Sp. Our results con�rm 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) é uma planta usada contra acidentes ofídicos. Es-

tudos recentes têm mostrado que o extrato de Sp tem potente efeito contra lesões

induzidas pelas toxinas presentes em peçonhas ofídicas. Este trabalho avaliou a

toxicidade aguda do extrato aquoso de Sp após 24 horas da administração intraperi-

toneal em camundongos Swiss machos (18-22 g). A toxicidade aguda foi avaliada

pela análise das alterações bioquímicas, hematológicas e histopatológicas. Foram

observadas alterações nos níveis de transaminases, bilirrubina, albumina e tempo de

protrombina, provavelmente devido às alterações hepáticas que foram con�rmadas

por microscopia de luz. A análise histopatológica do fígado revelou a presença de in-

�ltrado leucocitário. Não foi encontrada nenhuma outra alteração histopatológica nos

demais órgãos avaliados em decorrência do uso de Sp. Nossos resultados con�rmam

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 não causem prejuízos ao organismo.

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

Os produtos naturais vêm sendo usados pelo homem desde os primórdios da civi-

lização humana para tratar e curar várias doenças[1, 2]. De acordo com a Organização

Mundial de Saúde (OMS) cerca de 65 a 80% da população de países em desenvolvi-

mento dependem essencialmente de plantas para a manutenção da saúde, devido a

pobreza e a conseqüente falta de acesso a medicina moderna. Apesar disso, relati-

vamente poucas plantas tem sido cienti�camente estudadas quanto a sua qualidade,

e�ciência e segurança[3]. A avaliação quanto à toxicidade das plantas é fundamental,

pois o uso tradicional não é su�ciente para validar a utilização de infusões, chás e

compressas como medicamentos e�cazes e seguros. Do ponto de visto toxicológico

deve se considerar que uma planta medicinal não tem somente o efeito terapêutico

esperado. Como todo composto estranho ao organismo sofre biotransformação e

seus produtos podem ser tóxicos a ponto de causar danos á saúde. Muitas plantas

apresentam signi�cantes efeitos tóxicos como mutagenicidade, embriotoxicidade ou

mesmo toxicidade sistêmica[4], por isso é muito importante o estudo da toxicidade de

plantas usadas como remédios.

O número de acidentes ofídicos na parte central do Brasil evidencia que o o�dismo,

principalmente com serpentes do gênero Bothrops (jararacas), constitui um problema

de saúde pública. A única terapia para reverter os efeitos lesivos causados pelas

picadas de serpentes é a soroterapia. Uma alternativa a soroterapia para neutralizar

os efeitos lesivos das peçonhas é o uso de princípios ativos da �ora medicinal para

tratar os efeitos dos envenenamentos caracterizados por dor, edema, necrose do

tecido muscular e hemorragia local e sistêmica[5, 6, 7, 8].

O uso de folhas e sementes de Schizolobium parahyba (Caesalpinoideae) conhe-

cida popularmente por faveira, guapuruvú ou umbela é uma prática tradicional na

região do Triângulo Mineiro para tratar pessoas e animais que foram picados por ser-

pentes. Estudos recentes têm mostrado que o extrato de Schizolobium parahyba tem

potente efeito contra lesões induzidas pelas toxinas presentes na peçonha.

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

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

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Extrato vegetal

Foram coletadas folhas de uma planta previamente identi�cada numa área de

cerrado modi�cado. As folhas de Schizolobium parahyba (Sp) foram lavadas e ho-

mogeneizadas com água desionizada em um triturador por 15 minutos a temperatura

ambiente. O material foi �ltrado e centrifugado a 30.000xg por 15 minutos e o sobre-

nadante foi lio�lizado e estocado a −20 ◦C. O extrato (EV) lio�lizado das folhas foi

pesado e dissolvido em solução salina (NaCl 0,9%) antes do uso. A concentração de

extrato foi expressa em termos de massa seca lio�lizada.

3.2.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (18-22 g) fornecidos pelo Instituto

Valle do Brasil e mantidos no LEA (Laboratório de Experimentação Animal) da Univer-

sidade Federal de Uberlândia sob condições 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), após uma única administração 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 determinação da DL50 de

Sp e um grupo recebeu apenas solução 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. Após 24 horas 10 animais de cada
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grupo foram sacri�cados e submetidos à punção cardíaca e necrópsia. Os 10 animais

restantes de cada grupo foram observados por 7 dias.

A ração e água fornecida aos animais durante as 24 horas de teste foi pesada e

medida, respectivamente, no início e término do experimento para averiguar se ocorreu

a diminuição da ingestão durante a experimentação.

3.2.4 Análise do sangue

O sangue dos animais anestesiados foi coletado por punção cardíaca na presença

ou não de anticoagulante EDTA ou citrato de sódio 0,130 M em eppendorfs. Parte do

volume de sangue obtido de cada animal foi destinada para os testes bioquímicos e

parte para a determinação dos parâmetros hematológicos.

3.2.4.1 Testes bioquímicos

O sangue coletado na presença de EDTA foi centrifugado a 2000x g por 20 minutos

a 4 ◦C para a obtenção do plasma para quanti�car albumina, glicose, uréia, creatinina

e transaminases (AST e ALT). Com soro foram determinadas bilirrubina (total e direta).

Para a quanti�cação desses analitos foram usados kits comerciais da marca Biotécnia

- Brasil, utilizando espectrofotômetro da marca Pharmacia Biotech.

3.2.4.2 Parâmetros hematológicos

Amostras de sangue foram analisadas usando um contador automático de células

da marca Sysmex LX -21N para contagem de eritrócitos, leucócitos e plaquetas e para

a determinação da concentração de hemoglobina e hematócrito.

3.2.4.3 Análise histológica

Após a morte dos animais a cavidade torácica foi aberta. Os órgãos: fígado,

rins, pâncreas, baço, coração e estômago foram submetidos à biopsia e a presença

ou ausência de anormalidades macroscópicas foram observadas. Em seguida foram
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�xados em salina com formol a 10% (v/v) por 24 horas e então foram desidratados e

incluídos em blocos de para�na. Após a confecção das laminas os cortes de 5 µm

foram corados com HE.

3.2.5 Análise Estatística

Os resultados foram apresentados como desvio padrão médio (DP). A signi�cância

estatística dos resultados foram realizados utilizando-se o teste deKruskal-Wallis. Com

signi�cância de α < 0,05 usando o programa R Language[9].

3.3 Resultados e Discussão

3.3.1 Toxicidade aguda

Do ponto de vista toxicológico, deve se considerar que as plantas contém uma

grande variedade de princípios ativos que podem levar a efeitos assintomáticos como

efeitos nefrotóxicos e hepatotoxicidade[10].

Imediatamente após as aplicações de Sp por via intraperitoneal efeitos adversos

foram observados, tais como hipoatividade, contrações abdominais, ritmo de respi-

ração acelerado, pelo eriçado e postura anormal (tabela 2). Estes sintomas foram

sendo minimizados e desapareceram 50, 60, 80 e 120 minutos depois das aplicações

para os grupos que receberam 0, 5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg deSp/g animal, respectivamente.

Apesar dos sintomas iniciais, Sp não causou a morte de nenhum animal em todas

as doses testadas (tabela 2). Este dado indica que provavelmente o extrato de Sp

não 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 á dose de 130 g de extrato[11, 2]. Ver

as demais. Doses maiores não foram testadas devido a di�culdade de solubilização e

administração 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 signi�cativa redução de 41 e 45% na ingestão
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de água e ração, respectivamente, quando comparados ao grupo que recebeu solução

salina (tabela 3).

A dosagem de parâmetros bioquímicos é um dos métodos utilizados para avali-

ação dos efeitos �siológicos desencadeados no organismo após a administração de

princípios ativos de plantas ou qualquer outra substância entranha ao organismo[11].

A elevação de uréia e creatinina plasmáticas são consideradas como signi�cativos

marcadores de disfunções renais[12]. O aumento de uréia no sangue pode estar rela-

cionado com aumento do catabolismo de proteínas ou commudanças histopatológicas

nos rins que podem levar a distúrbios no sistema de transporte dos constituintes bio-

químicos dos rins[13]. Os níveis de uréia dosada no plasma não se apresentaram

signi�cativamente alterados nas primeiras 24 horas após a inoculação 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 não ter causado alterações na função renal dos animais (tabela 4) uma

vez que não foi observado alterações nos níveis de creatinina. Os níveis séricos de

creatinina aumentam à medida que ocorre a diminuição da taxa de �ltração glomerular

e por isso, esses níveis podem ser utilizados como marcadores da função renal[14].

Corroborando com estes resultados, Sp também não induziu alterações morfológicas

no tecido renal (resultados não mostrados).

Os níveis de glicose sangüínea foram signi�cativamente 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. Vários estudos têm demonstrado que algu-

mas plantas como Bauhinia for�cata
[15]

Eugenia jambolana
[16], Salacia oblonga

[17, 18],

possuem princípios ativos capazes de promover a diminuição da glicemia, embora os

mecanismos que promovam hipoglicemia não tenham sido demonstrados. Nossos

resultados sugerem que o baixo índice glicêmico observado pode também ser dev-

ido à redução da ingestão de alimento nas 24 horas após a inoculação de Sp, como

mostrado na tabela 3.

Os animais tratados com 2mg de Sp por grama de animal apresentaram níveis de

bilirrubina direta e total, signi�cativamente 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 4). Tanto a bilirrubina quanto as transaminases são produzidas no fígado

que é um órgão muito importante devido ao seu papel chave na regulação de vários

processos �siológicos no organismo. O fígado está envolvido em várias funções vitais,

tais como metabolismo, secreção e estoque, possuindo a capacidade de detoxi�car

o organismo exposto a compostos tóxicos[19, 20, 21]. Assim aquanti�cação de enzimas

hepáticas é um bom parâmetro para avaliar se estão ocorrendo lesões no órgão[22, 23].

Elevados índices de ALT e AST no plasma são usualmente indicativos de doenças

hepáticas[24]. Os níveis de bilirrubina podem se elevar no plasma devido ao aumento

da destruição de eritrócitos ou por lesões hepáticas como necrose periportal[25, 11] que

diminuem sua conjugação e conseqüentemente sua excreção[14]. Nossos resultados

demonstram que os valores aumentados de bilirrubina podem ser devidos a uma

disfunção hepática preferencialmente do que um processo hemolítico intenso, haja

visto que os valores obtidos no hemograma demonstram claramente que o extrato

de Sp não foi capaz de causar nenhuma alteração signi�cativa no número de células

sangüíneas (tabela 5).

A diminuição da concentração plasmática de albumina, uma das proteínas mais

abundantes no sangue, e dos fatores da coagulação sangüínea no plasma podem

servir demarcadores para indicar se houve prejuízo na função de síntese hepática, pois

estas proteínas são produzidas exclusivamente no fígado[14]. Os animais tratados com

Sp tiveram redução dos níveis de albumina no sangue em 21%, porém não são valores

estatisticamente signi�cativos (tabela 4). A avaliação do tempo de protrombinamostrou

que o tempo de coagulação do plasma dos animais que receberam o extrato de Sp foi

prolongado em 2 vezes sugerindo que a concentração plasmática de protrombina está

reduzida, essa redução pode ser devido a lesões hepáticas. A avaliação dos níveis

plasmáticos de albumina e protrombina mostrou alterações que embora não sejam

signi�cativas sugerem que a função de síntese do fígado nos animais tratados com Sp

foi prejudicada.

Os testes bioquímicos quanti�cando bilirrubina, albumina, transaminases e tempo

de protrombina mostram que o extrato de Sp administrado em altas doses pode causar

prejuízos ao fígado dos animais tratados, esses resultados foram con�rmados pela



3.4 Conclusões 64

microscopia de luz. Foi observado discreto in�ltrado linfoplasmocitário (I) (�g. 12)

3.4 Conclusões

O presente estudo demonstra que o extrato de Sp quando administrado em altas

doses apresenta baixa toxicidade, causando discretos danos ao fígado. Apesar disso

acreditamos que o extrato de Sp pode ser usado para o isolamento de compostos

ativos que possam ser utilizados como agente terapêutico contra o o�dismo desde

que se estabeleça doses terapêuticas 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 determinação

da toxicidade crônica do extrato de Sp e compostos isolados para descoberta de doses

que não causem prejuízos ao organismo.
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Tabela 2: Determinação da toxicidade aguda do extrato aquoso de Schizolobium

parahyba administrado por via intraperitoneal em camundongos

Dose
(mg Sp/g
animal)

N◦ M/T(24 horas) N◦ M/T(7 dias) Sintomas de toxicidade

0 0/10 0/10 �
0,5 0/10 0/10 hipoatividade

1,0 0/10 0/10
hipoatividade, contrações,
pêlo eriçado

1,5 0/10 0/10
hipoatividade, contrações,
pêlo eriçado, postura anormal

2,0 0/10 0/10

hipoatividade, contrações,
pêlo eriçado, respiração
acelerada e postura anormal

M/T: mortes/camundongos tratados

Tabela 3: Ingestão de água e alimento de camundongos 24 horas após a inoculação
de 2 mg/g de Sp por via intraperitoneal

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

Resultados são apresentados com média (n=10) e desvio padrão (*) A diferença entre
ausência e presença de Sp foi signi�cativa (p<0.05)
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(A)

(B)

Figura 12: Análise Histopatológica do fígado de camundongos machos (18-22g) ino-
culados por via intraperitoneal com 2 mg de Sp/g animal (A) ou com 100 µL de salina
(B) após 24 horas da inoculação. Observar as estruturas de VP (veia porta), DB
(ducto biliar), AH (artéria Hepática), H (hepatócito) e a presença de discreto in�ltrado
linfoplasmocitário (I). 260x
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Tabela 5: Efeito do extrato de Sp sobre as células do sangue

Parâmetros
Tratamento

Salina Sp (2mg/g animal)
RBC (106 µL) 6,99±0,73 7,26±0,78
WBC (103 µL) 7,15±1,18 6,65±1,32

Hemoglobina (g/dL) 12,25±1,16 12,8±1,76
Hematocrito (vol. %) 41,7±4,83 42,65±5,19
Plaquetas (104 µL−1) 1249,67±438,16 1133,75±215,05

RBC= eritrócitos (Red Blood Cells), WBC= leucócitos (White Blood Cells). Resultados
são apresentados com média (n=10) e desvio padrão
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• Folha de Rosto com Curso, Título, Aluno, Comissão Examinadora, Cidade

e Data

http://www.cogeb.ufu.br
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• Dedicatória

• Agradecimentos

• Índice/Sumário;

• Introdução

1. deverá ser uma síntese do tema pesquisado, situando-o em um contexto

geral sobre o conhecimento atual do assunto.

2. Não deverá trazer citações bibliográ�cas.

3. Será �nalizada com a apresentação do(s) capítulo(s) com enfoque no(s)

objetivo(s) do(s) capítulo(s).

• Quanto à revisão da literatura, a mesma poderá ou não estar na disser-

tação/tese, em se optando por colocá-la deverá ser apresentada na forma

de capítulo e, neste caso, dispensasse tanto o resumo quanto o abstract do

referido capítulo

• Capítulo(s):

� Título

� Resumo e abstract referentes ao capítulo

� Se o Capítulo foi publicado, pode ser apresentado tanto na forma de

separata quanto na forma do texto original do editor de texto, se foi ou

está para ser submetido, constar a Revista.

� Cada Capítulo (01 ou mais) deve ser escrito em conformidade com uma

Revista de Divulgação Cientí�ca escolhida pelo Aluno e seu Orientador.

� O Capítulo pode ser escrito somente em Português ou Inglês.

• OPCIONAL

1. Anexar, ao �nal da Dissertação/Tese, os Protocolos utilizados em Meto-

dologia para desenvolvimento da Pesquisa

2. Fazer um Capítulo com RESULTADOS COMPLEMENTARES - para

resultados que ainda serão completados para �ns de publicação, mas

que são relevantes e merecem uma Short Communication (nota prévia)
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