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RESUMO

Na Amaz6nia, os acidentes por serpentes peconhentas constituem sério problema de saude
publica. A soroterapia neutraliza os efeitos sistémicos do veneno, mas ndo os efeitos locais;
portanto, SA0 necessarias pesquisas sobre inibidores naturais dos efeitos locais do
envenenamento. A andiroba (Carapa guianensis Aublet, 1775) é uma planta de florestas
tropicais e equatoriais, cujas sementes fornecem um 6leo com propriedades medicinais, com
atividades antiinflamatoria, cicatrizante e anti-séptica, além de ser um 6timo repelente. Com
0 objetivo de avaliar a atividade do dleo de andiroba na inflamagdo local induzida por
venenos de serpentes amazOnicas, foram estudados experimentalmente os efeitos
farmacoldgicos gerais do 6leo de andiroba e sua atividade sobre o processo inflamatorio local,
induzido em camundongos pelos venenos de serpentes Bothrops atrox ou Crotalus durissus
ruruima, serpentes de importancia epidemiolégica na regido da Amazbnia. A cinética
inibitéria do edema em camundongos foi avaliada pela medicdo do didmetro do edema das
patas dos camundongos e por metodos histopatoldgicos. Apos o tratamento com o Oleo de
andiroba, obteve-se uma inibicéo significativa no infiltrado inflamatorio de 87,03% e 82,10%,
as 3 e 12 horas respectivamente, nas patas experimentais induzidas com o veneno de Bothrops
atrox. Com o veneno de Crotalus durissus ruruima a inibicéo atingiu 89,37% e 75,60%, as 3
e 6 horas, respectivamente, pos-tratamento. Quanto ao edema avaliado pela medicdo do
didmetro das patas dos camundongos, foi observada uma diminuicdo significativa em 37,67%
no edema induzido pelo veneno de Bothrops atrox e em 42,41% no edema induzido pelo
veneno de Crotalus durissus ruruima, a partir da primeira hora apds a administracdo desses
venenos nos grupos tratados com o Oleo de andiroba. A reducdo dos edemas progrediu até
50,64% (para Bothrops atrox) e 82,37% (para Crotalus durissus ruruima) as 3 horas pos-
tratamento. Histologicamente observou-se uma reducdo no edema induzido por Bothrops
atrox de 29,18% as 3 horas pos-tratamento. Com o veneno de Crotalus durissus ruruima a
reducdo do edema foi de 30,87% as 3 horas pos-tratamento. Nem a hemorragia e nem a
mionecrose foram inibidas significativamente pela administracdo do éleo de andiroba por via
intraperitoneal. Sugere-se que a atividade inibitéria da Carapa guianensis poderia estar
relacionada a diminuicdo da migracéo leucocitaria.

Palavras-chave: Acidentes por serpentes peconhentas; andiroba; inflamagéo local; venenos
de serpentes; Bothrops atrox; Crotalus durissus ruruima, Carapa guianensis.
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ABSTRACT

In the Amazon the accidents caused by venomous snakes represent a serious public health
problem. Serotherapy neutralizes the systemic effects from the venoms, but not local effects;
therefore, there is need for research on natural inhibitors of the local effects from snake
envenomation. Andiroba (Carapa guianensis Aublet, 1775) is a plant from tropical and
equatorial forests and its seeds produce an oil which has medicinal properties, with anti-
inflammatory and antiseptic activities, and wound healing properties, besides being a fine
repellent. With the objective of evaluating the activity of the andiroba oil on the local
inflammation induced by Amazonian snakes, an experimental study was done on the general
pharmacological effects of the andiroba oil and on the inflammatory process induced in mice
by the venoms of Bothrops atrox and Crotalus durissus ruruima, two snakes species of
epidemiological importance in the Amazon region. The inhibitory kinetics of the edema in
mice was evaluated by measuring the paw edema diameter and by histopathological methods.
There was a significant inhibition in the inflammatory infiltrate of 87,03% and 82,10% after 3
and 12 hours respectively, after treating with andiroba oil the paws induced with the venom of
Bothrops atrox. With the venom of Crotalus durissus ruruima inhibition reached 89,37% and
75,60% after 3 and 6 hours respectively, after treatment with andiroba oil. There was
significant reduction in the kinetics of the edema induced by the venom of Bothrops atrox
(37,67%) and of Crotalus durissus ruruima (42,41%) as early as the first hour of treatment
with andiroba oil. This reduction progressed to 50,64% (for Bothrops atrox) and 82,37%
(Crotalus durissus ruruima) after three hours after treatment. Histologically, it was observed a
reduction of the edema induced by Bothrops atrox venom by 29,18% after 3 hours. With the
venom of Crotalus durissus ruruima the reduction of the edema was 30,87% after 3 hours.
Neither haemorrhagy nor myonecrosis were reduced or inhibited by andiroba oil
administrated intraperitoneally. It is suggested that the inhibitory activity of Carapa
guianensis could be related to leucocitary migration reduction.

Keywords: Accidents caused by poisonous snakes; andiroba; local inflammation; snake
venoms; Bothrops atrox; Crotalus durissus ruruima; Carapa guianensis.
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14

1 INTRODUCAO

As serpentes peconhentas produzem seus venenos por meio de glandulas
especializadas, capazes de sintetizar e secretar uma mistura complexa de substancias
biologicamente ativas, compostas principalmente por proteinas e peptideos. Estes venenos
sdo produzidos com a finalidade de paralisar e/ou matar e iniciar a digestdo da presa, mas
também servem como mecanismos de defesa (BOLANOS, 1984).

Em humanos, 0s envenenamentos por serpentes peconhentas constituem problema de
saude publica por sua frequéncia e gravidade, especialmente em paises de clima tropical onde
as condigdes climaticas favorecem as atividades rurais o ano inteiro e, portanto, expondo
maior numero de pessoas a acidentes ofidicos (BRASIL, 1998a). Além disto, ha falta ou
dificuldade de acesso a recursos terapéuticos adequados (BOLANOS, 1984). Em muitos
casos, ha a agravante de que tais acidentes ocorrem em areas desprovidas de assisténcia
médica de qualquer natureza.

No Brasil, as serpentes peconhentas de interesse médico pertencem a duas principais
familias: a familia Elapidae, subfamilia Elapinae, que tem como principal género Micrurus
Wagler, 1824; e a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, da qual destacam-se quatro
géneros: Bothrops Wagler, 1824; Bothrocophias Gutberlet e Campbell, 2001; Crotalus
Linnaeus, 1758 e Lachesis Daudin, 1803 (HOGE; ROMANO-HOGE, 1978/79; CAMPBELL;

LAMAR, 1989; WUSTER, 2003).



15

A epidemiologia dos acidentes ofidicos no Brasil apresenta um perfil que se mantém
inalterado ao longo dos Ultimos cem anos. Na Amazdnia os acidentes ofidicos geralmente
ocorrem com maior freqiiéncia no inicio e no final do ano, em individuos do sexo masculino,
em trabalhadores rurais, na faixa etaria produtiva de 15 a 49 anos; atingem principalmente os
membros inferiores e a maioria deve-se ao género Bothrops (BRASIL, 1998a; BOCHNER,;
STRUCHINER, 2003). Perfil semelhante tem sido encontrado no estado do Amazonas
(BORGES et al., 1999; SOUZA, 2001). Dados do Ministério da Satide mostram que cerca de
90,5% dos casos notificados no Brasil sdo atribuidos as serpentes peconhentas do género
Bothrops; 7,7% ao género Crotalus; 1,4% ao género Lachesis e 0,4% provocado pelo género
Micrurus. No periodo de janeiro de 1990 a dezembro de 1993, foi notificada no Brasil uma
média de 20.000 casos/ano, com letalidade geral em torno de 0,45%. O acidente crotéalico teve
a pior evolucao, apresentando o maior indice de letalidade, onde dos 5.072 casos, 95 foram a
obito (1,87%) (BRASIL, 1998a). Ao longo desses anos, houve discreto aumento nas
notificagBes dos géneros Crotalus (9,0%), Lachesis (2,5%) e Micrurus (0,5%), permanecendo
o predominio dos acidentes por serpentes do género Bothrops (88,0%) (BRASIL, 2005).

O género Bothrops € encontrado nas Américas Central e do Sul. No Brasil distribui-se
em todo o pais, tendo como principal causador em cada regido as seguintes espécies: Bothrops
atrox (Norte), Bothrops erythromelas e Bothorps leucurus (Nordeste), Bothrops jararaca
(Sul/Sudeste) e Bothrops moojeni (Centro-Oeste) (CARDOSO, 1990; BRASIL, 1998a;
MELGAREJO, 2003).

O género Crotalus distribui-se por todas as Américas, desde o México até a Argentina,
habitando preferencialmente regides secas e aridas. No Brasil, a principal espécie é Crotalus
durissus, apresentando sete subespécies: C. d. cascavella, C. d. collilineatus, C. d. dryinas, C.
d. marajoensis, C. d. ruruima, C. d. terrificus e C. d. trigonicus (HOGE; ROMANO-HOGE,

1978/1979; CAMPBELL; LAMAR, 1989).
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No Estado do Amazonas tém sido registrados acidentes ofidicos causados por
espécimes de Bothrops atrox (jararaca, surucucurana), Bothrops brazili (jararaca), Lachesis
muta muta (surucucu) e pelas corais Micrurus hemprichii, Micrurus lemniscatus, Micrurus
spixii e Micrurus surinamensis. Em Manaus, entre 1974 e 1999, foram atendidos na Fundagéo
de Medicina Tropical (FMTAM) 2.636 acidentes ofidicos, dos quais mais de 90% foram
ocasionados por espécimes de Bothrops atrox (Figura 1). Os acidentes aumentam no periodo
de maior pluviosidade (novembro a maio), com alto indice na cheia dos rios (IMTM, 1995).
No Estado de Roraima, o género Crotalus responde por cerca de 14% dos acidentes ofidicos
confirmados, causados pela subespécie Crotalus durissus ruruima (Figura 2)
(NASCIMENTO, 2000).

Por causarem dano tecidual de forma muito rapida, 0os envenenamentos por serpentes
peconhentas da familia Viperidae tendem a propiciar complicagGes graves, como infeccdes
secundarias locais, necrose e sindrome compartimental, que podem levar a amputacdo do
membro atingido ou evoluir para a morte do paciente (OTERO et al., 2002; FRANCA,;
MALAQUE, 2003).

A soroterapia especifica € o tratamento indicado nos acidentes ofidicos; entretanto,
demonstra ser mais efetiva na neutralizacdo das complicacdes sistémicas, 0 mesmo nao
ocorrendo sobre os efeitos locais dos envenenamentos, provavelmente devido a rapidez com
que esses efeitos se instalam e & baixa concentracdo do antiveneno no tecido (GUTIERREZ
et al., 1998; LEON et al., 2000).

Na Amazonia, 0s acidentes por serpentes peconhentas que ocorrem em locais distantes
dos centros que possuem o antiveneno levam a demora no atendimento desses pacientes,
podendo agravar seus efeitos locais. Embora a soroterapia seja imprescindivel para a
neutralizacdo dos efeitos sistémicos dos venenos, sdo necessarias pesquisas sobre inibidores

naturais que possam neutralizar os efeitos locais do envenenamento ofidico.
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O 6leo da andiroba (Carapa guianensis, Aublet 1775) é bastante utilizado na medicina
popular em nossa regido, por suas atividades antiinflamatdria, cicatrizante e anti-séptica,
além de atuar como 6timo repelente para insetos, sendo facilmente encontrado em mercados
e feiras livres.

A avaliacdo da atividade do 6leo de andiroba sobre o processo inflamatério local,
induzido em camundongos por venenos de serpentes peconhentas, podera contribuir para o
aproveitamento racional de espécies amazOnicas na busca de farmacos antiofidicos,
fornecendo subsidios para o conhecimento das potencialidades medicinais das plantas

amazonicas, visando futura aplicacdo biotecnoldgica.



Figura 1 — Serpente Bothrops atrox.
FONTE: Fundagéo de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM)

Figura 2 — Serpente Crotalus durissus ruruima.
FONTE: Fundagéo de Medicina Tropical do Amazonas (FMTAM)
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1.1 Venenos Ofidicos

De um modo geral, 0s venenos das serpentes peconhentas sdo misturas complexas de
compostos organicos e inorganicos. Mais de 90% do peso seco do veneno sdo constituidos por
proteinas e peptideos, compreendendo muitas enzimas, proteinas toxicas sem atividade
enzimatica e proteinas ndo toxicas, que podem ser classificadas como: hemorraginas; enzimas
com atividade proteolitica, neurotoxica, cardiotdxica; fatores ativadores/inibidores do sistema
de coagulacdo sanguinea; inibidores de enzimas; citotoxinas; fatores de crescimento dos
nervos (NGF); fosfolipases A, (PLA;) miotoxicas; fatores liberadores de peptideos vasoativos
e fatores hemoliticos (CHIPPAUX; GOYFFON, 1998; MARKLAND, 1998).

Existe variabilidade na composicdo quimica e nas atividades bioldgicas
(anticoagulantes, hemorragicas, necrosantes, miotoxicas, neurotoxicas, hemoliticas,
cardiotoxicas e citotoxicas) dos venenos de serpentes de espécies diferentes do mesmo
género, ou dos individuos de uma mesma espécie, provenientes de diferentes regides e/ou
durante o desenvolvimento ontogenético (ARAGON; GUBENSEK, 1981; LOPEZ-LOZANO
et al., 2002). Estas diferencas na composicdo molecular dos venenos das serpentes poderiam
induzir sintomas clinicamente ndo observados, portanto condicionando a uma soroterapia
inadequada (GUTIERREZ et al., 1980; SALDARRIAGA et al., 2003).

A soroterapia permanece como 0 Unico tratamento eficaz nos acidentes provocados
por serpentes peconhentas. Os antivenenos sdo produzidos pela imunizacdo de cavalos,
utilizando como antigenos os venenos de serpentes de mesmo género (soros antibotrépico,
anticrotalico ou antielapidico) ou misturas de venenos de diferentes géneros (soro antiofidico
botropico-laquético ou botrépico-crotalico). A dose do antiveneno depende do tipo de
serpente e da quantidade de veneno injetado, bem como do estado clinico do paciente e da

evolucdo de seus sintomas (CHIPPAUX; GOYFFON, 1998).
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Embora a soroterapia seja eficaz no tratamento dos acidentes por serpentes
peconhentas, por tratar-se de imunoglobulinas heter6logas de origem eqiina, pode levar a um
processo de hipersensibilidade, como a inducdo de choque anafilatico. Portanto, a aplicagdo
da soroterapia deve ser sempre acompanhada por médico especializado (FRANCA; FAN,
1992; BRASIL, 1998a).

Quando a soroterapia especifica é aplicada, o antiveneno neutraliza de forma eficiente
os efeitos sistémicos produzidos pelas toxinas dos venenos de serpentes. Entretanto, os efeitos

locais néo séo eficientemente neutralizados (FRANCA; FAN, 1992; BRASIL, 1998a).

1.1.1 Venenos Botropicos

Os venenos botrdpicos apresentam trés principais atividades bioldgicas: inflamatoria,
coagulante e hemorragica.

A atividade inflamatoria é induzida por um conjunto de toxinas, destacando-se dentre
elas as metaloproteinases, fosfolipases, esterases, cininogenases, calicreinas e lectinas. Essas
toxinas produzem lesdes locais, onde sdo observados rubor, edema, bolhas e necrose;
apresentam também atividade inflamatoria indireta, podendo induzir ou liberar potentes
autacoides (bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, histamina e serotonina,
interleucinas, fator de necrose tumoral-o) que causam les&o capilar, levando ao surgimento de
petéquias, hematuria, epistaxe, hematémese e hemorragia visceral (ROSENFELD, 1971;
FRANCA; FAN, 1992; LOBO DE ARAUJO et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2003). Algumas
das principais miotoxinas isoladas e identificadas da espécie Bothrops atrox foram Ba-K49
(MARAGANORE et al., 1984), BaPLA,-1 e BaPLA,-I11 (KANASHIRO et al., 2002; NUNEZ

et al., 2004), e Bam-PLA2-11 (LOPEZ-LOZANO, 2002a).
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A atividade coagulante deve-se a capacidade destes venenos em ativar os fatores da
coagulacdo sanguinea — por a¢do do tipo trombina — levando ao consumo de fibrinogénio e a
formacdo de fibrina intravascular; conseqientemente ha o consumo dos fatores da coagulacao
produzindo, portanto, a incoagulabilidade sanguinea. As toxinas dos venenos botrdpicos que
apresentam esse tipo de acdo ativam a cascata de coagulacdo de modo diferente dos fatores
fisiolégicos, ndo sendo neutralizados pela heparina (ROSENFELD, 1971; FRANCA; FAN,
1992; FRANCA; MALAQUE, 2003).

A atividade hemorragica estd relacionada a presenca de hemorraginas. Estas
hemorraginas sdo metaloproteinases zinco-dependentes que agem sobre 0s vasos capilares,
ocasionando lesdo da membrana basal do endotélio vascular, provavelmente pela digestdo
enzimatica da lamina basal da microvasculatura e ruptura completa das células endoteliais.
Com a permeabilidade vascular alterada, as células endoteliais rompem-se, produzindo assim
a hemorragia local ou sistémica. As hemorraginas atuam por intermédio de dois principais
mecanismos. Podem produzir a hemorragia per rhexis, caracterizada por alteracbes marcantes
nas células endoteliais com a formagdo de “gaps”, por onde ocorre 0 extravasamento das
células, ou podem produzir a hemorragia per diapedesis, caracterizada pela dilatacdo das
juncdes intercelulares das células endoteliais em consequéncia da reacdo inflamatéria
desencadeada pelas hemorraginas (GUTIERREZ; CHAVES, 1980; 1995; KAMITGUTI et
al., 1996; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; FRANCA; MALAQUE, 2003; GUTIERREZ
et al., 2005).

Os efeitos causados pelos envenenamentos por serpentes do género Bothrops podem
ser classificados clinicamente, de acordo com suas manifestacGes locais e sistémicas. No
local da picada, a inoculacdo do veneno ocorre pelas vias subcutanea ou intramuscular, com a
marca das presas ou somente arranhdes visiveis. Fregientemente observa-se sangramento no

local de inoculagdo, porém sua presenca nem sempre indica comprometimento sistémico. Ha
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formacdo precoce do edema, geralmente acompanhado de equimose e dor; com o passar do
tempo, o edema pode estender-se por todo o membro afetado, devido ao extravasamento de
liquido para o espago extravascular. Podem ocorrer linfoadenomegalia regional e formacéo de
bolhas de contetdo seroso, hemorragico ou necrético, que podem evoluir para complicacdes
infecciosas (FRANCA; FAN, 1992; BRASIL, 1998a; FRANCA; MALAQUE, 2003).

Dentre as complicacdes locais destacam-se infecgdes locais, necrose e sindrome
compartimental. As infec¢fes locais incluem abcesso, celulite e erisipela; o maior risco de
abcesso esta relacionado ao maior tempo entre o acidente e a soroterapia. Geralmente
limitada ao tecido subcuténeo, a necrose também pode comprometer tenddes, musculos e
0ssos. Devido ao processo inflamatorio e a hemorragia que se desenvolvem na regido da
picada, os acidentes botropicos tendem a propiciar a sindrome compartimental, isto €, o
aumento da pressdo interna de um compartimento fechado por onde transcorrem musculos,
vasos e nervos, 0os quais interferem na circulagdo sanguinea da regido afetada (BRASIL,
1998a; FRANCA; FAN, 1992; FRANCA; MALAQUE, 2003).

O uso de torniquete e a demora no inicio da soroterapia sdo fatores que contribuem
para 0 aumento na intensidade e extensdo da necrose. Cortes, escarificacdes, succdo ou
garroteamento, usados para tentar extrair o veneno, podem provocar uma acentuacdo do
edema e lesbes cutaneas mais graves (FRANCA; FAN, 1992; BRASIL, 1998a; FRANCA,
MALAQUE, 2003).

Nos acidentes botropicos a principal complicacdo sistémica é a insuficiéncia renal
aguda (IRA), gue normalmente é decorrente de outras manifestacbes, como coagulacdo
intravascular disseminada (CIVD), hipotensdo, hemdlise, hipersensibilidade a proteinas do
antiveneno, septicemia e uso de antibidticos (BRASIL, 1998a; FRANCA; MALAQUE,

2003).



23

1.1.2 Venenos Crotalicos

Os venenos crotalicos apresentam as principais atividades bioldgicas: neurotoxica,
miotoxica, coagulante, inflamatdria e hemorrégica.

A atividade neurotoxica deve-se principalmente a crotoxina, uma neurotoxina pré-
sinaptica que age sobre as terminacgdes nervosas motoras, inibindo a liberacdo de acetilcolina
pelos impulsos nervosos e levando ao bloqueio neuromuscular e as paralisias motoras e
respiratérias. Além da crotoxina, outras neurotoxinas foram isoladas dos venenos crotalicos:
crotamina, giroxina e convulxina; entretanto, seus efeitos toxicos ainda ndo foram detectados
nos envenenamentos em humanos (CARDOSO, 1990; GUTIERREZ; CHAVES, 1980; 1995;
BRASIL, 1998a; AZEVEDO-MARQUES et al., 2003).

A acdo miotoxica ocasiona a rabdomidlise sistémica, com a liberacdo de enzimas
musculares e mioglobina na circulacdo. Tanto a crotoxina como a crotamina possuem a
capacidade de produzir lesdes no tecido muscular esquelético, mesmo em tecidos musculares
distantes do local da picada. Estudos histopatoldgicos mostram que as fibras musculares
apresentam-se com focos necroticos esparsos, dependendo da intensidade da leséo,
misturados a fibras aparentemente normais (GUTIERREZ; CHAVES, 1980; 1995;
AZEVEDO-MARQUES et al., 2003).

A atividade coagulante esta relacionada a presenca de enzimas do tipo trombina,
levando a altera¢6es na coagulacdo sanguinea. Ha o consumo de fibrinogénio, além do fator V
e da alfa-2-antiplasmina, com aumento dos produtos de degradacdo da fibrina (PDF) e
fibrinogénio, com possivel afibrinogenemia e incoagulabilidade sanguinea, mas sem alteracéao
do nimero de plaquetas (GUTIERREZ; CHAVES, 1980; 1995; AZEVEDO-MARQUES et

al., 2003).
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A atividade inflamatoria local é pouco intensa, caracterizada por edema e eritema
discretos, podendo haver hemorragia e necrose (GUTIERREZ; CHAVES, 1980; OWNBY et
al., 1984; MINTON; WEINSTEIN, 1986).

Alguns venenos de Crotalus durissus, como a subespécie Crotalus durissus ruruima,
apresentam atividade hemorrégica e proteolitica (DOS-SANTOS et al., 1993; MUNIZ, 2002).
A atividade hemorragica deve-se a presenca de hemorraginas, que sdo metaloproteinases
zinco-dependentes (GUTIERREZ et al., 1985).

Experimentalmente, tem sido observado que a injecdo via intramuscular das
crotoxinas do veneno da subespécie Crotalus durissus ruruima induzem mionecrose, necrose
coagulativa, homogeneizacdo e acidofilia, perda das estriagdes transversais, midlise, edema
intersticial, congestdo e infiltrado inflamatério com predominio de polimorfonucleares
neutrofilos (DOS SANTOS, 1993).

Clinicamente, os efeitos locais levam a formacdo de edema e eritema no local da
picada, e a dor é inexistente ou pouco intensa (BRASIL, 1998a; FRANCA; FAN, 1992;
FRANCA; MALAQUE, 2003).

Sintomas relacionados a atividade neurotoxica levam ao aparecimento da “facies
miasténica”, que se manifesta pela ptose palpebral e flacidez na musculatura da face. Pode vir
acompanhada de oftalmoplegia, visdo turva ou diplopia, além de midriase. Dores musculares
generalizadas e rabdomidlise relacionam-se a atividade miotoxica. A rabdomidlise esta
relacionada a gravidade do acidente e é acompanhada por mioglobindria. Sintomas gerais
podem estar presentes, como mal-estar, nduseas, cefaléia, prostracdo e sonoléncia (BRASIL,
1998a; FRANCA; FAN, 1992; FRANCA; MALAQUE, 2003).

As principais complicacfes sistémicas sdo: insuficiéncia renal aguda (IRA), freqliente
nos casos graves tratados tardiamente ou de modo inadequado, e a insuficiéncia respiratoria

aguda secundaria a paralisia muscular (AMARAL et al., 1991).
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1.2 Inflamacéo Local Induzida Por Serpentes Peconhentas

A inflamacéo ¢é a reacdo dos tecidos a um dano tecidual. E uma resposta protetora
local ou sistémica que determina o estagio de cura e a reconstituicdo da funcdo normal quanto
ao dano tecidual, independentemente da causa. Este processo envolve alteracdes funcionais da
microcirculacdo, levando ao acimulo de fluidos e leucécitos nos tecidos extravasculares, e a
dor local (DENNIS, 1994; TEIXEIRA et al., 2003; KUMAR et al., 2005).

Os processos da inflamagdo em nivel celular envolvem quatro etapas principais:
mudancas funcionais nas celulas dos musculos lisos, que causam vasodilatacdo com
mudancas no fluxo sanguineo; contracdo citoesquelética nas células endoteliais causando
alteracdes na permeabilidade vascular; migracdo dos leucocitos fagociticos para o local da
inflamacéo; e fagocitose (JAIN et al., 1993; TEIXEIRA et al., 2003; KUMAR et al., 2005).

Moléculas do tipo mediadoras, inibidoras e reguladoras séo as principais moléculas
que participam no processo inflamatério. Os eventos celulares pré-inflamatorios iniciam-se
por moléculas produzidas por mediadores quimicos sistémicos, tais como prostaglandinas e
sistema complemento. Substancias inibitdrias tais como os inibidores de proteases podem
bloguear os proprios mediadores sistémicos ou inibir moléculas pré-inflamatdrias, como as
proteinases. Moléculas regulatorias sdo produzidas no sitio da inflamacéo, a fim de modificar
a funcédo celular, ou podem ser produzidas em locais distantes deste sitio (JAIN et al., 1993;
TEIXEIRA et al., 2003).

A reacdo inflamatoria local € um importante componente clinico dos envenenamentos
por serpentes peconhentas, especialmente das serpentes da familia Viperidae (Bothrops,
Crotalus e Lachesis). Os envenenamentos por estes tipos de serpentes promovem proeminente
dano tecidual local, caracterizado por edema, dor, hemorragia e necrose, além de alteracfes na

coagulacdo sanguinea e efeitos neurotoxicos sistémicos. Clinicamente destaca-se o edema,
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pois promove a perda de fluidos e compromete tecidos, podendo evoluir para necrose e/ou
sindrome compartimental. Em muitos casos deixa sequelas fisicas ou € necesséria a
amputacdo do membro atingido. Além disso, os efeitos locais ndo sdo facilmente
neutralizados pela soroterapia especifica (ROSENFELD, 1971; BJARNASON e FOX, 1994;
FERREIRA et al., 1992; RUSSELL et al., 1997; GUTIERREZ; LOMONTE, 2003).

Nos acidentes botropicos, a reacdo inflamatéria ocorre imediatamente apds a
inoculacdo do veneno, promovendo marcante dano tecidual local devido a acdo de
componentes do veneno e/ou pela produgdo de mediadores enddgenos (histamina, serotonina,
eicosanoides, fator ativador de plaquetas e receptores adrenérgicos a; e o). Esses mediadores
sdo responsaveis pelo recrutamento de leucdcitos e ativacdo ou dano das celulas endoteliais
nos locais onde houve o extravasamento dos leucécitos (CHAVES et al., 1995; CARNEIRO

et al., 2002).

Os tecidos lesados pelos constituintes dos venenos sao rapidamente infiltrados por
leucocitos. Nas primeiras horas hd o predominio de neutrofilos, sendo gradativamente
substituidos por células mononucleares, mondcitos e linfocitos (FARSKY et al., 1997).

Os acidentes produzidos espécies do género Bothrops induzem danos teciduais locais
devido a presenca de proteases, hemorraginas, fosfolipases, bem como a liberacdo de
mediadores enddgenos, como a bradicinina e a serotonina (ROSENFELD, 1971;
GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; BRASIL, 1998a).

O veneno de Crotalus durissus induz uma inflamacéao local ndo tdo intensa como nos
acidentes botropicos, com presenca de edema e eritema discretos, além de hemorragia e

necrose (GUTIERREZ; CHAVES, 1980; 1995).
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A necrose local deve-se em parte & atividade miotoxica direta induzida pelas
miotoxinas, a acdo coagulante por trombose vascular e a agdo hemorragica por destruicdo
vascular induzida por hemorraginas. As miotoxinas atuariam desestabilizando a estrutura
fosfolipidica ao ligar-se ao sarcolema, alterando sua permeabilidade para ions e
macromoléculas (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; BENVENUTI, 2003).

As hemorraginas, ao contrario, sdo capazes de degradar os componentes da membrana
basal celular e a matriz extracelular ao redor de vénulas e capilares, com a desintegracdo da
estrutura vascular (BARAMOVA et al., 1989; BJARNASON; FOX, 1994; MARUY AMA et
al., 1992; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Além disso, podem também causar necrose
local pela ativacdo do TNF-o (MOURA DA SILVA et al., 1996).

A neutralizacdo dos efeitos locais pela soroterapia ndo é completa, devido a
complexidade dos constituintes dos venenos de serpentes, assim como pela rapida instalagdo
das alteracdes locais, que incluem edema, dor, hemorragia e necrose. Alem disso, devem ser
considerados 0s mediadores endogenos que sao liberados durante a inflamacéo
(ROSENFELD, 1971; FRANCA; FAN, 1992; RUSSEL et al., 1997; FRANCA; MALAQUE,

2003).
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1.3  Plantas com Atividade Contra Venenos de Serpentes Peconhentas

O uso de plantas medicinais na tentativa de neutralizar os efeitos toxicos dos venenos
de serpentes peconhentas é uma pratica muito antiga (BOLANOS, 1984).

Em muitas regides do mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento, procura-
se um tratamento alternativo a soroterapia e de baixo custo. Na medicina folclorica atribui-se
a diversas plantas o poder de atuarem como antidotos contra picadas de serpentes peconhentas
(DINIZ, 1987; MARTZ, 1992; SELVANAYAGAM et al., 1994; CASTRO et al., 1999;
MORS et al., 2000; OTERO et al., 2000).

Os extratos de plantas medicinais sdo fontes ricas de inibidores naturais e compostos
farmacologicamente ativos, que parecem antagonizar as atividades de alguns venenos e
toxinas. Alguns desses compostos pertencem as classes de flavonoides, triterpenos, alcaldides
e taninos, dentre outras (MARTZ, 1992; REYES-CHILPA; ESTRADA, 1995; CASTRO et
al., 1999).

Pesquisas relacionadas a inibidores naturais dos venenos ofidicos sdo necessarias. Em
varias regides do mundo vém sendo realizados extensos levantamentos sobre plantas
medicinais com potencial atividade neutralizante sobre envenenamentos por picadas de
serpentes peconhentas (MORS, 1991; MARTZ, 1992; JAIN et al., 1993; CASTRO et al.,
1999; ABUBAKAR et al., 2000; MORS et al., 1991; 2000; ALAM; GOMES, 2003; ASUZU;
HARVEY, 2003; BIONDO et al., 2003; CASTRO et al., 2003; IZIDORO et al., 2003;
PITHAYANUKUL et al., 2004; BORGES et al. 2005; OLIVEIRA et al., 2005). Alguns

estudos com plantas que apresentam atividades antiofidicas estdo resumidos no Quadro 1.



Planta Parte Veneno de Atividade Referéncia
utilizada Serpente Neutralizada
Casearia sylvestris Bothrops mojen, B. asper, Proteases
(Flacourtiaceae) Folhas B. nieuwiedi Fibrinolitica / Coagulante (parcial) BORGES etal., 2001
\Zl\t/ee):t?eer?aucggg) Vipera russellii Hemorragica, Coagulante, Desfibrinogenante,
. L Raizes P . Inflamatoria (somente V. russellii) ALAM; GOMES, 2003
Emblica officinalis Naja kaouthia .
. Letalidade (ambos venenos)
(Euphorbiaceae)
L T Neurotoxica
Par_kla biglobosa Casca do Najz_;l nigricollis Hemotéxica ASUZU: HARVEY, 2003
(Mimosaceae) tronco Echis ocellatus o
Citotoxica
_ ) Bothrops jararacussu, B. moojeni, . ) N
Mandevilla velutina Folhas, talos B. alternatus, B. pirajai Fosfolipéasica (para Crotalus durissus terrificus) BIONDO et al., 2003

(Apocynaceae)

Crotalus durissus terrificus

N&o efetiva para os venenos de Bothrops.

Masrypianthes chamaedrys
(Lamiaceae)

Parte aérea

Bothrops insularis, B. jararacussu,
B.nieuwiedi, B. alternatus, B. atrox,
B. jararaca; Lachesis muta muta
Crotalus durissus terrificus

Formac&o do codgulo

CASTRO et al., 2003

Eclipsa prostata
(Asteraceae)

Parte aérea

Calloselasma rhodostoma

Letalidade
Hemorragica

PITHAYANUKUL et al.,
2004

Musa paradisiaca

Sumo Bothrops jararacussu, B. nieuweidi Miotoxica / Hemorragica / Letalida (somente in | BORGES et al., 2005
(Musaceae) Vitro)
Piper umbelatum . - .
Piper peltatum Ramos Bothrops atrox, B. asper Miotoxicidade reduzida NUNEZ et al., 2005
" Edema
(Piperaceae)
. e Bothrops jararacussu
Bauhinia fortificata , X . Coagulante
(Leguminosae) Parte aérea Crotalus durissus terrificus Eibrinolitica OLIVEIRA et al., 2005

Pentaclethra macroloba
(Mimosaceae)

Quadro 1 - Plantas com atividades antiofidicas.

Cascas do
tronco

Bothrops spp. (incluindo B. atrox);
Crotalus durissus terrificus

Hemorragica / Nucleolitica
Fibrinogelitica / Coagulante

SILVA et al., 2005

6¢
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1.4 A Andiroba

1.4.1 Caracteristicas Gerais

A andiroba (Carapa guianensis Aublet, 1775) (Figura 3) é uma planta que pertence a
familia Meliaceae, geralmente encontrada em florestas tropicais e equatoriais. Apresenta
ampla distribuicio na Amazonia, América Central e Africa. No Brasil, ocorre em toda a Bacia
Amazonica e na Costa Atlantica (PENNINGTON et al., 1981).

Na Amazonia séo conhecidas popularmente como “andiroba” duas espécies da familia
Meliaceae: Carapa guianensis e Carapa procera. A Carapa guianensis é encontrada por toda
a bacia Amazénica, preferencialmente na varzea e areas alagaveis ao longo dos igapos,
enquanto a Carapa procera € mais restrita ao norte da América do Sul. No Estado do
Amazonas é mais comumente reconhecida como andiroba a espécie C. guianensis; entretanto,
ha registrada a ocorréncia da Carapa procera e Carapa guianensis por intermédio de
exsicatas no herbario do INPA, que apresentam maior ocorréncia em ambientes de terra firme
(FERRAZ et al., 2002).

Seu nome vem do tupi-guarani "andi-roba", isto é, gosto amargo. E uma arvore de
médio a grande porte, com tronco reto, com 25-35 m de altura (podendo atingir até 55 m)
Prefere varzeas e igapds, mas € também encontrada em terra firme. No Brasil, a floracdo e a
frutificacdo da andiroba parecem ocorrer durante todo o ano (PENNINGTON et al., 1981;
FERRAZ et al., 2002).

A andiroba € uma das arvores de multiuso mais conhecidas em nossa regido. Varias de
suas partes sdo empregadas com fim medicinal ou industrial. Produz madeira de boa
qualidade que possui uma caracteristica particular: a de ndo ser atacada por insetos. As folhas

e a casca do caule sdo utilizadas como chas com acdo antitérmica, antiinflamatoria, anti-
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helmintica e antitumoral. Outros usos sdo atribuidos a andiroba: na fabricacdo de velas como
repelentes e na producdo de cosmeéticos (HAMMER; JOHNS, 1993; REVILLA, 2000;
MARTINBOROUGH et al., 2003; GREENCOTTAGE, 2004; MIOT et al., 2004;
RAINTREE NUTRITION, 2004).

As sementes da andiroba produzem um éleo, popularmente conhecido como dleo de
andiroba. E um produto natural bastante utilizado em nossa regido para o tratamento de
diversas doencas, como artrite, diarréia, diabetes, infeccbes otoldgicas; inflamacdo da
garganta; na prevencdo de picadas de insetos; no tratamento do cancer uterino e como
estimulante digestivo (HAMMER; JOHNS, 1993; REVILLA, 2000; FERRAZ et al., 2002;

RAINTREE NUTRITION, 2004).

1.4.2 Classificacdo Taxondmica

A andiroba apresenta a seguinte classificacdo taxondmica (PENNINGTON; STYLES,

1981):
Diviséo: Angiospermae
Classe: Dicotyledonae
Superordem: Rutiflorae
Ordem: Rutales
Familia: Meliaceae
Subfamilia: Swietenioideae
Tribo: Xylocarpeae
Género: Carapa
Espécies: Carapa guianensis Aublet, 1775

Carapa procera D.C.



Figura — 3 Carapa guianensis Aublet, 1775
FONTE: Bosaue da Ciéncia (INPA) — Foto: Claudia Pio.

Figura—4 Sementes de Carapa guianensis Aublet, 1775
FONTE: Bosque da Ciéncia (INPA) — Foto: Claudia Pio.

32
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1.4.3 O Oleo de Andiroba

O Oleo extraido das sementes de andiroba apresenta importante participacdo na
economia regional, sendo bastante empregado como fonte de renda e na medicina popular,
devido a suas propriedades antiinflamatdrias, anti-sépticas, cicatrizantes e inseticidas. No
Amazonas, certas comunidades utilizam o Oleo de andiroba contra piolhos, coceiras,
cicatrizante de ferimentos e para retirar carne crescida dos olhos, além de emprega-lo contra
gripe, asma e dor na garganta (MENDONCA, 2004).

No Acre, comunidades tradicionais do Alto e Médio Rio Gregério (Tarauaca-AC)
utilizam o 6leo de andiroba contra picadas de serpentes venenosas, escorpides, abelhas e
aranhas (BOUFLEUER et al., 2003).

O método de extracdo tradicional do Oleo de andiroba geralmente € artesanal e
encontra-se descrito no Apéndice B.

Popularmente, o 6leo é tambem utilizado para contusdes, inchagos, reumatismos e
cicatrizacOes, esfregando-se sobre o local lesado. Na inddstria cosmética, usa-se 0 6leo em
sabonetes, xampus e cremes (HAMMER e JOHNS, 1993; REVILLA, 2000).

O 06leo de andiroba € um liquido transparente, de gosto extremamente amargo, com
coloracdo amarelo-clara; em temperatura inferior a 25°C solidifica como a vaselina. E
composto de oleina (6leo liquido) e palmitina (gordura solida) e outras glicerinas em
proporcdes mais limitadas. Apresenta densidade a 25°C de 0,930 — 0,941 g/cm® (BRASIL,

1998b; RAINTREE NUTRITION, 2004).
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1.4.4 Composicdo Quimica

A familia Meliaceae € constituida por diferentes compostos quimicos, como
alcaldides, flavondides; cromonas; cumarinas; benzofuranos; mono-, sesqui-, di- e
triterpendides; entretanto, destacam-se pela presenca de limondides, isto &,
tetranortriterpendides (TNTP) que apresentam um anel furanil B-substituido no Cizq
(TAYLOR, 1984; CHAMPAGNE et al., 1992; MULHOLLAND et al., 2000).

Os limondides sdo responsaveis por algumas das atividades biol6gicas da familia
Meliaceae, incluindo propriedades reguladoras de crescimento e fago-repelente de insetos,
além de atividades antifungicas, antibacterianas e antivirais (CHAMPAGNE et al., 1992;
PEREIRA, 1998; MULHOLLAND et al., 2000).

As propriedades fisicas e medicinais do 6leo de andiroba sdo bastante influenciadas

por suas caracteristicas quimicas (BRASIL, 1998b; MARTINBOROUGH et al., 2003).

A composicdo quimica do 0leo de andiroba é quase exclusivamente feita por material
saponificavel, onde os principais acidos graxos sdo o acido oléico e o &cido palmitico. O teor
dos acidos graxos é bastante variavel de acordo com o método de extracdo empregado
(Quadro 2). (LAGO; SIQUEIRA, 1980; BRASIL, 1998b; MARTINBOROUGH et al., 2003;

GREENCOTTAGE, 2004; RAINTREE NUTRITION, 2004).
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Compostos Teor (%)
Acido Oléico  :50 —58 %
Acido Palmitico : 9—28 %
Acido Esteérico :8—10 %

Acido Linoléico :4—11%
Acido Palmitoléico: < 1%

Acido Miristico : < 0,1%

Acidos Volateis : 0,8 %

Saponificaveis
(Acidos Graxos)

Insaponificaveis Limondides ou Tetranortriterpendides (TNTP): 2,0 — 5,0%

Quadro 2 - Composicdo quimica do éleo de andiroba (Carapa guianensis Aublet).
FONTE: LAGO; SIQUEIRA, 1980; MARTINBOROUGH et al., 2003; GREENCOTTAGE, 2004; RAINTREE NUTRITION, 2004

Uma pequena porcentagem do Oleo de andiroba, de 2 a 5%, € constituida por
limondides — também denominados tetranortriterpendides (TNTP) — destacando-se: 6a-
acetoxigedunina, 7-deacetoxi-7-oxogedunina, andirobina, angolensato de metila, gedunina e
60-acetoxiepoxiazadiradiona, 6R3-acetoxigedunina, 11R-acetoxigedunina, 6c,11R-diacetoxi-
gedunina, 6B,11R-diacetoxigedunina e 6a-hidroxigedunina. Certas atividades bioldgicas da
andiroba sdo atribuidas a alguns estes compostos, dentre elas sua acdo fago-repelente,
antiinflamatoria, anti-malérica e antitumoral (TAYLOR, 1984; PEREIRA et al., 1998;
MULHOLLAND et al., 2000; RAINTREE NUTRITION, 2004). As estruturas quimicas dos
principais tetranortriterpendides (TNTP) isolados das sementes da andiroba (PEREIRA et al.,
1999; MULHOLLAND et al., 2000; PENIDO et al., 2005a) estdo na Figura 5.

Estudos quimicos empregando HPLC, métodos espectroscopicos (IV, UV, RMN uni e
bidimensional) e espectrométricos (EM), vém sendo realizados a fim de isolar e identificar
novos compostos da Carapa guianensis, a partir de outras partes da planta, como de suas
folhas, galhos, flores e bagacos de suas sementes, com intuito de comprovar ou descobrir
novas atividades bioldgicas (PEREIRA, 1998; ANDRADE et al., 2001; SIQUEIRA et al.,

2003; QI et al., 2003; 2004; PENIDO et al., 2005a; PENIDO et al., 2005b).
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Figura — 5 Estruturas quimicas dos principais tetranortriterpendides (TNTP) isolados das sementes da Carapa guianensis
Aublet, 1775. A) 6a-acetoxigedunina; B) 7-deacetoxi-7-oxogedunina; C) andirobina; D) angolensato de metila; E)

gedunina e F) 6a-acetoxiepoxiazadiradiona
FONTE: PEREIRA et al., 1999; MULHOLLAND et al., 2000; PENIDO et al., 2005a
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2 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade do 6leo de andiroba (Carapa guianensis Aublet, 1775) sobre as

atividades bioldgicas induzidas por venenos de serpentes amazoénicas.

3.2 Especificos

e Descrever os efeitos farmacologicos gerais do 6leo de andiroba, em animais de
laboratorio.

e Descrever os efeitos do 6leo de andiroba sobre o processo inflamatorio local
induzido pelos venenos de serpentes Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima,

em animais de laboratério.
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3 METODOLOGIA

3.1 Modelo de Estudo

Foi realizado um estudo experimental do tipo pré-clinico, a fim de avaliar o
estimulo/efeito do 6leo de andiroba, utilizando dois grupos de animais de laboratério (controle
e experimental).

Foram avaliados os efeitos farmacoldgicos gerais do 0leo de andiroba, bem como sua
acdo sobre o processo inflamatorio local induzido pelos venenos de serpentes Bothrops atrox
e Crotalus durissus ruruima, visando contribuir com sua possivel atuacdo como agente

antiinflamatorio local no caso de acidentes ofidicos.

3.2 Universo de Estudo

3.2.1 Populacdo de Referéncia

O presente estudo utilizou uma popula¢do de camundongos (Mus musculus albinus)
do Biotério do Centro de Ofidismo “Prof. Paulo Friedrich Bithrnheim” da Fundacdo de

Medicina Tropical do Amazonas - FMTAM.
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3.2.2 Amostragem

3.2.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus albinus) de ambos os sexos, adultos,
jovens, albinos, ndo-isogénicos, pesando entre 18-22 g, fornecidos pelo Biotério do Centro de
Ofidismo “Prof. Paulo Friedrich Biihrnheim” da Fundacdo de Medicina Tropical do
Amazonas — FMTAM. A amostragem foi do tipo aleatdria simples. Os camundongos foram
separados e identificados individualmente na regido caudal com marcas de pincel.

Durante os experimentos, os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (tipo
“mouse pack”), sob temperatura controlada (22-25°C), ciclo de luz de 12 horas, recebendo

racdo e agua ad libitum.

3.2.2.2 Venenos de Serpentes

Foram utilizados dois “pools” de venenos, obtidos de espécimes de Bothrops atrox e
de Crotalus durissus ruruima, de diferentes tamanhos e ambos os sexos, mantidos nos
serpentarios do Centro de Ofidismo “Prof. Paulo Friedrich Biihrnheim” da Fundacdo de
Medicina Tropical do Amazonas — FMTAM. Os venenos foram obtidos por pressdo manual
sobre as glandulas de veneno, com prévia anestesia das serpentes com CO,. Em seguida
foram centrifugados, filtrados com filtros de porosidade igual a 0,45 um, liofilizados e
estocados a —20°C. As solucdes de uso de cada veneno foram preparadas a partir de solucGes-
estoque, minutos antes de cada experimento, e mantidas sob temperatura de congelamento (0

a—10°C) até a sua administragdo no coxim plantar das patas experimentais dos camundongos.
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3.2.2.3 Oleo de Andiroba

Foram utilizadas amostras de 6leo de andiroba (extrato bruto), fornecidas pelo Banco
de Extratos de Plantas Amazdnicas do Centro de Ofidismo “Prof. Paulo Friedrich Biihrnheim”

da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas — FMTAM.

3.3 Procedimentos

3.31 Avaliacio dos Efeitos Farmacoldgicos Gerais do Oleo de Andiroba

3.3.1.1 Determinacéo da Dose Letal 50% (DLso)

Para a avaliacdo da toxicidade aguda foi determinada a DLso, Ou seja, a dose capaz de
matar 50% dos animais testados. A DLsp do Oleo de andiroba foi calculada administrando-se
aos camundongos doses crescentes de extrato bruto por via intraperitoneal (i.p.). Foram
estabelecidas as doses de 100 pL, 150 pL e 200 pL para cada camundongo (20+2 g), injetadas
somente nos grupos experimentais (I e I1), com quatro camundongos cada. Ao grupo controle
foi administrado azeite de oliva (via i.p.) utilizando as mesmas doses.

Os grupos foram identificados como: grupo experimental | (andiroba filtrada), grupo
experimental Il (andiroba ndo-filtrada) e grupo controle 111 (azeite de oliva) e foram tratados
com as doses estabelecidas acima.

Os animais foram injetados e monitorados durante 24 horas, anotando-se 0 nimero de

mortos. A DLsg foi calculada pela analise de probitos (FINNEY, 1971).
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3.3.1.2 Testes Gerais de Atividade Farmacoldgica

Para a avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos gerais do 6leo de andiroba, foi realizada
uma adaptacdo dos métodos descritos por CARLINI (1972) e MALONE (1977). Foram
utilizados 0s mesmos grupos e doses do item 3.3.1.1.

Os grupos experimentais (n=4) receberam o 6leo de andiroba pela via i.p., com as
doses estabelecidas no item 3.3.1.1. Uma vez injetados, os animais foram colocados em caixa
de contencdo de madeira de 1m® (1m x 1m x 1m), sem tampa, 0 que permitiu a observacdo da
movimentacdo dos camundongos e de suas reagOes comportamentais, sem qualquer
interferéncia externa. Os animais foram monitorados durante 24 horas e as leituras dos efeitos
comportamentais foram registradas em formulario préprio (anexo 1).

A observacao dos efeitos farmacoldgicos gerais foi realizada por um periodo de 24
horas, nos seguintes intervalos de tempo apds a administracdo por via i.p. do 6leo de
andiroba: 5, 30 e 60 minutos e 2, 4, 6, 12 e 24 horas.

Nos intervalos de tempo indicados, foram feitas observac6es individuais para cada
grupo por visualizacdo simples, considerando-se os indicadores de toxicidade aguda
(ANVISA, 2003), como movimentacao, freqliéncia respiratoria, piloerecdo, ptose palpebral,
tremores, convulsdes, alteracdo do tbnus muscular, contor¢cBes abdominais, cianose,
hiperemia, sialorréia, diarréia, sudorese, sedacdo/hipnose, passividade, alienacdo ambiente,
nimero de animais mortos e agressividade, de acordo com o método descrito por Carlini
(1972):

e Movimentacado e frequéncia respiratoria: foi avaliada mediante observacdo dos
animais a fim de verificar se estes estavam excitados ou deprimidos e se formavam

agrupamentos pelos cantos, bem como se estavam ofegantes.
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e Pélos arrepiados e ptose palpebral: foi avaliada mediante observacdo dos animais
quanto a presenca de ericamento dos pélos e o fechamento das péalpebras (ptose). A
observacdo de ptose palpebral sugere a presenca de substdncias neurolépticas (efeito
tranquilizante).

e Contor¢oes abdominais ou “writhing”: foi avaliada mediante observagdo dos
animais se estes contraiam o abddmen e/ou distendiam as patas posteriores num movimento
do tipo peristéltico, a fim de verificar se o0 extrato era irritante para a mucosa da cavidade
abdominal.

e Tremores ou convulsdes: cada animal era segurado pela cauda e apds ligeiro
movimento rotatério da mesma pelos dedos polegar e indicador, o animal era solto
repentinamente sobre a bancada de laboratorio a fim de verificar a presenca ou ndo de
convuls&o ou tremores.

e TOnus muscular: cada animal era retirado da gaiola para verificar se a musculatura
abdominal estava flacida e se tinha ou ndo a capacidade de equilibrar-se sobre um bastéo.

e Lacrimejamento, secrecdo vermelha nos olhos e salivacdo: cada animal foi
examinado nos olhos e boca para verificar a presenca de quaisquer secrecoes.

e Excrecdo (miccdo e defecacdo): foi observado a excrecdo de cada animal sobre o
fundo branco da caixa, a cada intervalo de tempo.

e Morte: foi anotado o nimero de animais mortos ao fim de 24 horas.

e Orgéos internos: ap6s as 24 horas, os animais sobreviventes foram sacrificados,
necropsiados e tiveram seus o6rgdos (figado, rins, intestinos, pulmao e coracdo) examinados
por visualizacdo simples.

A intensidade de gradacg&o dos efeitos farmacoldgicos gerais foi definida por:

(0) = auséncia; (1) = discreto; (2) = moderado; (3) = acentuado.
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3.3.2 Avaliagdo da Atividade Edematogénica do Oleo de Andiroba

3.3.2.1 Administracio do Oleo de Andiroba

A administracdo do Oleo de andiroba foi feita pela via i.p, 1 hora antes da
administracdo dos venenos de Bothrops atrox ou de Crotalus durissus ruruima. Somente 0s

grupos experimentais (tratados) receberam o 6leo de andiroba (filtrada), utilizando-se a dose

de 150 pL para cada camundongo com peso de 20+2 g (figura 6).

Figura 6 — Administracdo do 6leo de andiroba. Foi utilizada a dose de 150 pL pela via i.p
para cada camundongo (2012 g), sendo injetado 1 h antes da administracdo dos

venenos de Bothrops atrox ou de Crotalus durissus ruruima.

Foto por: Claudia Pio
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3.3.2.2 Avaliagdo da Atividade Edematogénica

Para a determinacdo da cinética da atividade edematogénica foi utilizado o método
descrito por FURTADO et al. (1991). Foram utilizados dois grupos (controle e experimental)
para cada tipo de veneno, com 14 camundongo em cada grupo.

Uma hora ap6s ter sido administrado o dleo de andiroba, a cada grupo de
camundongos foram injetados 5ug de veneno diluidos em 50uL de solucdo salina (NaCl
0,9%) estéril na regido sub-plantar do coxim posterior da pata direita (pata experimental)
(figura 7). No coxim posterior da pata esquerda (pata controle), foram injetados somente

50pL de solugdo salina (NaCl 0,9%) estéril.

Figura 7 — Administragdo dos venenos. Foram administrados os venenos de Bothrops atrox
ou Crotalus durissus ruruima (5ug de veneno / 50uL de NaCl 0,9%) na regido
sub-plantar do coxim posterior da pata direita (pata experimental).

Foto por: Claudia Pio
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As espessuras dos coxins das patas posteriores (controle e experimental) foram
medidas com um paquimetro digital (Starrett, USA), com sensibilidade de +0,03mm, nos
intervalos de tempo 1, 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a injecdo do veneno de Bothrops atrox, e nos
intervalos de tempo 1, 3, 6 horas apés a injecdo do veneno de Crotalus durissus ruruima.

A estimativa da atividade edematogénica (% edema) foi expressa pela diferenca entre
0 aumento de espessura dos coxins das patas experimental e controle, dividido pela espessura

da pata controle e multiplicado por 100.

% Edema = Espessura Pata Experimental — Espessura Pata Controle x 100
Espessura Pata Controle

A estimativa de inibicdo da atividade edematogénica pelo extrato bruto do dleo de
andiroba (% inibicao) foi realizada nos intervalos de tempo descritos acima para cada tipo de

veneno e calculada pela seguinte formula:

% Inibicdo = 100 - | _Média % Edema Grupo Experimental  x 100
Média % Edema Grupo Controle




46

3.3.3 Andlise Histopatologica

A andlise histopatolégica foi realizada por um Unico anatomopatologista, nos
Laboratérios de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Ciéncias da Saude (FCS), da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e da Fundacdo de Medicina Tropical do

Amazonas (FMTAM).

3.3.3.1 Obtencdo de Amostras Teciduais

Para os grupos controle e experimental foram coletadas amostras de tecido dos coxins
das patas posteriores direita (experimental) e esquerda (controle), nos intervalos de tempo de
3 e 12 horas (para 0 veneno de Bothrops atrox) e 3 e 6 horas (para o veneno de Crotalus
durissus ruruima), a fim de ser realizada a analise histopatologica.

A cada medicdo das espessuras das patas, de acordo com os intervalos de tempo
estabelecidos acima, quatro camundongos foram sacrificados por deslocamento da coluna
cervical e os coxins das patas posteriores foram removidos com tesoura cirdrgica e fixados
separadamente em solucdo de formalina tamponada a 10% (PROPHET, 1994a). A fim de
penetrar e preservar melhor as caracteristicas citoplasmaticas e nucleares das amostras
teciduais, o tempo minimo para a fixacdo de cada peca foi de seis horas. O tempo maximo foi
indeterminado, uma vez gque a formalina tamponada a 10% é uma solucédo fixadora padrdo e

serve para preservar diferentes espécimes patoldgicos por longos periodos de tempo.
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As amostras teciduais foram identificadas e processadas no Laboratério de Anatomia
Patolégica da UFAM. Uma vez preparados os cortes histoldgicos, as laminas foram enviadas
para 0 Laboratorio de Anatomia Patoldgica da FMT-AM para o estudo histopatoldgico. Os
animais sobreviventes foram sacrificados ao final do experimento (por deslocamento da

coluna cervical ou por inalagdo com éter).

3.3.3.2 Procedimentos Histopatoldgicos

Os procedimentos histopatologicos realizados consistiram basicamente nas seguintes
etapas (descritas no Apéndice A).
a) Fixacdo em formalina tamponada a 10%;
b) Descalcificacdo com acido formico a 10%;
c) Processamento tecidual das amostras;
d) Microtomia;
e) Coloracao histoldgica;

f) Montagem das laminas

3.3.3.3 Leitura das Laminas

A leitura das laminas foi realizada por um Gnico anatomo-patologista, obedecendo aos

seguintes critérios:
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a) Medicao do edema (p): O edema foi medido na derme, no espago compreendido
entre as células da camada basal da epiderme e a musculatura esquelética. As medicGes do
edema foram feitas em trés pontos diferentes do corte histolégico, na face ventral, utilizando a
objetiva de 10x. Foi utilizado um microscopio com cadmera acoplada e ocular reticulada, da
marca Zeiss Axioplan.

b) Infiltrado leucocitério: a contagem de leucdcitos foi realizada observando cinco
campos e utilizando a objetiva de 40x. Todos os leucécitos foram contados na regido da
derme, onde estava localizado o edema.

c) Hemorragia: a contagem de hemécias foi realizada observando cinco campos e
utilizando a objetiva de 40x. Todas as hemacias foram contadas na regido da derme, onde
estava localizado o edema.

Nos casos em que a hemorragia era difusa, especialmente no veneno de Bothrops
atrox, foi observada por area utilizando campo de grande aumento (25x) e intensificada como:
ausente, leve (<25 hemacias por campo), moderada (25 — 50 hemacias por campo) e
acentuada (> 50 hemacias por campo).

d) Miocitolise: foi observada por area utilizando campo de grande aumento (25x) e
intensificada como: ausente, leve (<25% de area lesada), moderada (25 — 50 % de area lesada)

e acentuada (> 50% de area lesada).

A intensidade de gradacdo do edema, do infiltrado inflamatério, da hemorragia e da
miocitolise foi definida por: 0 = auséncia; (1) = discreto/leve; (2) = moderado; (3) =

acentuado.
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3.4 Andlise Estatistica

Foram expressos em média + desvio padrdo os resultados das medicBes (em
milimetros) das espessuras dos coxins das patas controle e experimental e da analise
histopatoldgica: infiltrado inflamatério (nimero de leucécitos em 5 campos observados) e

edema ().

ComparacOes estatisticas entre 0s grupos controle e experimental para cada tipo de
veneno foram realizadas utilizando o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, para nivel de
significancia de 5% (p valor < 0,05), utilizando-se os softwares EPI Info 3.3 for Windows e

Sigma STAT verséo 3.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagdo dos Efeitos Farmacolégicos Gerais do Oleo de Andiroba

4.1.1 Determinacédo da Dose Letal 50% (DLso)

Neste estudo a dose letal (DLsg) do 6leo de andiroba via i.p. foi determinada em

200uL/20+2g de peso (ou 10 mL/kg).

4.1.2 Testes Gerais de Atividade Farmacologica

Os principais efeitos farmacoldgicos observados apo6s a administracdo do 6leo de andiroba na
doses de 100, 150 e 200uL (via i.p.) nos grupos experimentais estudados estdo descritos

abaixo. O grupo CONTROLE recebeu azeite de oliva via i.p. nas mesmas doses.

4.1.2.1 Grupo EXPERIMENTAL | (Andiroba N&o Filtrada):

A movimentagdo e a freqliéncia respiratoria desses animais com a dose de 100 uL
foram moderadas nos primeiros 30 minutos, tornando-se discretas geralmente a partir de 1-2
horas apds a injecdo do extrato; com as doses subseqiientes (150 e 200 pL) observou-se
movimentacdo e freqliéncia de moderada a acentuada nos primeiros 5 minutos, tornando-se
discreta antes da primeira hora, com tendéncia dos animais em ficarem agrupados num so

canto, conforme a dose era aumentada.
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No local da injecéo foi observado prurido em todas as doses, variando de moderado a
acentuado logo nos primeiros 5 minutos, tornando-se discreto a partir de 30 minutos e
desaparecendo de 4-12 horas depois, de acordo com o aumento da dose. No local da injecéo
foi notada sudorese moderada, em todas as doses administradas, que permaneceu por um
periodo de até 12 horas ap0s a injecao.

Foi observada ptose palpebral sem secre¢do ocular (em dois animais) nos primeiros 30
minutos com as doses de 100 e 150uL, com duracdo de 4 a 12 horas, respectivamente. Com a
dose de 200 uL, o inicio da ptose ocorreu com 5 minutos apos a inje¢ao, com duragéo de 6 —
24 horas; foi observada a presenca de secre¢do em apenas um dos camundongos.

A excrecdo foi normal em todas as doses. Os 6rgéos internos (rins, coragédo, pulmao,
figado e cavidade peritoneal) dos animais ndo apresentaram mudangas na coloragéo a dose de
100 uL. Entretanto foi observada discreta hemorragia na cavidade peritoneal com as doses de

150 uL e 200 pL.

4.1.2.2 Grupo EXPERIMENTAL Il (Andiroba Filtrada):

Apresentaram 0s mesmos efeitos observados no grupo I, entretanto em menor

intervalo de tempo.
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4.1.2.3 Grupo CONTROLE 111 (Azeite de Oliva):

A movimentagdo e a frequéncia respiratoria desses animais com as doses de 100 e
150uL mostraram-se moderadas nos primeiros 30 minutos, tornando-se discretas geralmente a
partir de 1 hora apos a inje¢ao do extrato; com a dose de 200 uL. observou-se movimentagéo e
frequiéncia acentuada nos primeiros 5 minutos, tornando-se moderada antes da primeira hora e
permanecendo assim ao longo das 24 horas. Os animais ndo tenderam a formar grupos num s6
canto.

No local da injecdo foi observado prurido em todas as doses, variando de discreto a
moderado nos primeiros 5 minutos, desaparecendo em menos de 1 — 2 horas, de acordo com o
aumento da dose. Além do prurido, ndo foram observadas outras alteracbes no local da
injecdo ao longo das 24 horas.

A excrecdo foi normal em todas as doses. Os 6rgéos internos (rins, coragédo, pulmao,
figado e cavidade peritoneal) dos animais ndo apresentaram mudancas na coloracdo e nem
presenca de hemorragia interna em nenhuma das doses administradas.

N&o foram observadas outras alteracGes, como tremores ou convulsées, alteracdo do
tonus muscular, contor¢cbes abdominais, cianose, hiperemia, sialorréia, diarréia,
sedacdo/hipnose, passividade, alienacdo ambiente e agressividade em nenhum dos grupos

avaliados.
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4.2 Efeito do Oleo de Andiroba sobre a Atividade Edematogénica dos Venenos das

Serpentes

Os resultados da cinética do efeito edematogénico induzido pelos venenos de Bothrops
atrox e Crotalus durissus ruruima estdo demonstrados nas Figuras 8 e 9.

No grupo CONTROLE (ndo-tratado) o veneno de Bothrops atrox induziu logo na
primeira hora 55,44% de atividade edematogénica, havendo um aumento maximo (66,09%)
com 3 horas e diminuindo até 19,21% ao final das 24 horas analisadas. Em contraste, 0 grupo
EXPERIMENTAL (tratado) obteve uma indugdo inicial de 33,93% de atividade
edematogénica na primeira hora, diminuindo consistentemente até 0% de atividade ao final de
24 horas (Figura 8).

Com o veneno de Crotalus durissus ruruima observou-se que no grupo CONTROLE
a inducdo da atividade edematogénica na primeira hora foi de 20,82%, com discreto aumento
(24,50%) apo6s 3 horas e diminuindo ate 5,40% ap0s 6 horas. Em contraste, 0 grupo
EXPERIMENTAL (tratado) atingiu cerca de 11,99% na primeira hora, diminuindo
progressivamente até 0% em apenas 6 horas. Devido a alta letalidade desse veneno, ndo foi
possivel acompanhar os resultados nas 24 horas (Figura 9).

A atividade inibitéria do 6leo de andiroba sobre a atividade edematogénica induzida

pelos venenos de Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima pode ser observada na Tabela 1.

Atividade Inibitéria do Oleo de Andiroba (%)

Venenos 1h 3h 6h 12h 24 h
Bothrops atrox (n=14) 37,67 50,64 65,70 77,71 100
Crotalus durissus ruruima (n=14) 42,41 82,37 100 — —

Tabela 1. Atividade inibitéria do 6leo de andiroba (150 pL via i.p.) sobre o edema de pata induzido pelos
venenos de Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima (n=14 animais/grupo).
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Figura — 8 Efeito do 6leo de andiroba sobre a cinética da atividade edematogénica do veneno de Bothrops atrox.
O edema foi avaliado pela medicéo do didmetro das patas com um paquimetro em 1, 3, 6, 12 e 24 horas ap6s a
administracdo do veneno de Bothrops atrox (5 pg/50uL NaCl 0,9% via i.pl.) na pata direita; a pata contralateral
recebeu somente NaCl 0,9% (50uL). Os resultados representam a média + DP de 6-14 animais por grupo. O
grupo experimental foi injetado com o dleo de andiroba (via i.p.) uma hora antes da administracdo do veneno. O
grupo controle ndo recebeu o dleo de andiroba (via i.p).
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Figura —9 Efeito do 6leo de andiroba sobre a cinética da atividade edematogénica do veneno de Crotalus durissus
ruruima. O edema foi avaliado pela medicéo do didmetro das patas com um paquimetro em 1, 3 e 6 horas apds a
administracdo do veneno de Crotalus durissus ruruima (5 pg/50uL NaCl 0,9% via i.pl.) na pata direita; a pata
contralateral recebeu somente NaCl 0,9% (50uL). Os resultados representam a média + DP de 6-14 animais por
grupo. O grupo experimental foi injetado com o 6leo de andiroba (via i.p.) uma hora antes da administracdo do
veneno. O grupo controle ndo recebeu o 6leo de andiroba (via i.p).
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A avaliacdo da atividade edematogénica do veneno de Bothrops atrox demonstrou que
0 grupo EXPERIMENTAL injetado com dleo de andiroba apresentou edema de menor
intensidade e diminuicdo progressiva com o tempo, em relagdo ao grupo CONTROLE
injetado com solucdo salina (Figura 10). Resultado semelhante foi observado com o veneno

de Crotalus durissus ruruima (Figura 11).

Figura — 10 Edema de pata induzido pelo Figura — 11 Edema de pata_induzido _pelo
veneno de Bothrops atrox. veneno de Crotalus durissus ruruima.
No grupo experimental verifica-se que a No grupo experimental verifica-se que a
pata experimental (seta) apresenta edema e pata experimental (direita) (seta)
hemorragia intensos, enquanto a pata apresenta edema intenso e hemorragia
controle, que recebeu salina, apresenta-se moderada ap6s 3 horas.
normal apés 3 horas. Foto: Claudia Pio

Foto: Claudia Pio
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4.3 Analise Histopatoldgica

4.3.1 Anélise Histopatoldgica induzida pelo veneno de Bothrops atrox

Os resultados da anéalise histopatoldgica dos grupos CONTROLE e EXPERIMENTAL
induzidos com o veneno de Bothrops atrox, no intervalo de tempo de 3 e 12 horas apds a
injecdo do bleo de andiroba via i.p., estdo representados na Tabela 2 e 3. As Figuras 12 e 13
mostram as faces dorsal e ventral da pata controle normal, injetadas com 50 puL de NaCl
0,9%.

No intervalo de tempo de 3 horas apos a injecdo do veneno, o grupo CONTROLE
(ndo-tratado) apresentou o quadro histopatoldgico caracteristico da inflamagéo local induzida
por este tipo de veneno. Na pata experimental (pata direita) foi observado infiltrado
inflamatdrio acentuado (Figura 18); edema acentuado e hemorragia acentuada (Figuras 14 a
17); observou-se também moderada miocitdlise (Figura 20). Na pata controle (pata esquerda)
o infiltrado inflamatorio foi moderado, com edema discreto e notou-se a auséncia de
hemorragia e miocitolise (Figura 21).

Ja o grupo EXPERIMENTAL (tratado) apresentou em sua pata experimental discreto
infiltrado inflamatério e edema moderado (Figura 19), hemorragia acentuada e miocitélise de
moderada a acentuada (Figura 20). A pata controle (pata esquerda) apresentou infiltrado
inflamatério discreto, edema discreto e auséncia de hemorragia e miocitdlise.

Houve diferenca significativa entre as patas experimentais (patas direitas) que
receberam o veneno de Bothrops atrox nos grupos CONTROLE e EXPERIMENTAL quanto
ao infiltrado inflamatério (p-valor=0,029). Foi observada uma diminuicdo de 87,03% no
nimero de células inflamatérias do grupo EXPERIMENTAL em relacdo ao grupo

CONTROLE as 3 horas.
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Em relacdo ao edema, a hemorragia e a miocitdlise ndo foi observada diferenca
estatistica significativa ao nivel de 5% entre as patas experimentais e entre as patas controle,
tanto no grupo tratado como no ndo-tratado. Apesar disso, observou-se histologicamente uma
diminuicdo em 29,18 % do edema nas patas experimentais do grupo experimental em relacao
ao grupo controle. Hemorragia e miocitélise ndo foram influenciadas com a administracdo do

6leo de andiroba, em relagdo ao grupo controle.

Bothrops atrox (3 horas)

Pata EXPERIMENTAL (DIREITA) (5 ug de veneno)

GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
(n=4) (n=4)
Média+DP Média+DP p
Infiltrado inflamatério
(n° leuctcitos/5campos) 40,50 + 18,07 5,25 +0,70 0,029
Edema (W) 64,60 + 31,71 45,75+ 11,72 0,486

Tabela 2. Avaliacdo do infiltrado inflamatério e do edema observados entre as patas experimentais dos
camundongos, induzidas com o veneno de Bothrops atrox, 3 horas apds a injecdo do veneno.
Resultados expressos em média + desvio padrdo (DP) e p-valor (n=4 animais/grupo).

Bothrops atrox (3 horas)

Pata EXPERIMENTAL (ESQUERDA) (50 pL de NaCl 0,9%)

GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
(n=4) (n=4)
MédiatDP Média+DP p
Infiltrado inflamatorio
(n° leucécitos/5campos) 1,35+0,61 0,70+0.23 0,114
Edema (p) 16,75+ 9,60 15,75+ 5,90 0,865

Tabela 3. Avaliacdo do infiltrado inflamatorio e do edema observados entre as patas controle dos camundongos,
induzidas com solucdo salina (NaCl 0,9%), 3 horas ap6s a inje¢do do veneno. Resultados expressos
em média + desvio padrdo (DP) e p-valor (n=4 animais/grupo).
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As 12 horas, o grupo CONTROLE e EXPERIMENTAL mantiveram efeitos
semelhantes aos observados as 3 horas. No grupo CONTROLE, foi observada discreta
diminuicdo no edema (Figuras 22 e 24) e infiltrado inflamatorio acentuado (Figuras 24 e 26).
No grupo EXPERIMENTAL houve diminuicdo no infiltrado inflamatério (Figura 25) e no
edema (Figuras 23 e 25), entretanto a hemorragia permaneceu acentuada (Figura 23) e a

miocitélise moderada (Figura 25).

Quanto ao infiltrado inflamatério, observou-se diferenca significativa entre as patas
experimentais dos grupos CONTROLE e EXPERIMENTAL (p-valor=0,029). Demonstrou-se
histologicamente uma diminuicdo de 82,10% no infiltrado inflamatorio do grupo

EXPERIMENTAL (Figura 25) em relagéo ao grupo CONTROLE (Figura 26) as 12 horas.

Estatisticamente ndo foi observada diferenca significativa ao nivel de 5% em relacéo
ao edema, a hemorragia e a miocitolise entre as patas experimentais e entre as patas controle,
tanto no grupo tratado como no ndo-tratado. Entretanto, assim como as 3 horas, pode-se
observar histologicamente uma diminui¢do em 32,55 % do edema nas patas experimentais do
grupo EXPERIMENTAL em relacdo ao grupo CONTROLE. Hemorragia e miocit6lise ndo
foram influenciadas com a administracdo do éleo de andiroba, em relagdo ao grupo

CONTROLE.
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Bothrops atrox (12 horas)

Pata EXPERIMENTAL (DIREITA) (5 pg de veneno)

GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
(n=4) (n=4)
Média+DP Média+DP p
Infiltrado inflamatério
(n° leucécitos/5campos) 35,20 + 6,22 6,30 + 2,29 0,029
Edema (p) 64,50 + 13,82 43,50 + 15,54 0,114

Tabela 4. Avaliacdo do infiltrado inflamatério e do edema observados entre as patas experimentais dos
camundongos, induzidas com o veneno de Bothrops atrox, 12 horas ap6s a injecdo do veneno.
Resultados expressos em média + desvio padrdo (DP) e p-valor (n=4 animais/grupo).

Bothrops atrox (12 horas)

Pata EXPERIMENTAL (ESQUERDA) (50 uL de NaCl 0,9%)

GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
(n=4) (n=4)
Média+DP MédiatDP p
Infiltrado inflamatério
(n° leucécitos/5campos) 0,95+0,19 1,80+0,98 0,200
Edema (p) 18,25 + 2,06 17,50 + 2,08 0,686

Tabela 5. Avaliagéo do infiltrado inflamatério e do edema observados entre as patas controle dos camundongos,
induzidas com solucéo salina (NaCl 0,9%), 12 horas apds a inje¢do do veneno. Resultados expressos
em média + desvio padrdo (DP) e p-valor (n=4 animais/grupo).
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4.3.2 Anélise Histopatoldgica induzida pelo veneno de Crotalus durissus ruruima

Os resultados da analise histopatoldgica dos grupos controle e experimental induzidos
com o veneno de Crotalus durissus ruruima, no intervalo de tempo de 3 e 6 horas ap6s a
injecdo do veneno, séo apresentados nas Tabelas 6 e 7.

As 3 horas, o grupo CONTROLE apresentou na pata experimental (pata direita)
infiltrado inflamatério discreto (Figuras 27 e 29), edema discreto a moderado (Figuras 27 e
29), auséncia de hemorragia (Figura 27) e miocitélise discreta a moderada (Figura 29). Na
pata controle (pata esquerda), foi observada a auséncia de infiltrado inflamatorio, edema,
hemorragia e miocitolise (Figura 33).

No grupo EXPERIMENTAL observou-se na pata experimental infiltrado inflamatorio
discreto (Figuras 28 e 30), edema de discreto a moderado (Figuras 28 e 30), discreta
hemorragia e miocitdlise acentuada (Figura 30). Na pata controle (pata esquerda) houve
infiltrado inflamatorio discreto, edema discreto e auséncia de hemorragia e miocitolise.

Houve diferenca significativa entre as patas experimentais que receberam o veneno de
Crotalus durissus ruruima (pata direita) dos grupos CONTROLE e EXPERIMENTAL
somente para o infiltrado inflamatorio (p-valor=0,029). Foi observada uma diminuicdo de
89,37% no infiltrado inflamatorio do grupo EXPERIMENTAL em relagdo ao grupo
CONTROLE as 3 horas.

Em relacdo ao edema, a hemorragia e a miocitolise, assim como no veneno de
Bothrops atrox, ndo foi observada diferenca estatistica significativa ao nivel de 5% entre as

patas experimentais e entre as patas controle, tanto no grupo tratado como no nao-tratado.
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Porém histologicamente observou-se uma reducdo em 30,87% do edema nas patas

experimentais do grupo EXPERIMENTAL em relagdo ao grupo CONTROLE. Hemorragia e

miocitélise também ndo foram influenciadas com a administracdo do 6leo de andiroba, em

relagdo ao grupo CONTROLE.

Crotalus durissus ruruima (3 horas)

Pata EXPERIMENTAL (DIREITA) (5 pg de veneno)

GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
(n=4) (n=4)
Média+DP Média+DP p
Infiltrado inflamatério
(n° leucocitos/5campos) 33,40 £ 11,24 3,55+2,23 0,029
Edema (W) 37,25+ 8,18 25,75 £ 15,06 0,343

Tabela 6. Avaliacdo do infiltrado inflamatério e do edema observados entre as patas experimentais dos
camundongos, induzidas com o veneno de Crotalus durissus rurima, 3 horas ap6s a injecdo do

veneno. Resultados expressos em média = desvio padrao (DP) e p-valor (n=4 animais/grupo).

Crotalus durissus ruruima (3 horas)

Pata EXPERIMENTAL (ESQUERDA) (50 pL de NaCl 0,9%)

GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
(n=4) (n=4)
MédiatDP Média+DP p
Infiltrado inflamatorio
(n° leucécitos/5campos) 7,20+742 2,05+251 0,200
Edema (p) 27,50 + 6,55 17,25+ 4,85 0,114

Tabela 7. Avaliagdo do infiltrado inflamatorio e do edema observados entre as patas controle dos camundongos,
induzidas com solucdo salina (NaCl 0,9%), 3 horas ap6s a inje¢do do veneno. Resultados expressos

em média + desvio padrdo (DP) e p-valor (n=4 animais/grupo).
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As 6 horas, 0 grupo CONTROLE apresentou infiltrado inflamatério discreto, edema
discreto, auséncia de hemorragia e miocitdlise moderada na pata experimental (Figura 20); na
pata controle foi observado infiltrado inflamatério discreto, edema moderado e auséncia de

hemorragia e miocitélise.

No grupo EXPERIMENTAL observou-se edema moderado, auséncia de hemorragia e
miocitélise acentuada com vacuolizagdo das fibras musculares (pata experimental), entretanto
com discreto infiltrado inflamatério (Figura 22). Na pata controle (pata esquerda) houve

infiltrado inflamatorio discreto, edema discreto e auséncia de hemorragia e miocitolise.

Em relacdo ao infiltrado inflamatorio, foi observada diferenca significativa entre os

grupos EXPERIMENTAL e CONTROLE, com uma reducdo de 75,60%.

Edema, hemorragia e miocitolise ndo apresentaram significancia estatistica ao nivel de

5% (p-valor < 0,05).
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Crotalus durissus ruruima (6 horas)

Pata EXPERIMENTAL (DIREITA) (5 pg de veneno)

GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
(n=4) (n=4)
Média+DP Média+DP p
Infiltrado inflamatério
(° lecocitos/5campos) 10,45 + 7,12 2,55+ 1,02 0,029
Edema (p) 18,25 + 4,27 17,50 + 3,10 0,886

Tabela 8. Avaliacdo do infiltrado inflamatério e do edema observados entre as patas experimentais dos
camundongos, induzidas com o veneno de Crotalus durissus rurima, 6 horas ap6s a injecdo do
veneno. Resultados expressos em média = desvio padrdo (DP) e p-valor (n=4 animais/grupo).

Crotalus durissus ruruima (6 horas)

Pata EXPERIMENTAL (ESQUERDA) (50 pL de NaCl 0,9%)

GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL
(n=4) (n=4)
MédiatDP Média+DP p
Infiltrado inflamatério
(n° leucécitos/5campos) 1,30 £0,47 1,20+0,43 0,656
Edema (p) 20,50 +1,73 20,25 +5,31 0,486

Tabela 9. Avaliagdo do infiltrado inflamatorio e do edema observados entre as patas controle dos camundongos,
induzidas com solucdo salina (NaCl 0,9%), 6 horas apds a injecdo do veneno. Resultados expressos
em média + desvio padrdo (DP) e p-valor (n=4 animais/grupo).
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Figura — 12 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo injetado com solugéo salina
(NaCl 0,9%) — Face dorsal normal. Auséncia de edema, hemorragia e miocitélise. Coloragdo HE (50x).

Figura — 13 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo injetado com solugéo salina
(NaCl 0,9%) — Face ventral normal. Auséncia de edema, hemorragia e miocitélise. Coloracdo HE (100x).
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Figura — 14 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 3 horas ap6s injegdo com
o0 veneno de Bothrops atrox (5 pg) — Grupo CONTROLE. Edema acentuado e hemorragia acentuada. O
edema foi medido na area indicada pela seta. Coloragdo HE (50x).

Figura — 15 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 3 horas ap6s injegdo com
o0 veneno de Bothrops atrox (5 pg) — Grupo CONTROLE. Infiltrado inflamatério moderado, edema
moderado e hemorragia acentuada. Coloracdo HE (100x).
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Figura — 16 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 3 horas ap6s injegdo com
0 veneno de Bothrops atrox (5 pug) — Grupo EXPERIMENTAL. Infiltrado inflamatério discreto e edema
acentuado. Coloragéo HE (100x).

Figura — 17 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 3 horas ap6s inje¢éo com
o0 veneno de Bothrops atrox (5 pg) — Grupo EXPERIMENTAL. Infiltrado inflamatdrio moderado, edema
moderado e hemorragia acentuada. Coloracdo HE (100x).
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Figura — 18 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 3 horas ap6s injegdo com
o veneno de Bothrops atrox (5 pug) — Grupo CONTROLE. Infiltrado inflamatério acentuado, congestéo e
hemorragia. Colora¢do HE (400x).

Figura — 19 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 3 horas ap6s injegdo com
0 veneno de Bothrops atrox (5 pug) — Grupo EXPERIMENTAL. Infiltrado inflamatorio discreto e edema
moderado. Coloragdo HE (400x).
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Figura — 20 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 3 horas ap6s inje¢cdo com o
veneno de Bothrops atrox (5 pg) — Grupo EXPERIMENTAL. Infiltrado inflamatorio discreto, edema discreto,
hemorragia endomisial acentuada e miocit6lise moderada. Coloragdo HE (400x).



Figura — 21 Corte transversal do coxim plantar da pata esquerda do camundongo, 3 horas ap6s inje¢éo
injecdo com solucéo salina (NaCl 0,9%) — Grupo CONTROLE. Musculo sem edema e sem hemorragia.
Coloragéo HE (100x).
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Figura — 22. Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 12 horas ap6s inje¢cdo com o
veneno de Bothrops atrox (5 pg) — Grupo CONTROLE. Edema discreto. Coloragdo HE (100x).

Figura — 23 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 12 horas ap6s inje¢ao
com o veneno de Bothrops atrox (5 pg) — Grupo EXPERIMENTAL Edema discreto e hemorragia
acentuada (difusa). Coloragéo HE (100x).
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Figura — 24 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 12 horas ap6s inje¢cdo com o
veneno de Bothrops atrox (5 pg) — Grupo CONTROLE. Infiltrado inflamatério intramuscular moderado, edema
moderado, hemorragia discreta e miocitélise moderada. Coloragdo HE (400x).

Figura — 25 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 12 horas ap6s inje¢do com o
veneno de Bothrops atrox (5 pg) — Grupo EXPERIMENTAL. Infiltrado inflamatorio discreto, edema discreto,
hemorragia endomisial acentuada e miocitolise moderada. Coloragdo HE (400x).
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Figura — 26. Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 12 horas ap6s inje¢cdo com o
veneno de Bothrops atrox (5 pg) — Grupo CONTROLE. 12 horas; Pata Direita. Infiltrado leucocitario
acentuado, edema acentuado e hemorragia discreta. Colora¢do HE (400x).
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Figura — 27 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 3 horas ap6s injegdo com o
veneno de Crotalus durissus ruruima (5 pg) — Grupo CONTROLE. Infiltrado inflamatério discreto, edema
moderado. Coloragédo HE (100x).

Figura — 28 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 3 horas ap6s injecdo com o veneno de
Crotalus durissus ruruima (5 pg) — Grupo EXPERIMENTAL. Infiltrado inflamatorio discreto, edema discreto.
Coloragdo HE (100x).
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Figura — 29 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 6 horas ap6s injegdo com o veneno
de Crotalus durissus ruruima (5 pug) — Grupo CONTROLE. Infiltrado inflamatério discreto; edema discreto; auséncia
de hemorragia; miocitolise discreta. Coloracdo HE (40x).

Figura — 30 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 6 horas apds injecéo com o
veneno de Crotalus durissus ruruima (5 pg) — Grupo EXPERIMENTAL Infiltrado inflamatorio discreto;
edema moderado; auséncia de hemorragia; miocitélise acentuada com vacuolizagédo das fibras musculares.
Coloragdo HE (40x).
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Figura — 31 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 6 horas ap6s injegdo com o veneno
de Crotalus durissus ruruima (5 pug) — Grupo CONTROLE. Infiltrado inflamatério moderado; edema moderado;
auséncia de hemorragia; miocitélise moderada. Coloragdo HE (400x).

Figura — 32 Corte transversal do coxim plantar da pata direita do camundongo, 6 horas ap6s injecdo com 0 veneno
de Crotalus durissus ruruima (5 pug) — Grupo EXPERIMENTAL. Infiltrado inflamat6rio discreto; edema discreto;
auséncia de hemorragia; miocitdlise discreta. Coloragdo HE (400Xx).
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Figura — 33 Corte transversal do coxim plantar da pata esquerda do camundongo, 3 horas ap6s
injecdo com solugéo salina (NaCl 0,9%) — Grupo CONTROLE. Auséncia de infiltrado inflamatorio,
edema, hemorragia e miocitolise. Coloragdo HE (400x).

Figura — 34 Corte transversal do coxim plantar da pata esquerda do camundongo, 6 horas ap6s injecéo
solucéo salina (NaCl 0,9%) — Grupo EXPERIMENTAL. Auséncia de infiltrado inflamatério, edema,
hemorragia e miocitélise. Coloragdo HE (400x).
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Na Amazonia os acidentes por serpentes peconhentas sdo muito comuns, podendo ter
seus efeitos locais e sistémicos agravados com a demora no atendimento, uma vez que esse
tipo de acidente normalmente ocorre em zonas rurais ou locais distantes dos centros que
possuem o antiveneno. Os venenos de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus induzem
reacdo inflamatoria local muito rapida, caracterizada por hemorragia, dor, mionecrose, edema
e infiltrado leucocitario acentuado nos tecidos afetados. Embora a soroterapia seja
imprescindivel para a neutralizacdo dos efeitos sistémicos dos venenos, sdo necessarias
pesquisas sobre inibidores naturais que possam neutralizar os efeitos locais do envenenamento
ofidico.

Assim, o presente estudo visou ampliar os conhecimentos sobre o uso do Gleo de
andiroba, avaliando sua atividade sobre o processo inflamatério local induzido em
camundongos, utilizando os venenos de Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima, duas
serpentes de grande importancia na regido da Amazonia.

Para a avaliacdo da toxicidade aguda e dos efeitos farmacoldgicos gerais do Oleo de
andiroba foi determinada a DLs, e foram realizados testes gerais de atividade farmacoldgica.

Neste modelo experimental, a dose letal do 6leo de andiroba administrado via i.p.
encontrada foi de 200uL/20+2 g peso (ou 10 mL/kg peso).

N&o foram observados efeitos de toxicidade aguda no grupo controle, que recebeu
azeite de oliva via i.p. em nenhuma das doses avaliadas.

Quanto aos efeitos farmacoldgicos gerais do 6leo de andiroba, foram observados os
mesmos efeitos entre os grupos tratados (grupo | = 6leo de andiroba néo filtrado; grupo Il =
6leo de andiroba filtrado), ndo apresentando diferencas significativas entre 0s mesmos.

Um dos efeitos mais marcantes nos grupos experimentais tratados com o 6leo de

andiroba (filtrada e n&o filtrada) foi a presenga de ptose palpebral, que ocorreu em alguns
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casos acompanhada de secre¢do ocular com a maior dose administrada (200uL) sugerindo, de
acordo com Carlini (1972), uma possivel acdo depressora no SNC pela presenca de
substancias neurolépticas. A diminuicdo da atividade motora com o aumento das doses
administradas vem reforcar essa possivel acdo depressora.

N&o foi registrada a presenca de contor¢es abdominais apds administracdo do éleo de
andiroba pela via i.p. em nenhuma das doses testadas por este modelo experimental. Esse
resultado assemelha-se ao obtido por Santos et al. (2001), que observaram uma diminuicéo
significativa no namero de contor¢des abdominais induzida pelo acido acético (1,2%) ap06s
administracao do extrato aquoso das cascas de Carapa guianensis Aubl., sugerindo a presenca
de substancias com atividade analgésica. Entretanto, Mitsugui et al. (2002a; 2002b)
demonstraram que 0 extrato aquoso das cascas de Carapa guianensis ndo mostrou atividade
analgésica ao estimulo nociceptivo induzido pelo calor.

Outro efeito importante foi a presenca de discreta hemorragia na cavidade peritoneal
nos grupos tratados com o 6leo de andiroba (filtrada e ndo-filtrada) nas doses de 150 e 200uL.

Os resultados aqui obtidos contrastam com os de Penido et al. (2005a) que, utilizando
doses do Oleo de Carapa guianensis de 50 a 1000 mg/kg peso pela via oral (v.0.), ndo
observaram toxicidade ou qualquer alteracdo no sistema nervoso central ou periférico. Isso
pode ser justificado porque a via i.p. € uma via de absor¢do imediata, semelhante a via de
absorcdo dos venenos de serpentes, permitindo que os efeitos de toxicidade do Oleo de
Carapa guianensis fossem observados mais rapidamente e provocando alteracdes sobre o
sistema nervoso central.

Em relacdo a cinética da atividade edematogénica induzida pelo veneno de Bothrops
atrox (5 g via i.pl.) no grupo nao-tratado, observou-se uma inducéo da atividade em 54,44%

na primeira hora, obtendo-se um aumento maximo as 3 horas (66,09%) e diminuindo até
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19,21% ao final das 24 horas observadas. Esses resultados assemelham-se aos encontrados
por Lopez-Lozano (1996) que obteve 65,88% da atividade logo na primeira hora, ao avaliar o
efeito edematogénico induzido por 5 pg do veneno de B. atrox. Chacur (2000) também
observou uma resposta maxima da atividade edematogénica (62%) na primeira hora,
utilizando o veneno de Bothrops jararaca (5 pg via i.pl.).

Com relacdo ao grupo tratado com o 6leo de andiroba (150uL via i.p.) foi capaz de
inibir somente 33,93% de atividade edematogénica na primeira hora, diminuindo
consistentemente até 0% de atividade ao final de 24 horas.

A cinética da atividade edematogénica induzida pelo veneno de Crotalus durissus
ruruima (5 pg via i.pl.) foi rapida e transitoria. No grupo ndo tratado houve inducdo de
20,82% da atividade na primeira hora, com um aumento discreto de 24,50% as 3 horas e
diminuido até 5,40% as 6 horas. Resultados semelhantes foram encontrados por MUNIZ
(2000) utilizando venenos de Crotalus durissus ruruima e Crotalus durissus terrificus. J& no
grupo tratado, a inducdo da atividade edematogénica foi bem menor, iniciando com 11,99%
(1 hora) e diminuindo até 0% de atividade em apenas 6 horas, confirmando a sua acao rapida
e transitoria.

Diversas pesquisas relacionadas ao uso de plantas medicinais e seus constituintes vém
sendo realizadas em busca de novos farmacos. Nossos resultados demonstraram uma inibicéo
significativa sobre o edema de pata induzido pelos venenos de Bothrops atrox e Crotalus
durissus ruruima nos grupos tratados com o Oleo de andiroba, observada ja a partir da
primeira hora em 37,67% e 42,41%, respectivamente. Houve um aumento gradativo da
inibicdo ao longo das 24 horas.

Na avaliacdo histopatologica foram considerados os seguintes parametros com relacao

a atividade inflamatdria: infiltrado inflamatério, edema, hemorragia e miocit6lise. Dentre
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esses, 0 infiltrado inflamatério foi o Unico que demonstrou inibigdo estatisticamente
significativa nos grupos tratados com o 6leo de andiroba pela via i.p. (p<0,05).

Nos grupos tratados (grupos experimentais) foi observada histologicamente uma
reducdo expressiva no nimero de leucécitos e uma reducgdo parcial no edema as 3 e 12 horas
para o veneno de Bothrops atrox e as 3 e 6 horas para o veneno de Crotalus durissus ruruima,
ndo havendo alteracOes significativas em relacdo a hemorragia ou a miocit6lise, quando
comparados aos grupos ndo-tratados (grupos controle).

Estudos anteriores tém demonstrado que as fosfolipases A, (PLA;) sdo responsaveis
por algumas das atividades inflamatorias dos venenos de serpentes, como a indugéo do edema
e 0 recrutamento das células inflamatorias (LLORET; MORENO, 1993; CHAVES et al.,
1998; LANDUCCI et al., 1998). Kanashiro et al. (2002) isolaram e caracterizaram duas PLA,
do veneno de B. atrox: BaPLA;l e BaPLAIII, com massas moleculares de 15 kDa. Apesar de
bioguimicamente diferentes, essas enzimas apresentaram marcantes atividades mionecrdtica e
edematogénica, além da capacidade de induzir a degranulacdo de mastdcitos e liberar a
enzima creatinagquinase (CK).

Outros estudos sugerem que as PLA, miotoxicas possam atuar no sarcolema,
induzindo uma desorganizacao nos fosfolipidios, com o comprometimento da integridade da
membrana celular, levando a alteracdes na permeabilidade celular e causando dano celular
irreversivel (GUTIERREZ; OWNBY, 2003; LOMONTE et al., 2003).

Vérias citocinas estdo envolvidas na migracdo leucocitéria, dentre elaso TNF e a IL-1,
produzidas por macrofagos teciduais, que atuam sobre vénulas pos-capilares adjacentes
induzindo a expressdo de varias moléculas de adesdo, dentre elas a P-selectina e a E-selectina,

que servirdo como ligantes das integrinas e quimiocinas (ABBAS; LICHTMAN, 2005).
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Barros et al. (1998) sugerem haver varios mecanismos envolvidos na resposta
inflamatoria local produzida pelos venenos de B. atrox: a exsudag&o inicial seria mediada pela
liberacdo local de bradicinina e histamina; a aderéncia e a migracao celular pelos PMN seria
desencadeada pela liberacéo de IL-8 e pelo sistema complemento (Cs, € Cs,); a IL-8 mediaria
0 acimulo de basofilos e linfcitos; as células endoteliais dos vasos sanguineos, pela a¢do do
veneno, poderiam ser ativadas e expressariam P-selectina e E-selectina sob acdo paracrina da
histamina, do fator trombina-like e do TNF-a; a destruicdo das células musculares
esqueléticas poderiam ser induzidas diretamente por enzimas (como proteases, fosfolipases
A;, hemorraginas ou outros componentes citoliticos do veneno) ou indiretamente por
mediadores liberados pelos leucocitos.

Farsky et al. (1997) estudaram a resposta leucocitaria do veneno de Bothrops jararaca
e observaram que, in vivo, este veneno promoveu um infiltrado leucocitario no local da leséo
logo apds o envenenamento, por efeito indireto da liberacdo ou geracdo de mediadores
enddgenos; entretanto, o veneno por si s6 ndo foi capaz de influenciar a quimiotaxia, sendo
esta atribuida a liberacdo dos mediadores leucotrieno B4 (LTB,) e tromboxano A, (TXAy).
Esses mediadores foram encontrados em altas concentracbes 1 — 4 horas apds a injecdo do
veneno de Bothrops jararaca.

Clissa (2002) mostrou a relacdo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1b e IL-6
como sendo os mediadores presentes nos momentos iniciais da instalacdo do quadro local
agudo ao estudar o efeito edematogénico induzido por Bothrops jararaca.

Diversos estudos demonstram a importancia que as células do infiltrado inflamatorio
desempenham no dano tecidual local, assim como na reparacdo e regeneracdo tissular.
Entretanto, estas células tendem a evoluir para a cronificacdo da resposta quando

desencadeados por misturas complexas como 0s venenos de serpentes pecgonhentas
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(GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; FARSKY et al., 1997; BARROS et al., 1998; CLISSA,
2000; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; TEIXEIRA et al., 2003; 2005b).

Dados da literatura mostram que a persisténcia do infiltrado inflamat6rio de per si €
um fator de agressdo tissular (GUTIERREZ; OWNBY, 2003; TEIXEIRA et al., 2003). Ao
diminuir a exsudacdo dos leucdcitos ou a quimiotaxia, 0 6leo de andiroba evitaria a acéo
lesiva tissular pelas células do infiltrado inflamatério.

Diferentemente, no presente estudo houve uma expressiva reducdo do infiltrado
inflamatorio nos grupos tratados com o éleo de andiroba, para ambos os venenos e em todos
os intervalos de tempo analisados.

Recentemente, Penido et al. (2005a) demonstraram que o 6leo de andiroba apresentou
atividades anti-alérgica e anti-hiperalgésica, que foram também mimetizadas por seus
limondides ou tetranortriterpenodides (TNTP). Observaram que os efeitos deste Oleo e seus
derivados TNTP dependeram do bloqueio no mecanismo de sinalizacdo exercidos pela
histamina, bradicinina e fator ativador de plaquetas (PAF), os quais estimulam a formacéao de
prostaglandina E,. (PGE,). Entretanto, 0 mecanismo molecular basico pelo qual o 6leo de
andiroba e seus TNTP exercem essas atividades ainda ndo foi esclarecido. Em estudo
posterior, Penido et al. (2005b) verificaram que os TNTP isolados de sementes de andiroba
(Carapa guianensis) foram capazes de inibir a producdo dos mediadores eosinofilicos na
cavidade pleural em camundongos, provavelmente pela inibicdo na sintese de guimiocinas
eosinofilicas. Alem disso, sugeriram que esses TNTP poderiam inibir outras quimiocinas que
agem sobre os neutrofilos.

O sistema complemento também atua com um dos alvos dos venenos de serpentes.
Rodrigues et al. (2004) verificaram que proteinas de baixo peso molecular presentes no

veneno de Bothrops atrox ativam componentes do sistema complemento (C3a e C5a), levando
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ao acimulo de PMN, entretanto sem interferir na inducéo da hemorragia.

A formagéo do edema ocorre pela presenca de metaloproteinases e fosfolipases A;
miotoxicas (PLA,) presentes nos venenos (GUTIERREZ, LOMONTE, 1995; GUTIERREZ,
RUCAVADO, 2000). Essas enzimas promovem a liberacdo de aminas vasoativas (histamina e
serotonina) pela degranulacdo dos mastécitos, bem como a liberacdo de acido araquidénico
dos fosfolipidios de membrana iniciando, assim, a via da sintese de prostaglandinas
(LOMONTE et al., 1993; CHAVEZ et al, 1995; TEIXEIRA et al., 2003).

Vishwanath et al. (1996) sugerem que lipidios de plantas com estruturas moleculares
diferentes aos lipidios substratos das PLA;,, exercem acdo inibitoria sobre as PLA; ao se
ligarem a essas enzimas impedindo a ligacdo de seus substratos no sitio catalitico dessas
enzimas. Possivelmente os lipidios presentes no Oleo de andiroba poderiam também
apresentar atividades biologicas sobre o processo inflamatorio local, inibindo as atividades
enzimaticas das PLA2 presentes nos venenos das serpentes estudadas.

Experimentalmente observa-se a formacdo do edema pela exsudacdo de proteinas
plasmaticas; provocam ainda, uma resposta inflamatoria celular marcante com influxo de
leucocitos no local da lesdo, predominando inicialmente os polimorfonucleares (PMN),
geralmente neutréfilos, sendo gradativamente substituidos por mononucleares (MN)
(GUTIERREZ et al., 1986; FLORES et al., 1993; FARSKY et al., 1997; BARROS et al.,
1998; ZAMUNER et al., 2001).

Nossos resultados demonstraram discreta diminuicdo no edema ao serem avaliados
histologicamente, sugerindo que principios ativos do éleo poderiam atuar também inibindo
processos moleculares e/ou celulares e edematizantes, induzidos por fatores intrinsecos ou

pelas toxinas dos venenos de serpentes.
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Em nosso estudo foi observada a presenca de hemorragia acentuada em todas as patas
dos camundongos que receberam o veneno de Bothrops atrox, tanto no grupo tratado como no
ndo-tratado, sendo confirmada pela histopatologia. O éleo de andiroba ndo foi capaz de inibir
a atividade hemorragica deste veneno, provavelmente pela auséncia de substancias presentes
no dleo de andiroba que ndo tém a capacidade de inibir os fatores hemorréagicos dos venenos
das serpentes estudadas.

O mecanismo de inducdo da hemorragia local pelas metaloproteinases hemorragicas
tem sido amplamente estudado e constitui-se basicamente na degradacdo das proteinas da
membrana basal dos capilares sanguineos (BJARNASON; FOX, 1994; KAMIGUTI et al.,
1996; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Em estudo anterior, Anai et al. (2002) observaram
que as hemorraginas provocam uma dispersdo muito rapida dos componentes dos venenos
Bothrops jararaca da area injetada para a circulagao.

Conforme trabalhos descritos anteriormente (FERREIRA, 1990; GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000; GUTIERREZ; LOMONTE, 2003), a mionecrose induzida por venenos
de serpentes da familia Viperidae pode ocorrer ou pela acdo direta das miotoxinas
(metaloproteinases miotoxicas) sobre as membranas plasmaticas das células musculares,
levando a lesdo irreversivel, ou pela isquemia desencadeada em consequéncia da trombose e
da hemorragia que levam a da compressao tissular e outras alteracdes inflamatorias.

Em nosso estudo, a mionecrose ndo se mostrou tao expressiva pelo modelo do edema
de pata, provavelmente porque a extensdo muscular avaliada foi muito pequena. O ideal seria
avaliar a mionecrose ap0s inoculacao i.m. dos venenos no musculo gastrocnémio, assim como
0 acompanhamento da creatinaquinase (CK).

A miotoxicidade induzida pelo veneno de Bothrops atrox foi mais marcante, em

relacdo ao veneno de Crotalus durissus ruruima. Foi observada a presenca de moderada
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miocitdlise. Dados semelhantes foram encontrados por Nufiez et al. (2004), que ao estudarem
a miotoxina | do veneno de Bothrops atrox observaram a inducdo de dano local répido sobre o
tecido muscular esquelético e moderado edema.

No que diz respeito ao infiltrado inflamatério e ao edema induzidos pelos venenos de
Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima, é possivel que a atividade inibitéria do 6leo de
andiroba sobre os efeitos inflamatorios locais poderia ser devido a atuacdo de seus
tetranortriterpendides (TNTP) sobre a producéo e/ou modulacdo da atividade de citocinas e
quimiocinas, desta forma inibindo-as e/ou impedindo a migracdo leucocitéria.

O mecanismo ainda ndo pode ser estabelecido por tratar-se de um quadro inflamatorio
local bastante complexo. Sugere-se aqui que 0s componentes do Oleo de andiroba
(principalmente seus TNTP) poderiam estar interferindo no processo de quimiotaxia,
impedindo a migracdo leucocitaria pelo bloqueio/inibicdo de alguns dos mediadores pro-
inflamatdrios como o TNF e IL-1; o componente C5a do sistema complemento; os produtos
do metabolismo do &cido araquiddnico, como LTB4 e TXA; (figura 35).

O fato do dleo de andiroba ndo ter conseguido atuar de forma a inibir a hemorragia ou
a miocitdlise pode ser justificada pela rapida instalacdo do dano tecidual local apés a
inoculagédo do veneno.

Estudos posteriores para estabelecer os principios ativos e o(s) provavel(eis)
mecanismo(s) de acdo sobre os mediadores pré-inflamatoérios envolvidos na inflamacéo local
induzida pelos venenos de Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima, sdo necessarios para
uma melhor compreensdo dos mecanismos relacionados ao processo inflamatério local
induzido por essas serpentes. Além disso, poderia servir como alvos de estudos futuros,
visando modular a resposta inflamatdria para um processo de atenuacdo dos sintomas locais

observados pelos venenos das serpentes amazonicas.
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FONTE: Adantado de Gutiérrez: Lomonte. 2003: KUMAR et al.. 2005.
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5 CONCLUSOES

Com o modelo experimental empregado neste estudo foi possivel concluir que:

é O 0leo de andiroba (Carapa guianensis Aublet) administrado via i.p. apresentou
efeitos de toxicidade aguda nas doses de 150 e 200uL/20+2g peso, destacando-se a
presenca de ptose palpebral e secrecdo ocular, além de discreta hemorragia
intraperitoneal.

é Quanto ao edema avaliado pela medigdo do diametro das patas dos camundongos, foi
observada uma diminuicdo significativa em 37,67% no edema induzido pelo veneno
de Bothrops atrox e em 42,41% no edema induzido pelo veneno de Crotalus durissus
ruruima, a partir da primeira hora apos a administracdo desses venenos nos grupos
tratados com o 6leo de andiroba.

é A analise histopatoldgica demonstrou uma diminuicdo significativa no infiltrado
inflamatdrio de 87,03% e 82,10%, as 3 e 12 horas, respectivamente, apds o tratamento
com o 6leo de andiroba nas patas experimentais induzidas com o veneno de Bothrops
atrox. Quanto ao edema, houve reducdo em 29,18% e 32,55% as 3 e 12 horas,
respectivamente.

¢ Na inducdo com o veneno de Crotalus durissus ruruima também foi demonstrada pela
histopatologia uma diminuicdo significativa no infiltrado inflamatério de 89,37% e
75,60%, as 3 e 6 horas, respectivamente, ap0s o tratamento com o 6leo de andiroba. A
reducdo do edema foi marcante as 3 horas (30,87%).

6 Nem a hemorragia e nem a miocitolise foram inibidas significativamente pelo éleo de

andiroba administrado pela via intraperitoneal.
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APENDICES

APENDICE -A

1) PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS

A fim de preservar os tecidos de autolise e conservar suas caracteristicas para a analise
histolégica, foi realizado o processamento tecidual das amostras, de acordo com as técnicas
descritas por Prophet (1994a), Prophet (1994b), Mills (1994), Hall (1994) e Achstetter (1994),

que consistiu das seguintes etapas:

ETAPA 1 - Fixagdo em formalina tamponada a 10%

Os coxins das patas posteriores foram colocados em solucdo fixadora padrdo,
constituida por formalina tamponada a 10% (PROPHET, 1994a). Cada espécime permaneceu
nessa solucdo por um periodo minimo de 6 horas e tempo maximo indeterminado. Em

seguida, passaram pelo processamento tecidual.

ETAPA 2 — Descalcificacdo com acido formico a 10%

Apos a fixacdo das patas foi feita uma descalcificacdo com acido formico a 10%
(MICHALANY, 1998). Durante dois dias as amostras teciduais foram mantidas imersas em
solucdo de &cido férmico a 10%, sendo feitas por dia quatro trocas desta solucdo. Entre cada
troca da solucdo de acido formico foram feitas lavagens com agua abundante, a fim de retirar
0 excesso de calcio que se depositava no fundo dos tubos onde as amostras teciduais (patas)

estavam imersas.
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ETAPA 3 - Processamento tecidual das amostras

O processamento tecidual abrangeu a realizacdo de trés etapas (PROPHET, 1994b),
com duracdo de 12 a 16 horas. As etapas a) e b) foram realizadas no aparelho histotécnico.

a) Desidratacdo em solucGes alcodlicas com aumento progressivo na concentracdo das
mesmas (70%, 80%, 100% e 100%);

b) Clareamento com xilol;

c) Infiltracéo pela parafina (PROPHET, 1994b): o emblocamento em parafina foi feito
de acordo com MILLS (1994) e HALL (1994). Os fragmentos foram colocados lado a lado ou
individualmente em espagos de aproximadamente 1cm x 1cm, delimitados por moldes
metélicos ou plasticos. Verteu-se a parafina aquecida até recobrir todo o fragmento. Os
moldes foram transferidos para uma placa resfriada até completa solidificacdo da parafina
(cerca de 30 minutos). Os blocos de parafina foram entdo retirados dos moldes e levados para

a microtomia.

ETAPA 4 - Microtomia

A microtomia foi realizada de acordo com ACHSTETTER (1994). Os blocos de
parafina foram ajustados ao micrétomo rotativo (marca AOTEC modelo 820) e foram
realizados cortes de 3-4 um. Os cortes foram mantidos em banho-maria (58°C) até o
momento da montagem em lamina de vidro (“pescaria”). As laminas foram mantidas em

estufa (37 — 40°C) por uma noite.
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ETAPA 5 — Coloracéo histoldgica (Hematoxilina-Eosina)

A coloragéo utilizada foi a da Hematoxilina-Eosina (ALLEN, 1994), coloragéo padréo
para analise dos aspectos morfoldgicos gerais. As laminas com os cortes histologicos foram

posicionadas em um suporte metélico e submetidas a imersdes na seguinte seqliéncia:

1) Xilol: as laminas foram imersas duas vezes nessa solucéo, durante 1 minuto cada, a

fim de desparafinizar os cortes histolégicos;

2) Alcool: em seguida, as laminas foram imersas em concentragdes decrescentes de
alcool (absoluto, 80% e 70%) e &gua destilada, durante 1 minuto cada, a fim de promover a

hidratacdo dos cortes histolégicos;

3) Hematoxilina: os cortes foram recobertos pela solucdo de hematoxilina de Harris

por 15 minutos, sendo em seguida lavados em agua corrente;

4) Eosina: em seguida, foi adicionada a solucdo de eosina durante 1 minuto, com

realizacdo de nova lavagem em agua corrente;

5) Alcool: os cortes foram submetidos & desidratacio em quatro solugdes com

concentragdes crescentes de alcool (80%, absoluto, absoluto e absoluto);

6) Xilol: as laminas foram imersas duas vezes nessa solucdo, durante 1 minuto cada,

para promover o clareamento dos cortes histologicos;

ETAPA 6 — Montagem das laminas

Apos secagem (de minimo 24 horas) foi feita a montagem lamina-laminula utilizando
Entellan®.
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2) PREPARO DE SOLUCOES PARA A HISTOPATOLOGIA

1) Formalina tamponada a 10%

Solugdo de Formaldeido 37 — 40% 100 mL
Fosfato de S6dio monobésico 4,09
Fosfato de Sodio dibasico, anidro 6,59
Agua Destilada g.s.p. 1000 Ml

Os fosfatos de s6dio monobasico e dibasico foram dissolvidos em uma parte de agua
destilada. Em seguida, foram transferidos para um baldo volumétrico de 1000 mL e foi
acrescentada a solucdo de formaldeido (37-40%), completando o volume com a agua
destilada e homogeneizando bem. A solugcdo foi armazenada em frasco ambar com

identificacéo.

2) Acido férmico a 10%
Solucédo Estoque A:
Citrato de sodio 509
Agua Destilada q.s.p. 250 mL
Solucéo Estoque B:
Acido Formico 90% 125 mL

Agua Destilada q.s.p. 125 mL

As solucdes estoque A e B foram preparadas dissolvendo o citrato de sédio e o acido
formico, respectivamente. Foi preparada uma solucdo de uso, dissolvendo parte iguais das
solucBes estoque A e B. Apds homogeneizacdo, foi armazenada em frasco ambar e

identificada.
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2) Solucéo Corante de Hematoxilina-Eosina

a) Hematoxilina de Carazzi
Alimen de Potassio 25 g
Agua destilada 400 mL
Hematoxilina 059
lodato de Potassio  0,1¢

Glicerina Pura 100 mL

O alimen de potassio foi dissolvido em 350 mL de agua destilada em aquecimento. A
hematoxilina foi misturada vigorosamente com o alcool até completa dissolugdo, a
temperatura ambiente; em seguida a hematoxilina foi adicionada a solugéo de alimen ainda
quente e levada novamente ao aquecimento até rapida fervura (1 minuto ou menos). Em
outro frasco foi dissolvido o 6xido de mercurio em 50 mL de &gua destilada e depois foi
acrescentado lentamente a solucdo de alimen (a fim de evitar que fervura). Foi levada ao
aquecimento até tornar-se purpura-escuro e retirada do calor. Foi deixada resfriando a
temperatura ambiente. Apos completo resfriamento, a solucdo foi filtrada e armazenada em

frasco ambar, identificando-a.

b) Eosina:

Eosina 290
Dicromato de Potassio 19
Solugdo Aquosa Saturada de Acido Picrico 20 mL
Alcool Absoluto 20 mL

Agua destilada 160 mL

A eosina foi dissolvida no alcool e o dicromato de potassio em agua destilada. As duas
solucBes foram entdo misturadas e, em seguida, a solucdo de &cido picrico foi adicionada,

homogeneizando-a bem. Foi armazenada em frasco ambar e identificada.
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APENDICE -B

METODO TRADICIONAL DE EXTRACAO DO OLEO DE ANDIROBA

Em estudo realizado sobre as potencialidades e producdo do 6leo de andiroba no
Estado do Amazonas, Mendonca (2004) avaliou os métodos de extracdo do 6leo de andiroba e
verificou que a extracdo tradicional pode ser dividida em trés etapas: coleta e selecdo das
sementes; preparo da massa do “pao” e a extragao do 6leo (Figura 36).

Durante a coleta, sdo selecionadas as melhores sementes e descartadas aquelas furadas,
ruidas, leves, germinadas ou muito escuras; em seguida sdo armazenadas em sacos de estopa
por um periodo de 3 a 15 dias sob o assoalho das casas. A massa do “pao” ¢ preparada pelo
cozimento das améndoas das sementes, geralmente em latas de aluminio de 18 litros ou
panelas de aluminio, em fogo a lenha durante 1 a 3 horas, tempo necessario para atingir o
ponto ideal do cozimento (quando ao quebrar uma semente e apertar a améndoa perceber que
ela ja estd mole). As sementes sdo colocadas para esfriar em ambiente arejado e armazenadas
novamente em local seco (periodo de repouso), na maioria dos casos, no assoalho das casas
sobre ou dentro de sacos de estopa por um periodo de sete a 20 dias no maximo (ponto ideal
para fazer o “pao”). Apos o periodo de repouso, a casca das sementes de andiroba ¢ quebrada
com um pedaco de pau ou faca e separada da améndoa com auxilio do cabo de uma colher. As
améndoas sdo amassadas com as maos formando o “pao” de forma globosa. Por fim, ¢ feita a
extracdo do 6leo que pode ser feita ao sol, a sombra ou por meio de um tipiti. O 6leo obtido €
recolhido é filtrado por um pano fino ou algoddo e acondicionado geralmente em garrafas de
vidro ou de plastico (MENDONCA, 2004). O armazenamento geralmente é por tempo

indeterminado (LUCAS, 1993; HAMMER e JOHNS, 1993).



Selegdo das sementes

Armazenamento das sementes

Separacao Casca da Améndoa

Figura 36. Processo Tradicional de Extracdo do Cor final do “Péo”

Oleo de Andiroba. Fonte: MENDONCA (2004)

Extragdo com Tipiti

Cozimento das sementes
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ANEXO
ANEXO - A FORMULARIO DE EFEITOS FARMACOLOGICOS GERAIS

GRUPO: DATA:
Dose: Tempo apos a injecdo do extrato bruto
Cam Ne°: 5min 30 min 60 min 2h 4h 8h 12 h 24 h
Indicadores

Movimentagéo

Frequéncia respiratoria

Piloerecéo

Alteracéo do tbnus muscular

Convulsdes

Contorgdes abdominais

Tremores

Sialorréia

Diarréia

Sedacao / Hipnose

Ptose palpebral

Passividade

Alienagéo ambiente

Numero de animais mortos

Agressividade

Palidez

Cianose

Hiperemia

Outros:

90T



