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TOXICIDADE AGUDA E PROPRIEDADES ANTIOFiDICAS DO EXTRATO
AQUOSO DE CASEARIA GRANDIFLORA (FLACOURTIACEAE): ATIVIDADES
FOSFOLIPASICA A, MIOTOXICA E LETAL DE PECONHAS DE B. MOOJENI E
B. NEUWIEDI

ACUTE TOXICITY AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF CASEARIA GRANDIFLORA
AQUEOUS EXTRACT (FLACOURTIACEAE): PHOSPHOLIPASE A2, MYOTOXIC AND
LETHAL ACTIVITIES OF VENOMS OF B. MOOJENI AND B. NEUWIEDI
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SANTOS'; Maria Inés HOMSI-BRANDEBURGO'; Amélia HAMAGUCHT'

RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi estudar a agdo do extrato aquoso de C. grandiflora (EA)
sobre as atividades PLA, miotoxica e letal das pe¢onhas (P) de B. moojeni e B. neuwiedi e sua toxicidade aguda. O
EA (1:160; P:EA, m/m) inibiu em 74,5% e 57,5% a atividade PLA, das pegonhas e, em 51%, a atividade CK do
plasma de camundongos induzida pela peconha de B. moojeni na proporgéo de 1:4 (P:EA, m/m). Houve um aumento
da sobrevivéncia (83%) dos camundongos que receberam EA preparado com folhas coletadas em novembro (1:26;
m/m), resultado ndo encontrado com o EA preparado a partir de folhas coletadas em junho. A efeitos colaterais do EA
de C. grandiflora foram ptose palpebral, letargia e piloere¢do e, apnéia, paralisia flacida e 6bito (100%),
respectivamente para as doses de 250 e 500 mg. kg'. Estes resultados indicam que o EA é uma fonte de compostos
capazes de neutralizar alguns efeitos toxicos de peconhas botrdpicas, porém, investigagdes adicionais sdo necessarias
para eliminar ou minimizar seus efeitos colaterais.

UNITERMOS: Atividade antiofidica, Casearia grandiflora, Pegonha de serpentes, Inibidores de fosfolipase

A, Antimiotoxinas, Toxicidade aguda.

Lista de abreviaturas: EA — extrato aquoso; P — pegonha; PBS — tampéo fosfato; PLA, — fosfolipase A_;
CK — creatina quinase; DL — dose letal.

INTRODUCAO

As peconhas das serpentes sdo constituidas por
uma complexa mistura de componentes nao-protéicos
(aminoacidos livres, peptideos, carboidratos, lipidios,
nucleotideos, aminas biogénicas, varios cations e anions)
e protéicos, que desencadeiam diversos efeitos locais e
sistémicos (VARANDA; GIANNINI, 1994). Os efeitos
sistémicos mais freqiientes, em acidentes botropicos, sdo
a inducdo de choque, principal causa de morte, distarbios
na coagulacdo sangiiinea, alteragGes cardiovasculares

(BARRAVIEIRA; PEREIRA, 1994; MEBS; OWNBY,
1990;), hemorragias gastrintestinais, nauseas, vomitos e
hematuria (BARRAVIEIRA; PEREIRA, 1994). Quanto
aos efeitos locais, destacam-se dor, edema, hemorragia e
necrose tecidual (BARRAVIEIRA; PEREIRA, 1994,
OLIVEIRA et al., 1999).

As fosfolipases A, sdo enzimas que hidrolisam o
grupo 2 acil de sn-3 fosfoglicerideos, liberando acidos
graxos, incluindo o a acido aracddnico, precursor de
outros eicosanoides envolvidos em processos inflamatorios
(DENNIS, 1994; LENNARTZ, 1999; PRUZANSKI;
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VADAS, 1997). Estas enzimas podem ocasionar a perda
permanente de tecido, se a necrose local for intensa, assim
como, neurotoxicidade, miotoxicidade, citotoxicidade e
efeitos anticoagulantes, dentre outros (PARAMO etal.,
1998).

Para minimizar tais efeitos toxicos, o Unico
tratamento utilizado pela medicina convencional ¢ a
soroterapia heterdloga, a qual ndo possui uma eficiéncia
satisfatoria para reverter os efeitos locais, além de poder
causar reagdes imunoldgicas (BARRAVIEIRA, 1997).

Um tratamento alternativo ou complementar que
vem se destacando ¢ o uso de extrato de plantas
medicinais, como fonte de inibidores naturais e
componentes farmacologicos ativos. Dentre elas, tem-se
a Mandevilla velutina (jalapa) que possui componentes
com agdo inibitoria da fosfolipase A, e fosfolipase C em
edemas de patas de camundongos (NEVES et al., 1993);
a Tabernaemontana catharinensis que inibe a atividade
miotoxica e letal provocada pela pegonha de Crotalus
durissus terrificus em camundongos e reduz os niveis
de liberagdo de creatina quinase induzidos pela pegonha
de B. jararacussu (VERONESE et. al., 2005); a planta
Eclipta prostrata inibidora da atividade miotoxica das
peconhas de B. jararacussu e C. durissus terrificus
(MELO et al., 1994; MORS et al., 1989); a planta Musa
paradisiaca L. (Musaceae) que destaca-se por
neutralizar as atividades da fosfolipase A, miotoxica,
hemorragica e letal de pegonhas crotalicas (BORGES et
al., 2005).

O presente trabalho foi desenvolvido com uma
planta da regido do Cerrado (sentido amplo), a Casearia
grandiflora, pertencente a familia Flacourtiaceae,
visando reportar a sua habilidade para inibir atividades
enzimaticas e farmacologicas das peconhas de B. moojeni
e B. neuwiedi e a sua possivel toxicidade aguda em
camundongos.

MATERIAL E METODOS

Peconhas Brutas

As pegonhas de B. moojeni e B. neuwiedi foram
cedidas pela empresa Pentapharm Com. Exp. Ltda. e
pela professora Dr # Vera Lucia Brites responsavel pelo
Centro de Répteis do Instituto de Ciéncias Biologicas
(UFU). As pegonhas liofilizadas foram ressuspendidas em
tampdo fosfato (PBS) antes do uso. A concentragdo de
proteinas foi estimada de acordo com Itzaki e Gill (1964).

Animais
Foram utilizados camundongos Swiss (machos,
massa média de 32 g) cedidos pelo biotério da empresa
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Pentapharm Brasil Com. Exp. Ltda. (Uberlandia, MG) e
mantidos em condi¢des de temperatura ambiente, agua e
ragdo ad libitum.

Preparaciao do extrato vegetal

As folhas de C. grandiflora, coletadas na regido
de cerrado de Uberlandia (MG, Brasil) nos meses de julho
e novembro, foram lavadas e homogeneizadas em agua
deionizada. Em seguida, o homogeneizado, obtido por
filtracdo em uma camada de gazes e papel filtro, foi
centrifugado a 30.000x g por 20 minutos e o sobrenadante
liofilizado e estocado a -20°C. A concentrag¢do do extrato
vegetal foi expressa em termos de massa seca/mL de PBS.

Atividade Fosfolipasica

A atividade enzimatica foi realizada segundo o
método descrito por De Haas et al. (1968) utilizando gema
de ovo como substrato. Para o teste de inibi¢ao, solu¢des
contendo 20 pg de peconha foram misturadas previamente
em proporgdes crescente de EA: 1:0, 1:5, 1:10, 1:20, 1:30,
1:80 e 1:160. P: EA (m/m, P:EA incubado por 1 minuto).
A inibi¢do foi determinada pela redugdo percentual de
unidades de microequivalentes de NaOH consumidos/mg/
min.

Atividade Miotéxica

Grupos de trés camundongos foram injetados via
i.m. no musculo gastrocnemius direito, com uma mistura
de pegonha (60 ng) e EA, incubada por 15 minutos a
37°C, nas seguintes propor¢des: 1:0 (controle positivo),
1:2 e 1:4 (m/m). O controle negativo recebeu a mistura
na propor¢do de 0:12 (m/m). O sangue foi coletado em
capilares heparinizados pela seccdo na cauda em
intervalos de 2, 4, 8 horas e por pung@o cardiaca, apos 24
horas decorrentes da injecdo da mistura. Os animais do
controle negativo tiveram o seu sangue coletado apds 4
horas. A atividade creatina kinase (CK) foi determinada
usando o kit CK NAC Activated 335 da Randox. A
atividade CK foi expressa em unidades por litro (U/L),
uma unidade resultando da produg¢do de um micromolar
de NADH por minuto a 37°C.

Letalidade

Camundongos foram separados em oito grupos
(G1aG8;n=06) e inoculados intraperitonealmente com
trés doses letais a 50% (DL, = 1,66 mg.kg') da pegonha
de B. neuwiedi: G1 a G3 — receberam pegonha e as
respectivas doses de EA, 50, 100 e 400 mg.kg ', incubados
por 15 minutos a temperatura ambiente (ensaios realizados
com o EA preparado nos meses de novembro e junho);
G4 a G6 — receberam as mesmas doses anteriores de
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EA, 15 minutos antes da administracdo de pegonha
(ensaios realizados com o EA preparado no més de
novembro); G7- recebeu somente pegonha (controle
positivo) e G8 — recebeu somente salina a 0,9%. Os
animais foram acompanhados por um periodo de 48 horas.

Toxicidade Aguda do EA de C. grandiflora

A toxicidade aguda do EA foi uma avaliagdo
preliminar testada em camundongos por um periodo de
48 horas. Os animais separados em dois grupos (n = 06)
receberam, por via intraperitoneal, 250 mg.kg' ou 500
mg.kg' de massa corpdérea e foram mantidos em
condigdes de temperatura ambiente (T _,  =23,75+1,32°C),
agua e ragdo ad libitum.

A observacdo clinica dos sintomas foi realizada
em tempos previamente determinados (0-5min; 15min;
1h; 2h; 4h e 24h), analisando alguns parametros
comportamentais como: atividades dos sistemas nervoso

FREITAS, F. G. et al.

central (convulsdes, depressdo, letargia) e periférico
(respiragdo, diarréia, piloerecdo, salivagdo). Apos 24
horas, a taxa de mortalidade dos animais foi observada.
Dos animais sobreviventes do grupo tratado com a dose
de 250 mg.kg', foi realizado coleta da amostras sanguinea
para analise hematoldgica.

RESULTADOS

Inibicdo da atividade PLA,

As pegonhas de B. moojeni e B. neuwiedi
apresentaram as seguintes atividades PLA, especificas:
48,86+3,45 e 81,72+2,37 U/mg, respectivamente. O EA
inibiu de maneira diferenciada a atividade fosfolipasica
destas pegconhas: obteve-se uma maior inibi¢do na
proporgdo de 1:160 (m/m), para a pegonha de B. moojeni
(74,4 +4,4% - Fig.01), quando comparado com a pegonha
de B. neuwiedi (57,5 + 4,5% - Fig.01).
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Figura 1. Efeito do EA sobre a atividade PLA, das peconhas de B. moojeni e B. neuwiedi. Titulagdo potenciométrica
de acidos graxos liberados durante 3 min de reagéo a temperatura ambiente. As amostras testadas foram
20ug de pegonha para quantidades de EA crescentes (50p1g-3.200ug). Os valores representam a média *
SD (desvio padrdo de 3 ensaios). Testes Kruskal-Wallis e Wilcoxon; * Média com diferenga do controle

(P) (p<0,05).

Inibicao da Atividade Miotdéxica da peconha de B.
moojeni

Ao se administrar intramuscularmente a peconha
de B. moojeni nos animais, houve aumento da atividade
CK do plasma destes atingindo um pico 04 horas apods
administracdo, retornando a linha de base apds 08 horas
(Fig.02).

Na proporg¢ao de 1:4 (P:EA, m/m), o EA reduziu
a miotoxicidade in vivo pois, 02 e 04 horas apds a
administracdo, houve um decréscimo da atividade CK
em 38,5% e 51%, respectivamente (p<0,05; Fig.02). A
administracéo intramuscular de PBS (191,51+41,00 U/L
de plasma) e de 720 mg de EA (257,08168,97 U/L de
plasma) nao afetou nivel de CK plasmatico (p>0,05).

Biosci. J., Uberlandia, v. 21, n. 2, p. 95-103, May/Aug. 2005

97



Toxidade aguda e propriedades antiofidicas do...

FREITAS, F. G. et al.

3000

2500

2000

1500

1000

CK plasmatico (U/L)

—8— gpenas P
-v- 1P 2EA
1P 4 EA

Tempo (h)

Figura 2. Efeito do EA sobre a atividade miotdxica da peconha de B. moojeni. Atividade CK (U/L de plasma) do
plasma de camundongos foi determinada em intervalos de 0, 2, 4, 8 e 24 horas apds a administragdo i.m. de
uma mistura de peconha e EA, nas seguintes propor¢des: 1:0, 1:2 e 1:4. Os valores representam a média +
SD (desvio padrdo de 3 ensaios). Teste ANAVA e Newman-Keuls; * Média com diferenga do controle (P)

(p<0,05).

Inibicao da Letalidade da PB de B. neuwiedi

Ao final de 48 horas, foi observado que o EA
preparado com folhas coletadas no més de novembro
possibilitou uma sobrevivéncia maior para G1, G2 e G3
(P e EA misturados): 1, 3 e 5 animais, quando comparado
com os grupos G4, G5 e G6 (EA inoculado anteriormente

ao P): 2, 1 e 0, respectivamente (Fig.03A). O G3 tratado
com EA preparado a partir de folhas coletadas em junho
apresentou 100% de 6bito nas primeiras cinco horas, sendo
que, nos G1 e G2 houve sobrevivéncia de apenas um
animal em cada (Fig.03B).
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Figura 3. Sobrevivéncia de camundongos inoculados com 3 DL, (4,98 mg.kg") de peconha de B. neuwiedi e EA
preparado com folhas coletadas no em novembro (A) ou em junho (B). G1 a G3 receberam as doses de 50,
100 e 400 mg.kg' de EA misturadas com pegonha, respectivamente; G4 a G6 receberam EA (doses anteriores)
15 minutos antes de pegonha; G7, recebeu somente pegconha; e G8 recebeu somente salina 0,9%. n=06.Teste
de Kruskall-Wallis e Wilcoxon: * p<0,05 para diferenga entre o grupo tratado e o controle.

Ensaio Toxicologico com o EA de C. grandiflora em
Camundongos

A dose de 500 mg.kg' causou mortalidade de
100% dos individuos nas primeiras duas horas, enquanto
com a sub-dose de 250 mg.kg"' néo foi observado 6bito
durante o periodo de observagdo. Imediatamente apds a

administracdo do EA, independentemente da dose
administrada, os animais apresentavam-se letargicos e
insensiveis aos estimulos externos e, apds 24 horas, os
sobreviventes apresentaram recuperacdo da atividade
exploratoria (Tab.01).

Tabela 1. Analise farmacoldgica da toxicidade aguda do EA de C. grandifiora.

e 250 mg.kg' de massa corporea

Tempo Defecagdo Pelos Atividade motora Ptose Tonus Morte
(min ou h) arrepiados * Canto da gaiola palpebral muscular
0-5° 0/6 0/6 5/6 6/6 2/6 0/6 0/6
15° 0/6 1/6 1/6 6/6 2/6 0/6 0/6
lh 0/6 3/6 0/6 6/6 3/6 0/6 0/6
2h 0/6 5/6 0/6 6/6 5/6 0/6 0/6
4h 0/6 6/6 0/6 6/6 6/6 0/6 0/6
24h 4/6 3/6 0/6 5/6 1/6 0/6 0/6
e 500 mg.kg'de massa corporea
Tempo Defecagao Pelos Atividade motora Ptose Tonus Morte
(min ou h) arrepiados * Canto da gaiola palpebral muscular
0-5° 0/6 0/6 6/6 6/6 0/6 0/6 0/6
15° 0/6 0/6 1/6 6/6 0/6 0/6 0/6
lh 0/6 0/6 0/6 6/6 5/6 0/6 0/6
2h 0/6 1/6 0/6 6/6 6/6 0/6 6/6

O EA foi administrado via intraperitoneal em camundongos nas doses de 250 mg e 500 mg.kg™' de massa corpdrea. Animais foram mantidos em

condicdes de temperatura ambiente (T

média

=23,75%1,32°C), agua e racdo ad libitum.
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Quanto as alteracdes hematoldgicas, houve um
aumento no numero de plaquetas e uma queda no
hematocrito (p<0,05). Nao houve diferenga no niimero
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médio de leucdcitos entre os animais normais e tratados
(p<0,05 — Tab.02)

Tabela 2. Analise da toxicidade aguda do EA observada pelo hemograma do sangue de camundongos Swiss.

Elementos do sangue

Animais Normais”

Animais Tratados”

Leucocitos (x 10° mm?)
Hemacias (x 10° mm™)
Hemoglobina (g. dI")
Hematocrito (%)

Plaquetas (10°. mm™ de sangue)

8,58+0,80 5,33+2,72

8,13+0,54 7,23+0,89

13,72+ 1,11 11,871,775
44,56 £2,96%* 36,65+ 6,00%*
888,6 £97.41%* 1715,67 £259,97*%*

Os animais receberam 250 mg.kg™" de EA por via intraperitoneal e foram mantidos em condigdes de temperatura ambiente (T, =23,75+1,32°C),
agua e ragdo ad libitum. * Média e desvio-padrio referente a seis animais. ** Teste T-Student: p<0,05.

DISCUSSAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude
morrem cerca de 30.000 a 40.000 pessoas, vitimas de
acidentes ofidicos (PINHO E PEREIRA, 2001) e os que
sobrevivem apresentam seqiielas no local da picada.
Sendo assim, a busca por tratamentos alternativos ou
complementares ¢ de grande valia.

Dentre estes tratamentos, o uso de extratos de
plantas vem se destacando por serem uma fonte
riquissima de inibidores naturais e componentes ativos
farmacologicamente, ainda ndo validados cientificamente
em sua totalidade.

Duas espécies do género da Casearia foram
estudadas em nosso laboratorio quanto ao seu efeito
antiofidico: o extrato de C. sy/vestris inibe a miotoxicidade,
a atividade PLA, e aumenta o tempo de sobrevida dos
animais inoculados com pegonha de B. neuwiedi
(BORGES et. al., 2.000) e, o extrato de C. mariquitensis
inibe a atividade PLA, e a letalidade de animais
inoculados (IZIDORO et. al., 2003). As diferencgas e
semelhancas na potencialidade de inibi¢do dos extratos
preparados com estas espécies sdo claramente devido a
presenga ou auséncia de componentes comuns, mesmo
sendo pertencentes a0 mesmo género.

O EA de C. grandiflora inibiu a atividade
fosfolipasica das pegonhas de B. moojeni e B. neuwiedi,
assim como a atividade miotoxica da PB de B. moojeni.

Além disso, o EA preparado com folhas coletadas
em dezembro inibiu as atividades farmacologicas
multifatoriais observadas na letalidade ocasionada pela
peconha de B. neuwiedi, que é uma mistura complexa
de toxinas. Os sobreviventes dos grupos tratados até 14°
dia ganharam peso, ndo manifestaram nenhum sintoma

aparente de efeito colateral e foram sacrificados apds o
término de um periodo de 14 dias. Cabe ressaltar que o
EA preparado com folhas coletadas em junho, ndo inibiu
a letalidade, provavelmente, por ndo conter o(s) mesmo(s)
principio(s) ativo(s) contidos no EA preparado.

No ensaio de letalidade, observou-se que a
peconha ao ser incubada com o EA criou condi¢des
favoraveis (interagdo entre os possiveis componentes)
para a inibi¢do, quando comparado a administragao
separada dos mesmos. Nesta situag@o, ao se incubar as
3 DL, de pegonha com EA antes de inocula-las no animal,
estas perderam o seu alto grau de toxicidade, ao contrario,
dos grupos que receberam os mesmos separadamente.
Portanto, foi necessario um prévio contanto entre pegconha
e EA para ocorrer a inativacdo dos mesmos, pois ambos
sdo altamente toxicos e letais, quando administrados
separadamente.

Além disso, propor¢des altas de EA por PB foram
utilizadas com a finalidade de garantir quantidades
necessarias do(s) componente(s) com agao inibitoria com
baixa representatividade.

Pode-se observar que, na maioria dos trabalhos
relacionados a esta area de pesquisa, o extrato vegetal/
composto isolado € previamente incubado com peconha
bruta/toxina, além de ser usado em altas propor¢des (m/
m): peconha de Crotalus durissus terrificus e
neurotoxinas isoladas e extrato de Mandevila. illustris
(BIONDO et al., 2004); peconha de Naja kaouthia e
extratos aquosos de Pentace burmanica, Pithecellobium
dulce, Areca catechu and Quercus infectoria
(PITHAYANUKULA et. al., 2005).

A DL, do EA ndo foi determinada em seu valor
absoluto, mas esta compreendida entre as doses de 250 e
500 mg.kg!, devido a observacdo de 100% de 6bito em
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altas doses (= 500 mg.kg') e sobrevivéncia de todos
individuos em doses menores (d”250 mg. kg'). De modo
geral, sugere-se uma possivel depressdo no sistema
nervoso central (SNC) constatado pela mudanca no
comportamento observado (Tab. 01). Acredita-se que,
em doses inferiores a 250 mg.kg™, o sistema de enzimas
metabolizadoras de farmacos foi eficiente para abolir ou
diminuir a atividade farmacologica do EA como observado
em curvas dose-efeito.

Inumeros podem ser os mecanismos pelos quais
o EA atuou nas atividades enzimaticas e biologicas
estudadas. Alguns pesquisadores atribuem a presenga de
componentes quelantes, como os flavonodides, para haver
inibi¢do de enzimas dependentes de ions (CASTRO et
al., 1999; RUCAVADO et al., 2000). No entanto, em
testes preliminares in vitro, o EAnéo reduziu a quantidade
de Ca* em solugdo, ao contrario do EDTA dissddico
(resultados néo apresentados). Sendo assim, acreditamos
que a atividade PLA, ndo estaria sendo inibida pelo
seqiiestro dos ions essenciais a atividade enzimatica.

Apo6s manipulacdo do EA para minimizar ou
eliminar os efeitos colaterais, este poderia ser usado
associado a anti-soros, objetivando a potencializagdo
destes, como ¢ o caso do componente acido 2-hidroxi-4-
metoxi benzoico isolado do extrato obtido da raiz de
Hemidesmus indicus R.Br. (salsaparilla) (ALAM;
GOMES, 1998).
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Assim, investiga¢Ses adicionais sdo necessarias
para avaliar sua real potencialidade como um antidoto
para peconhas botrdpicas.

CONCLUSAO

Com base nos resultados, concluimos que o extrato
de C. grandiflora preparado com folhas coletadas no
més de novembro inibiu a atividade PLA | das pegonhas
de B. moojeni e B. neuwiedi, a atividade de creatina
quinase do plasma dos animais que receberam a peconha
de B. moojeni e a agdo letal da peconha de B. neuwiedi.
Ademais, este extrato sozinho induz também toxicidade
aguda experimentalmente.
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ABSTRACT: In Brazil, Bothrops snakes are responsible for 90% of the ophidian accidents and administration

of serum is not entirely effective. The aim of this work was to inhibit PLA , myotoxic and lethal activities of B.
moojeni and B. neuwiedi venoms (V) by C. grandiflora aqueous extract (AE) and to test its acute toxicity. AE
when mixed with (1:160; V:AE; w/w) inhibited 74,5% and 57,5% of PLA activity of B. moojeni and B. neuwiedi
venoms, respectively. An decrease of 51% plasmatic CK activity in mice was observed when mixing AE with
venoms (1:4; V:AE; w/w). Mice lifetime increasing (83%) was found using AE prepared from the leaves collected in
November (1:26; V:AE; w/w) that was not observed with leaves collected on June. These data indicated that AE is a
source of compound(s) able to neutralize some toxic effects of Bothrops venoms and requires purification to remove
its side effects.

UNITERMS: Casearia grandiflora, Antiophidian activity, Snake venoms, Phospholipase A, inhibitors,
Antimyotoxins, Acute toxicity.
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