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Resumo- As serpentes do género Bothrops sao responsaveis pelo maior nimero de acidentes ofidicos no
Brasil. O veneno botrépico induz efeitos locais caracterizados por edema, hemorragia, necrose e dor
intensa, além de efeitos sistémicos graves. Embora a soroterapia seja, ainda, a melhor alternativa para o
tratamento dos efeitos sistémicos do envenenamento, dificilmente neutralizam as reacdes locais. O objetivo
da presente pesquisa foi de estudar a agdo antiofidica do extrato hidroalcoodlico e fragcdes das folhas de
Vernonia scorpioides frente ao efeito edematogénico do veneno bruto de Bothrops fonsecai. O extrato
hidroalcodlico foi preparado a partir das folhas e as fragcdes obtidas através de fracionamento por particao
sequencial utilizando solventes em polaridade crescente: diclorometano, acetato de etila e n-butanol. A
eficiéncia do extrato e das fracdes foram testados em ratos Wistar (150 a 200g) para verificacdo dos efeitos
diuréticos, consumo do extrato e fracdes, quantidade de fezes e acao anti-edematogénica. Os resultados
obtidos foram significativos quanto a reducéo do edema de pata, assim, a administracao oral do extrato e
fracBes de V. scorpioides em ratos apresentou efeito anti-edematogénico frente ao veneno de B. fonsecai.

Palavras-chave: Inflamacéo, Fitoterapia, Vernonia scorpioides, Bothrops fonsecai

Area do Conhecimento: Enfermagem
Introducéo

Autoridades e departamentos de saude vém
desprendendo uma atencdo especial para o uso
de plantas medicinais (SILVEIRA, BANDEIRA,
ARRAIS, 2008). Essa tendéncia aumentou
significativamente nos Ultimos anos, devido a
estudos sobre as acgbes antiinflamatérias,
antifingicas, cicatrizantes e outras diferentes
razBes e em diferentes setores, utilizando-se para
isto, plantas (YUNES, PEDROSA, FILHO, 2001).

Atualmente extratos vegetais tornam-se uma
excelente alternativa farmacolégica devido a
atividade de seus componentes que podem atuar
como, por exemplo, anti-venenos no
envenenamento ofidico (OLIVEIRA, 2005).

As serpentes do género Bothrops séo
responsaveis por 90% dos acidentes promovidos
por serpentes na América do Sul, os quais
ocasionam normalmente efeitos sistémicos graves
(SANTOS et al., 2003). No Brasil, segundo dados
do Ministério da Saude, ocorrem entre 19 mil e 22
mil acidentes ofidicos por ano (PINHO, PEREIRA,
2001), e obtém um indice de 15 casos notificados
para cada 100 mil habitantes (BRASIL, 2005). A
soroterapia € a Unica medida terapéutica efetiva
para os acidentes promovidos pelas serpentes.
Porém, os anti-venenos, apesar de sua acao
eficaz sobre o0 quadro sistémico, raramente

neutralizam as reacdes locais. Segundo Matos
(2003), a cicatrizagdo lenta das lesbes é uma
caracteristica significativa do envenenamento
botrépico, justificando-se pela isquemia local,
sendo o tratamento ineficaz a acdo do soro
especifico.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi de verificar
a acado antiofidica da planta Vernonia scorpioides
e suas fracdes obtidas frente ao quadro clinico de
edema promovido pelo veneno de Bothrops
fonsecai.

Metodologia

Os experimentos foram realizados no
Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia do
Instituto de Pesquisa & Desenvolvimento (IP&D),
da Universidade do Vale do Paraiba, na cidade de
Sao José dos Campos, SP.

Veneno: O veneno da serpente Bothrops
fonsecai foi fornecido pelo Serpentario do CEN
(Centro dos Estudos da Natureza) da UNIVAP. O
veneno liofilizado foi mantido sob refrigeracdo a
4°C, sendo diluido em solugdo salina (0,9%)
somente no momento do uso.

Animais: Foram utilizados ratos Wistar,
pesando entre 150 e 200 g, fornecido pelo
Laboratério Anilab (Campinas — SP). Os animais
foram mantidos em gaiolas apropriadas em
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temperatura local controlada (22 a 28 °C) e
humidade constante (24°C — 60%), com ciclo claro
— escuro (12/12 horas), onde foram monitorados
diariamente recebendo agua e racao ad libitum.

Protocolo de Etica: A conducéo cientifica desta
pesquisa seguiu as normas e registros da
resolucdo CNS 196/96 do Conselho Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) sendo realizada
somente apés aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UNIVAP sob o n°
A037/CEP/2009.

Protocolo de Eutanasia: Os animais foram
anestesiados com 10 mg/Kg de Xilazina (Virbaxyl
2% injetavel; 0,1 mg/Kg i.p.) + 100 mg/Kg de
Ketamina (Dopolen injetavel; 1 mL/Kg i.p.). Em
seguida, sob o efeito do anestésico, foi
administrada overdose de Cloreto de Potassio a
10% (intracardiaco) (FLECKNELL, 2000).

Edema de pata: A habilidade do veneno bruto
de Bothrops fonsecai para inducdo do edema foi
estudada em ratos. 50 pL de solucdo salina estéril
(0,9 %) com veneno 0.5 pg/pata, foi injetada via
subplantar na pata direita. A pata esquerda
recebeu igual volume de solucdo salina estéril
somente (controle).

Grupos e tratamento: Para verificar o0s
parametros como consumo de agua, extrato e
fracbes, producdo de urina, comida ingerida,
producdo de fezes os animais foram mantidos em
gaiolas metabdlicas divididos aleatoriamente
(n=4). Foi avaliado durante 5 dias o consumo de
agua ou chéa do extrato bruto ou fracdes, excrecéo
de urina, alimento ingerido e fezes produzidas.

O Grupo Controle e o Grupo Veneno
receberam somente agua; o Grupo Extrato Bruto
recebeu o cha do extrato bruto (1g/kg), o Grupo
Acetato recebeu o cha da fracdo Acetato (1g/kg) e
o Grupo Butanol recebeu o cha da fragdo Butanol
(1g/kg). No quinto dia, o Grupo Controle recebeu
injecdo de solugdo salina estéril (0,9%) em ambas
as patas traseiras. Nos demais grupos foram
injetados (0.5 pg/pata) do veneno.

Preparo do extrato e fracdes: A coleta de
Vernonia scorpioides foi realizada no viveiro de
plantas medicinais da Universidade do Vale do
Paraiba no CEN - Centro de Estudos da Natureza
— Univap. O material vegetal foi colocado em
estufa de secagem por um periodo de 10 dias a
temperatura controlada inferior a 40 . Apés a
dessecacao total, o material foi moido em moinho
elétrico de facas. A planta pulverizada foi pesada
(20g), acondicionada em frasco ambar e mantida a
temperatura ambiente em local seco, arejado e
sem iluminagéo.

O extrato hidroalcodlico foi preparado em
percolador de aco inoxidavel com capacidade para
5000 ml, segundo o processo da Farmacopéia
Brasileira 1959. Foi mantido em contato com
alcool etilico 70%, permanecendo-se durante o
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periodo de 7 dias onde foi feita a primeira
extracdo. Adicionou-se ao residuo a mesma
guantidade de alcool etilico (70%) e a mistura foi
agitada, deixada em contato por mais quatro dias,
totalizando duas extracdes.

O extrato hidroalcoodlico foi armazenado em
geladeira (10° C) por 2 dias, iniciando-se o
processo de concentragdo através de um
rotaevaporador Buchi R-114 com temperatura
inferior a 60 T por 2 horas e quatro dias depois
mais 1 hora. Utilizou-se um concentrador & 60° C
por 2 horas e posteriormente levado a estufa
onde permaneceu por 25 dias.

O extrato hidro-etandlico reduzido foi retomado
em MeOH:H20 (8:2) e transferido para um funil de
separacdo para o fracionamento por particdo
utilizando-se solventes em gradiente crescente de
polaridade: diclorometano, acetato de etila e n-
butanol (4 x 200 ml cada). Foi adicionada pequena
quantidade de cloreto de sbdio para evitar
emulsdo entre as fases.

A partir desse processo foram obtidas trés
fracbes organicas e uma fracdo aquosa
remanescente que foram concentradas & secura
em evaporador rotatorio.

Preparo do Cha: Foi utilizado 1 g/kg do extrato
e das fracdes de V. scorpioides, diluido em 70 ml
de agua e feito a diluicdo. O preparo do cha foi
realizado diariamente e oferecido aos animais nas
gaiolas metabdlicas.

Procedimento Experimental: Apds o tratamento
com a agua, o cha ou as fracdes e a
administracdo do veneno, o edema foi mensurado
e expresso em porcentagem. O pico do edema foi
mensurado no tempo 120 minutos. O edema foi
expresso em porcentagem do aumento do volume
da pata direita (veneno) com relacdo a pata
esquerda (controle).

Método Estatistico: Para todos os dados
obtidos foram realizados calculos de média e erro
padrdo da média. As diferencas entre os grupos
foram analisadas utilizando-se o teste de variancia
ANOVA com posteste de Turkey-Kramer para
comparacdo multipla onde foram considerados
significativos quando p < 0,05.

Resultados

Foram processados 20g de folhas de Vernonia
scorpioides e obteve-se 5,5g de extrato bruto. O
rendimento de cada fracdo foi determinado em
relacdo a massa de folhas secas maceradas
(Tabela 1).

Foi observado que a producdo de urina
permaneceu a mesma hos grupos controle,
veneno, extrato bruto e fracdo acetato, porém o
consumo de agua foi maior na fracdo acetato,
mostrando-se estatisticamente significante em
relacdo ao grupo controle. Quanto a producao de
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urina, podemos verificar diferenca estatistica no
grupo fracdo butanol, entretanto ndo se pode
afrmar que o0 mesmo apresentou atividade
diurética, uma vez que houve aumento de
consumo de agua por este grupo (Figura 2).

Observou-se que na Figura 3, que tanto no
extrato bruto como nas fracdes acetato e butanol,
ambos inibiram a formacdo de edema de pata
provocada pela inje¢do do veneno botrépico.

Durante as avaliacdes dos parametros
fisiolégicos, pode-se observar que em relacédo ao
peso o grupo controle diminuiu em média 4%, o
grupo tratado com fracdo acetato aumentou 1,7%,
0 grupo butanol diminuiu 4% (exceto um animal
gue apresentou aumento de peso), 0 grupo extrato
bruto apresentou variacbes entre aumento e
reducdo de peso impossibilitando avaliacdes
estatisticas. As comparacgdes citadas acima se
referem ao primeiro e Ultimo dia da semana de
tratamento (dados ndo mostrados).

1)Obtencé&o do extrato e fracionamento:
Tabela 1- Rendimento das fracbes do extrato
hidroalcodlico de Vernonia scorpioides.

Extrato Solvente Rendimento %
Bruto - - -
Fracdo 1 Acetato 1.770mg 32,2
Fracéo 2 Butanol 4660mg 81,1

2) Parametros metabdlicos:

A) Consumo de Racéo e Producéo das Fezes:

200,0% - 0O Rac&o Ingerida

m Fezes
*%
__ 160,0% - ki
S
i 120,0% - .
8
S 80,0%
o
S
[«
40,0% -
0,0%
Controle Veneno Extrato Fracao Fracao
Bruto Acetato Butanol
Figura 1: Porcentagem de ragdo ingerida e

producdo de fezes pelos grupos de animais em
relacdo ao grupo Controle, onde foi disponibilizado
60g diariamente. ANOVA, *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001.

B) Agua ou Cha Ingeridos e Urina Excretada:
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Figura 2: Volume de agua, cha de extrato bruto ou
fracGes de V. scorpioides ingerido pelos animais e
de urina excretada. ANOVA, *p<0,05, ***p<0,001.

3) Edema de pata:
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Figura 3: Neutralizacdo pelo extrato de V.
Scorpioides e suas fracdes no edema de pata pelo
veneno Bothrops fonsecai rato. Foi utilizado 1 g/kg
do extrato e solucdo salina a 0,9 % na pata
controle. ANOVA, ***p<0,001.

Discussao

Os parametros fisiolégicos estudados nos
mostram o consumo de agua e cha elaborado com
as fracbes obtidas,assim como a quantidade de
comida ingerida, formacéo de fezes e formacéo de
urina.

De acordo com 0s nossos resultados, o grupo
de animais tratados com a fracdo Acetato
apresentou maior consumo de racdo e
consequentemente maior producdo de fezes em
relacdo ao grupo controle e aos outros grupos.
Esse aumento se deve a uma possivel acao
estimulante de apetite desta fracdo. A fracéo
Butanol ndo apresentou aumento significativo no
consumo de racdo, embora houvesse um aumento
na producao de fezes.

Os dados mostram que o extrato Bruto e
fracGes de Vernonia scorpioides nao
apresentaram capacidade diurética nos animais.
Nao foram encontrados na literatura dados
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semelhantes aos parametros fisioldgicos aqui
estudados a respeito dessa planta.

Em relacdo ao peso dos animais, 0 grupo
tratado com a fragdo Acetato apresentou um
aumento significativo comparando-se ao grupo
Controle, isso se deve a maior ingestdo de cha e
racdo pelo grupo, que apresentou um aumento
relevante do apetite. Esse aumento do peso pode
estar relacionado a massa gorda, massa magra ou
retencéo liquida do animal, o que nao foi verificado
no presente trabalho.

De acordo com os resultados obtidos neste
trabalho, o extrato bruto de V. scorpioides e suas
fracGes, ingerido durante 5 dias, reduziu o
processo inflamatoério agudo de edema de pata de
ratos, quando administrado o veneno de B.
fonsecai no tempo de 120 minutos.

O aumento da permeabilidade vascular € a
primeira alteracdo que ocorre na microvasculatura
durante a inflamagdo, levando a um
extravasamento de fluido rico em proteinas para o
intersticio gerando a formacdo de edema
(ZAMUNER, 2002). A formacdo de edema é
também uma caracteristica comum da resposta
inflamatéria cutdnea e ¢é dependente do
sinergismo entre mediadores que aumentam a
permeabilidade vascular e daqueles que
aumentam o fluxo sanguineo (WILLIANS e PECK,
1977). Na administracdo do veneno B. fonsecai, o
extrato de V. scorpioides e suas fra¢cdes inibiram o
edema de forma significativa no tempo de 120
minutos.

Awe et al (1999), demonstrou que a
administracdo de 100 e 200 mg/kg do extrato
metandlico de V. amygdalina protegeu em 40 e
50% contra trombose provocada e isto pode estar
relacionado a habilidade de inibir a agregacao
plaquetaria.

Ainda estudos notificaram a presenca de
inibidores efetivos do inicio da oxidacdo da
atividade poliformonuclear dos leucécitos em
extrato de V. cinérea Less, sendo que este efeito
pode estar relacionado com a atividade
antiinflamatéria relatada para a espécie pela
medicina tradicional (ABEYSEKERA et al, 1999).

Em trabalho realizado por Dreux (2005), a
administracdo intraperitoneal do extrato de
V.scorpioides em ratos apresentou efeito inibitorio
nos modelos experimentais de inflamacdo aguda
de edema de pata induzido por carragenina e
histamina. Além disso, a administragdo
intraperitoneal do extrato de V. scorpioides em
camundongos se mostrou eficaz em reduzir o
edema causado pelo veneno de B. jararaca em
50,9 nos primeiros 60 minutos e 67,8% em 120
minutos nos tratamentos realizados com o extrato
antes da inducdo do edema. (FERRARI, 2006)

De acordo com Borges et al (2000), o extrato
de Caeseria syvestris reduziu o edema induzido
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pelo veneno de B. moojeni, reducéo esta de 50%
na forma de edema quando utilizado veneno
incubado com extrato.

Neste trabalho, V. scorpioides e suas fracdes
apresentam acOes anti-edematogénicas,
corroborando com outros resultados na literatura
(DREUX, 2005; FERRARI, 2006), apresentando
resultados semelhantes a outras espécies
vegetais frente a venenos de serpentes do género
Bothrops.

Conclusao

Através dos resultados obtidos na presente
pesquisa, pode-se concluir que:

Os parametros fisiol6gicos nos mostram que 0s
animais aceitaram o0 extrato bruto de Vernonia
scorpioides e suas fracbes, havendo uma
interferéncia direta nos grupos tratados com
fracbes de Acetato e Butanol em seus habitos
alimentares e fisioldgicos, dados estes que nos
mostram uma possivel caracteristica estimulante
de apetite no primeiro.

N&o houve efeito diurético tanto do extrato bruto
da V. scorpioides como nas suas fracOes
utilizadas.

Ndo houve ganho e nem perda peso
significativo estatisticamente nos grupos
avaliados.

A administracdo oral do extrato e fracbes de
Vernonia scorpioides em ratos apresentou efeito
anti-edematogénico frente ao veneno de Bothrops
fonsecai, com reducédo de edema no tempo de 120
minutos.
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