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RESUMO

Os envenenamentos provocados por acidentes com serpentes sdo comumente tratados
pela administracdo via parenteral de soro produzido a partir de anticorpos policlonais de
cavalos ou carneiros, objetivando-se a neutralizagdo das toxinas. Entretanto, a
neutralizacdo dos danos aos tecidos geralmente nao ocorre. Atualmente, varias plantas
medicinais tém sido usadas no tratamento de acidentes ofidicos. Este trabalho teve
como objetivo desenvolver e avaliar a estabilidade da formulacdo a base do extrato da
casca de Stryphnodendron adstringens, bem como examinar a capacidade da
formulagdo em neutralizar os efeitos locais induzidos pela pegonha de Bothrops
pauloensis. O extrato foi preparado por decocgdo da casca em agua e liofilizado.
Depois, o extrato foi incorporado em uma formulacdo. Foram avaliados os parametros
organolépticos e fisico-quimicos desta formulagdo. As inibigdes das atividades
hemorragica e miotoxica induzidas pela peconha bruta foram ensaiadas em
camundongos Swiss machos (n=5). Apos receberem pegonha, os grupos testes foram
tratados com pomada por aplicacdo tdpica imediatamente ou 15 minutos depois. A
pomada mostrou ser estdvel por pelo menos trés meses e também inibiu
significantemente as atividades hemorragica e miotoxica em todos os grupos tratados
com a pomada. A inibi¢do foi mais significativa nos grupos que receberam tratamento
imediato. Esses estudos demonstram que a formulagdo a base de S. adstringens ¢ estavel
e apresenta propriedades neutralizantes sobre a pegonha de B. pauloensis. Portanto, essa
pomada podera futuramente ser utilizada como um complemento de aplicagdo tdpica a
soroterapia, diminuindo ou neutralizando totalmente os efeitos locais provocados nos

acidentes com serpentes.
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ABSTRACT

Envenomations due to snake bites are commonly treated by parenteral administration of
horse or sheep-derived polyclonal antivenoms aimed at the neutralization of toxins.
However, the neutralization of local tissue damage usually does not occur. Actually,
many medicinal plants have been recommended for the treatment of snakebites. This
study aimed to develop and evaluate the stability of the formulation basic of the extract
of the bark of Stryphnodendron adstringens, as well as examining the capacity of the
formulation to neutralize the local effects induced by the venom of Bothrops pauloensis.
The extract was prepared by decoction of the bark in water and lyophilized. Then the
extract was incorporated into a formulation. Organoleptic and physico-chemical
parameters of the formulation were evaluated. The inhibition of hemorrhagic activity
and myotoxicity induced by crude venom were tested in male Swiss mice (n = 5). After
receiving venom, the test groups were treated with ointment by topical application
immediately or 15 minutes later. The ointment was shown to be stable for at least three
months and also significantly inhibited the hemorrhagic activity and myotoxicity in all
groups treated with the ointment. The inhibition was more significant in the groups
receiving immediate treatment. In conclusion, the results show that the formulation
based on S. adstringens is stable and it possesses neutralizing properties of the venom of
B. pauloensis. Therefore, that ointment may be used in future as a addition to the topical
application of serum, reducing or completely neutralizing the local effects caused in

accidents with snakes.

Key-words: Stryphnodendron adstringens, Bothrops pauloensis, antiophidian plants,
natural inhibitors, stability of formulations.



1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia dos acidentes
ofidicos

No mundo, existem
aproximadamente 3000 espécies de
serpentes, das quais de 10 a 14% sao
consideradas pegonhentas (MISE et al.,
2007). A Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) calcula que ocorram no
mundo 2,5 milhdes de acidentes
ofidicos por ano, afetando
principalmente as populagdes rurais e
provocando entre 30.000 a 40.000
mortes (CHIPPAUX, 1998).

No Brasil, no ano de 2005, os
acidentes com animais pegonhentos sao
a segunda causa de intoxica¢do humana,
correspondendo a 20% dos casos
notificados, s6 sendo ultrapassado pelas
intoxicagdes por medicamentos com
30,46% (SINITOX, 2008). Em 2005,
foram notificados 28.595 casos com
serpentes peconhentas, representando
uma incidéncia de 15 casos/100000
habitantes/ano (ARAUJO et al., 2008).
Apesar disso, as caracteristicas clinico-
epidemioldgicas e a real magnitude dos
acidentes ofidicos no Brasil ainda sdo
precariamente conhecidas nas regides
Norte ¢

Nordeste, devido a

subnotificagdo ou da informacgéao

colhida com omissdes (MISE et al.,

2007).

No Brasil, o género Bothrops ¢
responsavel por 87,5 % de todos os
acidentes ofidicos registrados
anualmente, seguido por Crotalus com
9,2%, Lachesis 2,7% e Micrurus 0,6%
(BRASIL, 2001). A letalidade anual
registrada para os acidentes ofidicos ¢
0,45%, correspondendo a 359 mortes
para pacientes tratados com o soro
antiofidico, sendo que 60% dos oObitos
acontecem depois de seis horas da
ocorréncia do acidente e o maior indice

¢ registrado no Nordeste (BRASIL,
2001).

Os acidentes ofidicos na regido
do Triangulo Mineiro, Uberlandia, sdo
causados principalmente por serpentes
dos géneros Bothrops e Crotalus, onde
se destacam B. moojeni, B. pauloensis e
Crotalus durissus collilinneatus
(SILVA et al., 2003). As serpentes do
género Crotalus estdo representadas no
Brasil por apenas uma espécie, Crotalus
durissus, dividida em seis subespécies
(SBH, 2008). Cada subespécie ocupa
uma regido caracteristica ao longo do
territorio brasileiro, sdo popularmente

conhecidas como cascaveis e



apresentam um guizo ou chocalho na

cauda (BORGES, 2001).

1.2 Composicdo das peconhas de

serpentes

As pegonhas na sua composicao
variam de individuo para individuo,
dependendo também da idade, habitos
alimentares, temperatura, clima e outras
condigdes (ASSAKURA et al., 1992).
No caso das serpentes botropicas, ha
uma diferenca entre a composi¢do da
peconha  dos  filhotes, que ¢
predominantemente coagulante, e do

adulto, com maior acdo proteolitica

(PINHO, PEREIRA, 2001).

Peconhas ofidicas s3o uma

mistura  complexa de  proteinas,
peptideos, carboidratos, lipidios, ions
metalicos e outros compostos organicos,
sendo que as proteinas e os peptideos
correspondem a aproximadamente 90%
do peso seco da peconha (SOUZA et
al., 2001; AIRD et al., 2002). Dentre os
ions pode-se destacar o célcio, o
magnésio e o zinco (AIRD et al., 2002).
O célcio ¢ um importante cofator da
acdo de algumas enzimas proteoliticas e
das fosfolipases (BRAUD et al., 2000).
O magnésio e o zinco sdo importantes
para acao das principais
metaloproteases da peconha (AIRD et

al., 2002).

Pegonhas de serpentes também
sdo ricas fontes de enzimas fosfolipases
A, (PLA;) que freqiientemente
apresentam um grande nuUmero de
isoformas (KINI, 2005; NEVALAINEN
et al., 2008). As PLA;s de peconha de
serpentes sdo enzimas de baixo peso
molecular (13 kDa-15kDa) que
hidrolisam  glicerofosfolipidios  na
posicdo sn-2 do glicerol liberando
lisofosfolipidios e acidos graxos (JAN
et al, 2007). Algumas PLA,s de
peconhas ofidicas induzem
miotoxicidade local enquanto outras
provocam destruicao muscular
sistémica (GUTIERREZ, OWNBY,
2003). Além disso, as PLA»s podem
provocar edema e apresentam atividades
antimicrobiana e antitumoral

(STABELI et al., 2006).

Nas peconhas de serpentes
Viperidae destaca-se a agdo de enzimas
que afetam o sistema hemostatico: as
metaloproteases e as serinoproteases
(MARKLAND, 1998). As enzimas
responsaveis pelo rapido aparecimento
de hemorragia local s3o denominadas
metaloproteases e sao dependentes de
ions metalicos divalentes, por exemplo,
Zn**, como cofator para exibirem
atividade

SERRANO, 2005). Elas atuam

enzimatica (FOX,

degradando  proteinas de  matriz



extracelular, principalmente colageno
do tipo IV, sendo capazes de provocar o
rompimento da membrana basal do
endotélio (KAMIGUTI, 2005). Existem
dois processos que podem explicar a
hemorragia: a hemorragia “per rhexis” e
hemorragia por “diapedesis”. O
mecanismo de hemorragia “per rhexis”
resulta da digestdo da membrana das
células do endotélio da membrana basal,
enquanto a hemorragia por “diapedesis”
ocorre devido ao rompimento das
jungdes entre as células vizinhas (HATI

et., 1999).

As serinoproteases geralmente
afetam a cascata de coagulagdo por
ativacdo de componentes sanguineos
envolvidos na hemostasia,
fibrinogenolise, agregagdo plaquetaria e
degradacao proteolitica (SERRANO,
MAROUN, 2005; PEREZ et al., 2007).
Entre as serinoproteases, destacam-se as
enzimas “thrombin-like” que possuem a
habilidade de clivar as cadeias Aa ¢ B
do fibrinogénio de forma semelhante a
trombina, exaurindo o estoque de

fibrinogénio no sangue

(MAGALHAES, 2003). Essa agdo das

thrombin-like” ocasiona a
incoagulabilidade do sangue das
vitimas de acidentes  botrdpicos

(SILVA-JUNIOR et al., 2007).

1.3 Caracteristicas do envenenamento
botrépico

As peconhas das serpentes
botropicas apresentam acao proteolitica,
coagulante e hemorragica, podendo
levar a manifestagoes clinicas locais
e/ou sistémicas (BORJA-OLIVEIRA et
al., 2003).

As manifestagdes no local da
picada caracterizam-se por: dor ¢ edema
de intensidade varidvel, equinoses e
sangramentos no local da picada. Além
disso, enfartamento ganglionar, bolhas e
abscessos podem aparecer na evolucao
do quadro clinico, acompanhada ou nao
de necreose (BORJA-OLIVEIRA,
2007). As complicagdes locais também
podem evoluir para complicagdes como
a sindrome compartimental (BRASIL,
2001).

As  manifestagdes  sistémica
caracterizam-se por: sangramento em
ferimentos cutdneos pré-existentes e
hemorragias a  distancia  como
gengivorragias, epistaxes, hematénese,
hematuria e alteragdes na coagulagdo
sanguinea. Podem também ocorrer
nauseas, vomitos, sudorese e hipotensao
arterial. Nos casos mais graves ha
choque e insuficiéncia renal aguda
(DURIGON et al., 2005).

Algumas peconhas botropicas

como de Bothrops pauloensis possuem
acao miotoxica (RODRIGUES et al.,



2007). Esta agdo produz lesdo da fibras

musculares esqueléticas (rabdomiolise)

com liberacdo de enzimas e mioglobina

para o soro e que sdo posteriormente

excretadas pela urina (BRASIL, 2001).

1.4 Processo de regeneragdo apo0s o
acidente ofidico

A cicatrizagdo € um processo
organico de restauragdo da lesdo
induzida por agressao local (ARAUJO
et al., 1998). E uma resposta complexa e
organizada do organismo a lesdo dos
tecidos com perda de sua integridade
(ROCHA JUNIOR, et al., 2006).

O processo de reparacao tecidual
¢ dividido em fases, de limites ndo
muito distintos, mas sobrepostas no
tempo: hemostasia; fase inflamatoria;
formagdo do tecido de granulagdo com
deposicdo de matriz extracelular (como
colageno, elastina e fibras reticulares); e
remodelagio (MENDONCA et al,
2006; ROCHA JUNIOR et al., 2006).

Logo apés o tecido ser
lesionado, uma cobertura primaria
composta por fibrina restabelece a
hemostase e fornece um ambiente para
que as plaquetas secretem fatores de
crescimento  (FCs), citocinas e
elementos da matriz extracelular
(MEC). Estes mediadores do processo
inflamatorio recrutam macrofagos e
neutrofilos, os quais secretam diversos

fatores especificos que orquestram as

fases seguintes do processo de
reparacao tecidual (IRION, 2005).
1.5 Soroterapia

O soro antiofidico constitui-se
na sua parte ativa de varias
imunoglobulinas e ¢  purificado
principalmente do soro de cavalos
previamente imunizados com a pegonha
de determinado género de serpente e
representa a principal terapia utilizada
em todo o mundo para o acidente
ofidico (CASTRO, 2006). A acdao do
soro antiofidico baseia-se na formacgao
de um complexo entre antigeno com
anticorpos especificos (CHIPPAUX,
GOYFFON, 1998). No Brasil, os
laboratorios que produzem  esses
imunoderivados para a rede publica sdo:
Instituto Butantan, Fundac¢ao Ezequiel
Dias e Instituto Vital Brasil (BRASIL,
2001).

O soro antiofidico deve ser
sempre utilizado por via intravenosa,
garantindo maior rapidez e eficiéncia na
neutralizacdo das peconhas circulantes
(PINHO, PEREIRA, 2001). A dose de
soro baseia-se na identificacdo da
serpente, no tempo decorrido entre o
acidente e o atendimento médico, na
evolugdo do quadro clinico e na
concentracdo do soro (CHIPPAUX,
GOYFFON, 1998).

As reagdes a soroterapia podem

ser classificadas em precoces (choque



anafilatico) ou tardias (doenga de soro)
(BRASIL, 2001). Tais reacdes de
hipersensibilidade atingem de 30 a 40%
das pessoas submetidas a soroterapia
(FRY et al., 2003). O choque anafilatico
ocorre imediatamente apos a
administracdo do soro no paciente ou
nas duas horas subseqiientes e tem os
mesmo sintomas de uma alergia, que
pode afetar pele, sistema digestivo ou
respiratorio em funcdo da predisposi¢cao
do paciente (FRY et al., 2003). Os
sinais e sintomas mais freqiientemente
observados sdo: urticarias, tremores,
tosses, nauseas, dor abdominal e rubor
facial (BRASIL, 2001). O processo
pode evoluir rapidamente para uma
insuficiéncia respiratoria (LEON et al.,
2008), podendo ainda os pacientes
apresentarem  arritmias  cardiacas,
hipotensdo arterial e choque (BRASIL,
2001).

A doenga do soro ¢ uma reacao
tardia que ocorre de cinco a 24 dias
apos o tratamento (LEON et al., 2008).
Os pacientes podem apresentar febre,
artralgia, linfadermomegalia, urticaria e
proteiniria  (BRASIL, 2001). Os
mecanismos mais provaveis incluem a
formagao de um complexo imune entre
0 soro e a pegonha, com ativacao e
consumo do complemento (FRY et al.,

2003).

Além disso, a eficiéncia do soro
antiofidico ndo ¢ consideravel quanto
aos efeitos locais das pegonhas de
serpentes ~ que  ocorrem  muito
rapidamente e geralmente ndo sdo
revertidos pela soroterapia permitindo
que a difusdo da peconha aconteca, o
que ocasiona o quadro de intensa lesdo
tecidual ao redor do local da picada
(FRY et al.,, 2003; CARDOSO et al.,
2003). Alguns estudos recentes
demonstraram uma inibi¢do somente
parcial da neurotoxicidade,
miotoxicidade e atividade hemorragica
de peconhas botropicas pelo soro
antibotropico (ZAMUER et al., 2004;
SILVA et al., 2007).
1.6 Extratos vegetais

Desde os  primordios da
humanidade as plantas sdo utilizadas
pelo homem como alimento e no
tratamento de varias doengas
(BENDAZZOLI, 2000). Neste sentido,
a origem do conhecimento do homem
sobre as propriedades medicinais das
plantas confunde-se com sua propria

historia (NOVAIS et al., 2003;
CALIXTO, 2000).

Atualmente, nota-se um
crescente  interesse pelas  plantas
medicinais, devido a grande procura por
terapias alternativas (TOLEDO, 2002).

Isto se deve principalmente a



ineficiéncia de  alguns  produtos
sintéticos, ao alto custo dos
medicamentos alopaticos e a busca da
populacdo por tratamentos menos
agressivos ao organismo humano,

principalmente no atendimento primario

a satde (RIBEIRO et al., 2005).

Plantas medicinais representam
importante fonte de compostos capazes
de auxiliar diretamente no tratamento de
envenenamentos ofidicos, ou
indiretamente, como complemento para
a soroterapia convencional (SOARES et
al., 2004). O uso de extratos vegetais de
plantas como antidotos contra pegonhas
animais ¢ um habito antigo para muitas
comunidades sem acesso rapido a

soroterapia (VERONESE et al., 2005;
ESMERALDINO, 2005).

Estudos etnobotanicos,
etnofamacologicos e ensaios bioldgicos
afirmam que aproximadamente 850
espécies de plantas apresentam ou
podem apresentar atividade antiofidica
(SOARES et al., 2005). Destas plantas,
varios extratos ja foram preparados e
mostraram possuir atividade
antipeconha, tais como: Pluchea indica
(GOMES et al.,, 2007); Pentaclethra
macroloba (SILVA et al., 2005);
Mikania glomerata (MAIORANO et al.,
2005); Musa paradisiaca (BORGES et

al., 2005); Eclipta prostrata

(PITHAYANUKUL et al., 2004);
Baccharis trimera (JANUARIO et al.,
2004); Mandevilla velutina (BIONDO
et al., 2003); Casearia mariquitensis
(IZIDORO et al., 2003); Casearia
sylvestris (CAVALCANTE et al., 2007;
BORGES et al., 2001); Schizolobium
parahyba (VALE et al, 2008;
MENDES et al., 2008).

1.7 Stryphnodendron adstringens

Stryphnodendron  adstringens
(Mart.) Conville ¢é uma planta
classificada na familia Fabacea,
subfamilia Mimosoidae e ¢
popularmente conhecida como
barbatimao (CUNHA, 2003). O género
Stryphnodendron  distribui-se  pelos
cerrados brasileiros, possuindo cerca de
29  espécies, sendo comumente
encontrado em Minas Gerais, Sao
Paulo, Mato Grosso do Sul, Maranhdo e

Piaui (VASCONCELOS et al., 2004).

Figura 1. Stryphnodendron adstringens

Fonte: Malson Neilson de Lucena



O barbatimdo tem um uso

popular terapéutico amplamente
diversificado, sendo empregado como
cicatrizante, adistringente, antidiabético,
antiinflamatério, hemostatico, anti-
séptico, antidiarréico, anti-ulcera, anti-
hipertensivo, combate  hemorragias
vaginais, gonorréia. E também utilizado
no tratamento da malaria, febre e
afeccoes hepaticas (LOPES et al., 2003;
MACEDO, FERREIRA, 2004;
OLIVEIRA, FIGUEIREDO, 2007;

SOUZA et al., 2007).

Virios trabalhos tém confirmado
algumas das  propriedades do
barbatimao: neutralizador dos efeitos de
herpesvirus bovino (FELIPE et al,
2006); inibi¢do no crescimento  de
Candida albicans (ISHIDA et al.,
2006); inibicdo no crescimento de
Leishmania amazonensis e
Trypanosoma cruzi (LUIZE et al., 2005;
HERZOG-SOARES et al, 2006;
HERZOG-SOARES et al., 2002);
atividade antimicrobiana
(GONCALVES et al., 2005;
ORLANDO, 2005); atividade
antibacteriana (SOARES et al., 2008);
inibi¢ao do crescimento de
Herpetomonas
(HOLETZ et al., 2005); cicatrizagdo de

feridas cutaneas (LOPES et al., 2005);

samuelpessoai

efeitos antiulcerogénicos (AUDI et al.,

1999) e atividade antiinflamatoria

(LIMA et al., 1998).

S. adstringens ja teve varios
compostos quimicos isolados: taninos,
alcaloides, flavonoides, terpenos,
estilbenos, esterdides, inibidores de
tripsina e de outras

(VASCONCELOS et al, 2004). A

proteinas

casca ¢ rica em taninos, com percentual
variando de 10-37% (HOLTEZ et al.,
2005; SANTOS et al., 2004). Da casca
ja foram isolados nove prodelfinidinas e
seis  flavanodis-3, todos  taninos
condensados, responsaveis pelo sabor
adistringente e pela capacidade de
precipitar proteinas soluveis (MELLO
et al., 1996a, 1996b, 1999).

1.8 Estabilidade de formulagfes

cosmeéticas

A estabilidade de uma
formulagdo cosmética ¢ definida como
o intervalo de tempo que a formulagdo é
capaz de manter sua integridade em
termos de quantidade e identidade
quimica (BILIA et al., 2001).

Os testes de estabilidade
representam uma etapa crucial na
producdo de produtos farmacéuticos,
uma vez que a instabilidade de uma

formulagdo modifica seus trés requisitos

essencias, que sao seguranca, qualidade



e eficicia (KOMMANABOYINA,
RHODES, 1999).

Os testes de estabilidade
compreendem o conjunto de testes
projetados para obter informagdes sobre
estabilidade de produtos farmacéuticos,
nas variadas condi¢des a que possa estar
sujeito, desde sua fabricacdo até o
término de sua validade, visando definir
seu prazo de validade e periodo de
utilizacdo em embalagens e condicdes
de armazenamento
(BARBOSA, 2006; SANTOS JUNIOR;
MORETTO, 2005). Para isso, amostras

especificadas

devem ser armazenadas em condigoes
que acelerem mudangas passiveis de
ocorrer durante o prazo de validade.
Isso permite que mais dados sejam
coletados em um tempo curto,
permitindo,  por  exemplo, que
formulagdes ndo satisfatérias sejam
eliminadas nas etapas iniciais de um
estudo, reduzindo gastos (AULTON,
2005).

A avaliacdo da estabilidade das
formas farmacéuticas pode ser realizada
através do teste de estabilidade
preliminar, ciclos de temperaturas, teste
de estabilidade acelerada e teste de

estabilidade de longa dura¢ao (BABY et
al,, 2000).
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2 OBJETIVOS

o Desenvolver uma formulagao
que incorporasse o extrato bruto de

Stryphnodendron adstringens.

o Avaliar a estabilidade da
formulacgao.
o Testar a  capacidade da

formulacdo em neutralizar os efeitos
locais induzidos pela peconha de

Bothrops pauloensis.

3 MATERIAL
3.1 Obtencéo da peconha de Bothrops
pauloensis

A pegonha de Bothrops
pauloensis foi obtida a partir de
espécimes mantidas no serpentario da
Pentapharm, Minas Gerais, Brasil.
3.2 Obtengéo da planta
Stryphnodendron adstringens

A casca do caule da planta
Stryphnodendron  adstringens  foi
coletada na zona rural de Araguari (lat. -
18° 38' 50" e lon. 48° 11' 14"), Minas
Gerais, Brasil.
3.3 Reagentes

Acrilamida, Bis-acrilamida,
TEMED, SDS, EDTA, azul de
bromofenol, fucsina basica, Coomassie
Brilliant Blue R-250, glicina,
Tiopental®, soroalbumina  bovina,

trombina, fibrinogénio, persulfato de

amonio, TAME, fibrinogénio bovino, e



padrdo de peso molecular (Amersham
Biosciences do Brasil Ltda) foram
obtidos pelos fornecedores e os demais

eram reagentes de grau analitico.
3.4 Animais

Camundongos da raga Swiss
machos, (18-22¢g) foram fornecidos pelo
Instituto Valle, Minas Gerais, Brasil e
mantidos no Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal (CBEA) da
Universidade Federal de Uberlandia sob
condi¢des padrdes de temperatura 25°C,
umidade relativa do ar de 60-65%, ciclo
de 12h de luz/noite, dieta e agua “‘ad
libitum. Todos os procedimentos foram
aprovados de acordo com as regras do
Comite de FEtica na Utilizacdo de

Animais, sob o nimero 027/08.
3.5 Equipamentos

Paquimetro digital (Digimess),

espectrofotometro PharmaBiotech,
pHmetro Marte MB-10 e centrifuga

Eppendorf 5402.
4 METODOS

4.1 Preparacdo da peconha bruta
(PB)

Foram pesados 10mg de
pegonhas brutas de Bothrops moojeni e
Bothrops pauloensis utilizando uma
balanca analitica. Cada peconha foi

diluida em 5mL de agua deionizada e
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dosada seguindo a técnica de Bradford,
1976. Depois de dosadas, as peconhas
foram aliquotadas em 500pg, 200ug e
100pg, liofilizadas por 24 horas e
estocadas a -20°C. Para a realizagdo dos
experimentos, as peconhas foram
dissolvidas em solugdo salina (NaCl,

0,9%) para o uso.

4.2 Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas foi
determinada pelo método de Bradford
(1976) e foi usada como padrio a
soroalbumina bovina. Uma aliquota de
cada amostra foi dissolvida para 100uL
com agua deionizada e adicionada a
3mL do Reagente de Bradford (100mg
de Coomassie Blue G, 50mL de etanol
95%, 100mL de acido fosférico 85% e
agua suficiente para completar 1 litro de
solucao). As determinagdes foram feitas
em triplicatas e a absorbancia medida
em 595nm. Paralelamente a dosagem de
proteinas foi construida uma curva
padrdo de soroalbumina bovina. A
concentragdo de proteinas em pg/uL foi
determinada a partir de calculos de
regressao linear baseados nos valores
obtidos na curva padrao.
4.3 Preparacdo do extrato vegetal
(EV)

A casca de Stryphnodendron
adstringens foi lavada, dilacerada,

pesada (120g) e misturada com um



volume de agua deionizada quatro vezes
maior que a massa (480mL). A seguir
foi feita a decoccdo. Apds 24 horas, a
mistura foi filtrada em papel e funil e
centrifugada a 5000xg por 20 minutos, a
4°C. O sobrenadante foi liofilizado e
armazenado a -20°C.
4.4 Preparacédo da formulacéo

As matérias-primas utilizadas na
formulacao foram: lauriletersulfato de
sodio, cocoanfocarboxiglicanato,
laurilipoglicosideo, acido citrico
(solugdo aquosa 10%), extrato seco de
S. adstringens e agua destilada. A
pomada foi manipulada pela dispersao
dos tensoativos, do conservante e agua.
Em seguida, foi acrescentado a solugao
aquosa de acido citrico para corre¢do

até pH 6, valor compativel com a pele.

Figura 2. Pomada de Stryphnodendron

adstringens

4.5 Testes de estabilidade

Para avaliar a estabilidade da
formulagao foram analisados
parametros organolépticos e fisico-
quimicos da pomada através de

metodologia de avaliagao da
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estabilidade preliminar apresentada pelo
Guia de Estabilidade de Produtos
Cosméticos (ANVISA, 2004; ANVISA,
2007). Desta forma, os parametros
avaliados foram aspecto, cor e odor
(observagdes feitas uma vez por semana
durante trés meses), bem como teste de
medidas do pH realizado em pHmetro.
As caracteristicas organolépticas foram
classificadas segundo os critérios
Anvisa, 2004. A formulacao foi mantida
a temperatura ambiente (37° C). Para
determinagdo da cor os produtos foram
avaliados por identificacdo visual; e
para o odor, foi utilizado o olfato como

sentido.

4.6 Atividades bioldgicas
O efeito bioldgico da formulagao

foi avaliado no tratamento dos efeitos
induzidos pela peconha bruta de
Bothrops pauloensis. Em todos os
ensaios foram utilizados camundongos
Swiss machos (20-25g). Os
camundongos  foram  previamente
anestesiados com Tiopental que ¢ um
anestésico do tipo barbitarico que
produz anestesia geral de duragdo
rapida. Foram aplicados 10uL de
anestésico (0,02mg/mL) via
intramuscular no musculo
gastrocnémico esquerdo. Depois de
anestesiados os animais foram depilados

no dorso ou na pata direita para melhor



absor¢do da pomada. Uma hora depois,
a PB foi injetada nos animais e dois
grupos testes foram montados. Um
grupo recebeu tratamento com a
pomada  imediatamente  apoés a
inoculagdo da PB. Ja o outro grupo teste
foi tratado com a pomada 15 minutos
depois de inoculado com a PB. A
pomada foi aplicada no mesmo local de
inoculagdo da pegonha bruta. Os grupos
controles receberam apenas PB, salina
ou pomada. Todos os ensaios foram
feitos em triplicata.

4.6.1 Atividade hemorragica

Essa técnica foi realizada
segundo método descrito por NIKAI et
al. (1984). Nos ensaios foram utilizadas
2DMH que foram injetadas por via
intradérmica no dorso de camundongos
de 18-22g. Apds trés horas, os animais
foram anestesiados e sacrificados. A
pele do dorso foi retirada para medida
do halo hemorragico formado. As
medidas foram feitas com um
paquimetro digitalDigimess.
4.6.1.1 Determinacdo da dose minima
hemorragica (DMH)

Uma DMH corresponde a
quantidade em pg de peconha bruta
necessaria para induzir a formagdo de
um halo hemorragico de 10mm. Para
determinar o valor de uma DMH, foram
injetadas via intradérmica quantidades

diferentes de PB (2ug, Spg e 10ug). A
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partir da medida de cada halo foi
plotado um grafico e o valor de uma
DMH foi determinado por regressdo
linear.
4.6.2 Atividade miotoxica

Camundongos Swiss machos
receberam  inje¢des no  musculo
gastrocnémico direito de doses de 25 pg
de peconha bruta combinada ou nao
com o extrato vegetal. Trés horas apds
os camundongos foram sacrificados e o
sangue foi coletado na presenga
heparina por pungdo cardiaca, e
posteriormente centrifugado em trés
ciclos de 2500xg a 4°C por 10 minutos
cada. A atividade da enzima creatina
quinase do plasma foi determinada
usando-se um kit (LaborLab). A
atividade foi expressa em unidades por
litro, cada wunidade corresponde a
produ¢do de Iumol de NADH por
minuto a 37°C.
4.7 Andlise estatistica

Os resultados foram
apresentados como a média = desvio
padrdo. A normalidade dos dados foi
determinada segundo o Teste de
Lilliefors e a significancia estatistica
(p<0,05) dos resultados foi avaliada
utilizando o Teste ANOVA calculado
com o programa R Language (R

DEVELOPMENT CORETEAM, 2006).



5. RESULTADOS

5.1 Ensaios de estabilidade

Pela  avaliagio da  estabilidade,
observou-se que a incorporacdao do extrato
seco alterou alguns dos parametros
avaliados, aumentando o pH da formulagdo
de 6 para 7 em um més, ap6s o segundo
més nenhuma alteragdo no pH foi

detectada. No entanto, estas alteragdes nao
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prejudicaram a estabilidade da pomada e
adequabilidade desta formulagdo para seu
uso apos trés meses. Os parametros
organolépticos ndo sofreram alteracdes
durante o mesmo periodo de tempo
observado, conforme pode ser visto na

Tabela 1.

Tabela 1. Avalia¢do dos principais parametros organolépticos e fisico-quimico da pomada

contendo o extrato seco de Stryphnodendron adstringens.

Caracteristica Tempo

1 més 2 meses 3 meses
Cor Normal s/ alteragdo  Normal s/ alteragdo  Modificada
Odor Levemente alterado Levemente alterado Levemente alterado
Aspecto Normal s/ alteragdo  Normal s/ alteragdo  Normal s/ alteragao
pH 6-7 7 7
5.2 Atividade hemorréagica inibicdo  significativa da atividade

A figura 2 mostra que 10pug de
peconha bruta de B. pauloensis induz a
formac¢ao de um halo hemorragico de
21mm, logo 10upg de PB correspondem
a 2DMH. A atividade hemorragica
induzida pelo PB foi significantemente
inibida quando os animais foram
tratados imediatamente com a pomada
(inibicdo de 70%). Os camundongos
que receberam a pomada apos 15

minutos também apresentaram uma

hemorrdgica (inibicdo de 35%). A
figura 2 também mostra que pomada
ndo induz a formag¢dao de halo

hemorragico.
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Figura 3. Efeitos da pomada de Stryphnodendron adstringens sobre a atividade hemorragica da pegonha
de Bothrops pauloensis. 50uL de pegonha bruta foram injetados via intradérmica em camundongos que
foram tratados com a pomada de Stryphnodendron adstringens. (A) Superficie interna mostrando o halo
hemorragico. PB= peconha bruta; PB+P= pegonha bruta e tratamento imediato; PB+P= peconha bruta e
tratamento apds 15 minutos. * Massa correspondente a 2DMH. (B) Didmetro do halo hemorragico na
derme. Cada barra representa a média e desvio padrao (n = 5). (*) diferenca estatisticamente significativa

(p<0.05) das inibi¢Ges em relagdo ao controle com pegonha.



5.3 Atividade miotoxica

A figura 3 mostra que 25ug de
PB aumentam os niveis plasmaticos de
creatina quinase (CK). Quando os
camundongos foram imediatamente
tratados com a pomada, ocorreu

diminui¢do significativa dos niveis de

50
40

CK U/L
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creatina quinase. A atividade miotoxica
induzida por PB também  foi
significantemente inibida nos
camundongos que foram tratados com
pomada 15 minutos apos a injecdo de

PB.

Figura 4. Inibigdo da atividade miotoxica induzida pela pegonha de Bothrops pauloensis pela pomada de

Stryphnodendron adstringens. 25 pg de peconha foram injetadas nos camundongos que posteriormente

foram tratados com a pomada. PB= pegonha bruta; PB+P=pe¢onha bruta e¢ tratamento imediato com a

pomada; PB+P 15°= pegonha bruta e tratamento apos 15 minutos. Cada barra representa a média ¢ o

desvio padrao (n = 5). (*) diferenga estatisticamente significativa (p<0.05) das inibigdes em relagdo ao

controle com pegonha.

6 DISCUSSAO
6.1 Estabilidade da formulagéo

A estabilidade ¢ a capacidade de
uma formulagdo manter-se dentro das
especificagdes fisico-quimicas,
microbiologicas, terapéuticas e

toxicologicas ao longo do tempo

(BRASIL, 2001). Varios fatores, como
temperatura, umidade, radiacdo, luz, ar
(especificamente oxigénio, dioxido de
carbono e vapor de d4gua), pH,
propriedades dos solventes, recipientes
(frascos de acondicionamento) e a

presencga de outras substincias quimicas



contaminantes podem  afetar os
componentes de uma  férmula
farmacéutica, influindo assim na sua
estabilidade (MACIEL et al.,2006).
Dentre esses, temperatura e umidade
sdo os principais fatores de instabilidade
das formulagdes, pois podem facilmente
induzir a degradacdo das substancias,
mesmo em curto prazo (BRASIL,
2001).

Os testes de estabilidade
realizados neste trabalho demonstraram
que a formulagdo contendo
Stryphnodendron adstringens ¢é estavel
por pelo menos trés meses, preservando
as caracteristicas inicias. Entretanto, ¢
necessario que o prazo de validade e
outros testes de estabilidade como
analise da densidade ao longo do tempo
sejam determinados, a fim de se

alcangar uma melhor qualidade e

seguranga no uso desta formulagao.

6.2 Propriedades antiofidicas da

pomada

O Brasil apresenta uma ampla
diversidade de plantas medicinais que
sdo freqlientemente utilizadas na
medicina popular para o tratamento de
alguns dos efeitos provocados por
acidentes com serpentes (CALIXTO,
2000). Sendo assim, um passo

importante ¢ investigar € comprovar a
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validade da utilizacdo dessas plantas
medicinais, bem como a forma que
promovem a neutralizacdo mais eficaz.
Neste trabalho foi desenvolvida
uma formulagdo que incorporou o
extrato de Stryphnodendron
adstringens. A pomada mostrou ser
capaz de neutralizar as atividades
hemorragica e miotdxica tanto quando
aplicada imediatamente quanto apds 15
minutos. Entretanto, a inibi¢do foi
maior quando os animais foram tratados
imediatamente com a pomada do que
quando foram tratados apds 15 minutos.
As peconhas de serpente contém
muitas enzimas proteoliticas que atuam
degradando uma variedade de substratos
naturais, tais como caseina,
fibrinogénio,

(GUTIERREZ, 2002). Dentre estas

colageno e  outros

enzimas pode-se destacar as toxinas
hemorragicas que sdo responsaveis pela
degradacao das proteinas da matriz
extracelular e necessitam de um ion
metal divalente como o Zn** para sua
atividade (GUTIERREZ, RUCAVADO,
2000). Tais toxinas sdo as principais
responsaveis pelo quadro hemorragico
que caracteriza o envenenamento
ofidico (BORGES, 2001).

A mionecrose que ocorre no
acidente com serpentes deve-se a
presenga de miotoxinas do tipo

fosfolipase dependentes de ions Ca®'



e/ou hemorraginas presentes na peconha
de serpentes (GUTIERREZ, 2002).
Muitos SOros antiofidicos sdo
ineficientes na neutralizagdo dos efeitos
miotdxicos destas toxinas (SOARES et
al., 2004).

Alguns extratos vegetais
apresentam a propriedade de neutralizar
as enzimas PLA, e  toxinas
hemorragicas por inibi¢do da ligacdo a
cations bivalentes (Zn*" e Ca®".
Exercem, portanto, um efeito quelante e
sdo responsaveis pela inibi¢do das
atividades hemorragica e miotoxidade
(USHANANDI et al., 2006;
MAIORANO et al., 2005). Dessa
forma, para estes autores a propriedade
antiofidica dos extratos resulta de um
mecanismo de agdo especifica, no qual
ocorre degradacdo proteolitica das
toxinas da pegonha ou quelacdo de ions
metalicos essenciais para atividade
catalitica de tais toxinas.

Por outro lado, outros estudos
demonstraram alteracdes no perfil
eletroforético das proteinas da peconha
apés o tratamento com o extrato,
descartando o efeito quelante induzido
pelos componentes do extrato vegetal
sobre as enzimas dependentes de ions
metélicos divalentes e sugerindo que
ocorre a formagdo de complexos
inespecificos entre as enzimas da

pegonha e os componentes do extrato
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(BORGES et al., 2005; MENDES et al.,
2008).

Os taninos sdo polifenodis
abundantes na casca de S. adstringens
(SANTOS et al., 2002). Ardisson et al.
(2002) demonstram que no processo de
cicatriza¢do, 0s taninos precipitam as
proteinas dos tecidos lesados, formando
um revestimento protetor que favorece a
sua regeneracao (VASCONCELOS et
al., 2008). Como as pegonhas ofidicas
sdo ricas em proteinas (90-95%) de
diferentes classes, as quais apresentam
uma grande variedade de atividade, um
possivel mecanismo de inibicdo das
toxinas presentes nas peconhas testadas
com a nossa pomada seria a ligacdo de
tais toxinas aos polifen6is encontrados
na casca de S. adstringens
(PITHAYANUKUL et al., 2005).
Conseqiientemente, como resultado
desta interagdo as proteinas das
peconhas precipitam perdendo sua

atividade.

7 CONCLUSOES

O uso de produtos naturais de
origem vegetal, como uma alternativa
terapéutica para os acidentes com
serpentes ¢ uma etapa importante na
caracterizacdo de suas propriedades
farmacologicas. Com  base  nos
resultados

apresentados pode-se

concluir que ¢ possivel desenvolver



uma formulag¢do que incorpore o extrato
bruto de Stryphnodendron adstringens e
que esta formulacdo ¢ capaz de se
manter estavel ao longo de pelo menos
trés meses. Além disso, a pomada foi
capaz de neutralizar os efeitos
hemorradgicos e a miotoxicidade
induzida pela peconha de Bothrops
pauloensis. Estas propriedades
neutralizantes provavelmente se devem
a precipitagdo das proteinas da peconha

por componentes do extrato vegetal de
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