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RESUMO

Entre os 20.000 acidentes ofidicos anuais notifisagb Brasil, o génerBothrops
representa cerca de 90%. O veneno bruto da serBetitps jararacuss(Bjssu) apresenta
uma acao proteolitica que causa uma severa mi@eetantdn vivo comoin vitro e bloqueio
neuromuscular. Estudds vitro realizados anteriormente com o extrato hidroalcodtla
Plathymenia reticulata8Benth P. reticulatg, demonstraram o efeito antibotropico da planta
contra 0 bloqueio neuromuscular induzido pelo vende Bjssu. Frente ao exposto 0s
objetivos desse estudo foram: 1) avaliar o efedtianficologico de extratos de diferentes
polaridades (hexano, EHEX; diclorometano, EDM; aitetde etila, EAET; e metanol,
EMET), obtidos das cascas &e reticulatg contra o bloqueio neuromuscular irreversivel
induzido pelo veneno bruto de Bjssu, em preparag®adas nervo frénico-diafragma de
camundongos; 2) analise histologica dos musculadragimas, expostos ao estudo
farmacoldgico; 3) avaliar o indice de mutagenicadatb extrato hidroalcodlico d®.
reticulata, através do Teste de Ames, utilizando cepas negatéSalmonella typhimurium.
O extrato diclorometano (EDM) foi o mais eficier(®@ = 6,2%) em impedir a paralisia
neuromuscular induzida pelo veneno bruto de Bjssucemparagcdo aos outros extratos
(*p<0,05), resultando em uma resposta muito proxamdas preparacdes incubadas com
Tyrode (controle). O dano morfologico induzido peleito miotoxico do veneno de Bjssu,
bem como o efeito neutralizante do extrato EDMarorquantificados através de analise
histologica dos musculos, mostrando que o EDM riedem 58,2% a mionecrose causada
pelo veneno. O extrato hidroalcodlico Eereticulata(EHPr) mostrou-se mutagénico para a
linhagem bacteriana deSalmonella typhimuriumTA98 e apresentou indicios de
mutagenicidade para as linhagens TA97a e TA102ligkado os resultados em conjunto
conclui-se que &. reticulataapresenta acao antibotrépicavitro e potencial antitumoral
pela sua capacidade mutagénica.

Palavras-chave:Veneno deBothrops jararacussuMiotoxicidade. Mutagenicidade. Juncao

neuromuscular. Neurotoxicidad@lathymenia reticulat&enth.



ABSTRACT

Among the snakebite accidents registered in Br@@#p of 20.000 accidents per year
are caused byothrops genus. TheBothrops jararacussuBjssu) venom has an intense
proteolytic activity that induces a severe myonsig@itherin vivo asin vitro (irreversible
neuromuscular blockade). The aim of this study weasvaluate the pharmacological effect of
extracts obtained frorRlathymenia reticulateBenth . reticulatd barks using solvents of
different polarities (hexane, EHEX; dichloromethateDM; ethyl acetate, EAET,; and
methanol, EMET), against the irreversible neuroralescblockade induced by Bjssu venom
on mouse phrenic nerve-diaphragm preparation, @egdluate the mutagenicity (Ames Test)
of P. reticulatahydroalcoholic extract. Among the extracts, EDMswilae most efficient (92 +
6.2 %) against the paralysis induced by Bjssu psisa(*p<0.05), similar the control (Tyrode
solution). The morphological damage induced byvitigom as well as the neutralizing effect
of EDM was quantified in the muscles-treated usiagventional histological analysis. EDM
avoided in 58,2% the venom myonecrosis evolutidre H. reticulatahydroalcoholic extract
showed be mutagenic for TA98 and also revealed geuiaity traces for TA97a and TA102
Salmonella typhimuriurhines. In conclusionR. reticulatahas arin vitro antibothropic action
and antitumoral potential by its mutagenic ability.

Keywords: Bothrops jararacussuvenom. Myotoxicity. Mutagenicity. Neuromuscular

junction. Neurotoxicity.Plathymenia reticulat8enth.
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1. INTRODUCAO

A Plathymenia reticulat@8enth, conhecida popularmente como vinhatico, pege&
familia Leguminosae (Fabaceae); é uma planta tigweCerrado, um dos biomas mais
ameacgados do planeta devido a velocidade de céwele areas nativas em areas
antropizadas. (KLINK; MACHADO, 2005)

Com o desmatamento, aumenta o niamero de acidefitksos pelo deslocamento
desses animais de seu habitat natural e pela mdsdomem. Esse numero alcangcou seu
maior indice em 2005 e, desde entdo, vem apreskntetréscimo com registro de 26.156
acidentes em 2008, correspondendo a incidéncia,&legsos por 100.000 habitantes no
Brasil, a menor desde 2005. O acidente botrépiéndmBothropg corresponde a 73,5% dos
casos de ofidismo notificados no pais. (BRASIL,&00

Plantas com potencial antiofidico tem despertadsoante interesse no campo da
investigacdo cientifica visando ao tratamento ajter a soroterapia e a fisiopatologia do
envenenamento, entre outras razbes, um requisgéoadt reticulata demonstrou atingir,
conforme trabalhos prévios realizados por Meld.g2809). Em favor da planta, encontrou-
se alta concentracdo de proteina soluvel com altel wle atividade enzimatica em suas
sementes (CARAMORI; LIMA; FERNANDES, 2004). Fernasd Santos e Pimenta (2005)
verificaram a atividade antimicrobiana dos extrattss Hymenaea courbaril, Guazuma
ulmifolia e Plathymenia reticulatgpara a maioria das bactérias gram-positivas auzss
Neto (2006) mencionou a utilizacdo da casca doecaulamos d®. reticulataem banhos
para o tratamento de varizes. Ainda segundo estedtizados por Aquino, Walter e Ribeiro
(2007), aP. reticulata apresentou potencial para sete categoriasicimal, madeireira,
tintorial, ornamental, artesanal, tanifera e apicol

Tais atribuicdes medicinais a espécie, despertatereisse em investigar o grau de
seguranca de seu uso, atraves de teste de tridgete e Ames), utilizado em larga escala
para avaliagdo de mutagenicidade em amostras ataisidinata-se de um ensaio de mutacgéo
reversa que emprega linhagens Samonella typhimuriunderivadas da parental LT2,
auxotroficas para histidina (his-), apresentandtereintes mutacdes no operon deste
aminoacido. Essas linhagens sédo incapazes de rcresceneio de cultura minimo, sem
histidina, a menos que ocorram mutacdes que restawr sua capacidade de sintese
(UMBUZEIRO; VARGAS, 2003). E interessante analisapotencial de mutagenicidade da



P. reticulatg visto que, muitas vezes, a populacdo utilizalastgs aliada a crenca de que,
por serem naturais, ndo causam reacfGes adversasn,Poem sempre as plantas com
potencial medicinal tem apenas poder benéfico smbrganismo humano.

Visando contribuir com a fisiopatologia do acidemtédico e com a busca de
alternativas terapéuticas adicionais a soroteragiabjetivos deste estudo foram: 1) avaliar o
efeito farmacoldgico de extratos de diferentesnmddes obtidos de cascas Blareticulata
contra o bloqueio neuromuscular irreversivel indazipelo veneno bruto d8othrops
jararacussu(Bjssu), em preparacoes isoladas nervo frénicbadjmna de camundongo; 2)
realizar analise histolégica dos musculos diafraguotdizados no estudo farmacolégico; 3)

avaliar o indice de mutagenicidade do extrato laidadlico daP. reticulata



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Importancia do estudo com plantas medicinais

As plantas medicinais vém sendo utilizadas por pal® varias civilizacbes ha mais
de cinco mil anos e investigacdes de espéciesaisgit uso medicinal empirico, resultaram
em alguns avancos terapéuticos. Apesar dos graadmscos observados na medicina
moderna, as plantas medicinais continuam sendaadtés e, estima-se que 25% a 30% de
todas as drogas avaliadas como agentes terapéuliedgam de produtos naturais.
(CALIXTO, 2005)

No Brasil, o surgimento de uma medicina popular emm das plantas deveu-se aos
indios, com contribuicdes dos negros e europelse pPCesso de miscigenagao gerou uma
diversificada bagagem de usos para as plantasseaspectos medicinais, que sobreviveram
de modo marginal até a atualidade. (ARAUJO, 1979)

Segundo Garcia (1995), a Organizacdo Mundial dedé&astima que 80% da
populacdo do planeta utilizam, de algum modo, pkmhedicinais como medicamentos,
englobando a utilizac&o de cerca de 25.000 espécies

A pesquisa e producdo de novos farmacos a partiplalgas envolvem diversos
campos do conhecimento e varios métodos de andlismlmente, tém inicio com um
botanico, etnobotanico ou ecdlogo que coleta etifitena planta. Essa coleta geralmente é
realizada para plantas que podem ter algum primcgiivo, pois estdo relacionadas
taxonomicamente as espécies com compostos atiwosfgecidos ou que ja séo utilizadas na
medicina popular de uma determinada regido (BALUMKBNGHORN, 2005). Apés as
etapas de coleta, identificacdo, secagem e arngemnadequada, o material vegetal esta
pronto para iniciar os estudos fitoquimicos. A mevag6 devera ser efetuada na ocasidao da
preparacao dos extratos. A preparacao dos extdmta geralmente por percolacdo (método
de extracdo a frio), Soxhlet (método de extracgoemte) ou 4cido-base.

A percolagéo é o processo a frio de extracdo puestes e apresenta menor risco de
reacdes quimicas e formacdo de artefatos, estemreleies da acdo combinada entre
solventes e temperaturas elevadas (utilizadassptma Soxhlet). (MACIEL et al., 2002)

No método Soxhlet de extracdo a quente, o matgggktal, em cada ciclo da
operacéo, entra em contato com o solvente renoyes$im, o processamento possibilita uma



extragcdo altamente eficiente, empregando uma qlza®i reduzida de solvente em
comparacao com as quantidades necessarias nos puigessos extrativos para se obter os
mesmos resultados qualitativos e quantitativosLEEBNBERG; SANTOS; SIMOES, 2000)

Para integrar estudos fitoquimicos e farmacolégi@savaliacdo farmacoldgica de
extratos brutos, fragcbes e substancias isoladasndeseguir rigorosamente as indicagdes
terapéuticas empiricas divulgadas por estudos ethoicos A selecdo correta de testes
biologicos especificos permitira uma avaliacdo dm werapéutico da espécie vegetal,
fornecendo, também, informacgdes sobre a toxicidadganta. (MACIEL et al., 2002)

Acidentes ofidicos podem causar sequelas, muitassvimcapacitantes e, por isso, a
investigacdo de substancias que atenuem os etéxass locais de venenos ofidicos é
extremamente desejavel. As plantas, por sua vpesentam uma interessante alternativa,
pois estdo presentes de forma abundante na natereda de facil acesso. Elas tém sido
frequentemente usadas pelos humanos contra nursedosmcas causadas por diversos
agentes patolégicos (MORS et al., 2000; MAISTRO;RVALHO; MANTOVANI, 2004).
Estudos farmacologicos tém demonstrado que extetoacdes de algumas dessas plantas
usadas na medicina tradicional possuem propriedattiésflamatérias, antiviral e antiofidica.
(MORS et al., 2000; JANUARIO et al., 2004)

2.2 Plathymenia reticulataBenth

A Plathymenia reticulatdenth (Figura 1) pertence a familia Leguminosab@eeae)
(FERNANDES, 2002), popularmente conhecida como héiico”, um nome que remete para
o0 “vinho tinto”, cor do tronco da arvore (SILVA JUBR, 2005). Encontra-se distribuida
principalmente no Brasil, em pelo menos 15 estdd@RENZI, 2002), mas também em
outros paises, como Bolivia, Paraguai e Surinam@&RWICK; LEWIS, 2003). Foi
primeiramente descrita por Bentham em 1842, cons éspéciesRlathymenia reticulata e
Plathymenia foliolosp considerando a primeira ocorrer em savanas dmadiCerrado e a

segunda em fisionomias florestais e biomas floiesta



Figura 1Plathymenia reticulat®enth

Fonte:http://upload.wikimedia.org/wikipedia/comm£156/Plathymenia_reticulata.jpg
&imarefurl=http://commons.wikimedia.ora/wil

A P. reticulatafoi classificada pelo Instituto Brasileiro de Péisq Agropecuaria
(EMBRAPA, 1994) como uma das espeécies vegetais nmaortantes do Cerrado
(ALMEIDA; PROENCA; SANO, 1998) devido a sua madeii@ alta qualidade, potencial de
utilizagéo para recuperacao de areas degradad®&®IMHER; FERREIRA, 1972; LORENZI
et al., 1992), e por seu uso na medicina populaigs JUNIOR, 2005). Pode medir de 6-12
metros de altura e 30-50 cm de diametro do cau@RENZI et al., 2002)

A espécie possui como um de seus componentesapsiros taninos e flavonodides
(FERNANDES, 2002). Os taninos séo substancias ifexsok hidrossoluveis. Os flavonoides
sdo substancias amplamente distribuidas na natarsdea importantes por possuirem efeitos
bioldgicos, incluindo atividade antimicrobiana ediavascular. (MEDEIROS, 2003)



2.3 Cerrado Brasileiro

O Brasil € um pais rico em diversidade cujo tetiot@ossui cinco principais biomas
designados como Floresta Amazonica, Cerrado, Madtantica, Pantanal e Caatinga.
Portanto, € uma rica fonte de produtos terapéutiblis entanto, este potencial para a
descoberta de plantas como fonte de novas drogalsrémente explorado ou regulamentado,
ao contrario do que ocorre em paises como Alemdrdtados Unidos e Canada. (RATTES,
2001)

O Cerrado ocupa uma superficie estimada em 2.000ké@ (23% do territério
nacional), abrangendo os estados da Bahia, Goiasgn¥ido, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Piaui, Rondbénia, Sdo Paulo eafdtots (KLINK; MACHADO, 2005);
possui cerca de 6.420 espécies vasculares. (MENDQON@I., 1998)

Ainda que seja 0 2° maior ecossistema do pais ea) aregido do Cerrado ainda néo
recebe o merecido destaque por parte dos progrgoasrnamentais de preservacao
ambiental (MYERS et al., 2000). Somente na ultiréeadla, precisamente a partir de 1998,
com o entdo projetd¢des Prioritarias para a Conservagédo da Biodiveasle do Cerrado e
Pantanal(Brasil, 1999), passa-se a reconhecer a impogdioldgica e social deste bioma,
fortemente ameacado. (KLINK; MACHADO, 2005)

Estudos realizados por Ferreira, et al. (2007) detn@m que as areas de mudancas
referentes ao desmatamento do Cerrado variam @8%&nt (2001-2002) a 24.721 Km
(2004-2005), verificando uma acentuada reducéorem de aproximadamente 50%.

Neste sentido ha necessidade de eliminar a distgue separa a técnica e a pesquisa
cientifica das tradicdes, costumes e crencas p@sla@ando a esses conhecimentos a
comprovacado cientifica e contribuindo para divulgapopulagdo em geral conhecimentos
Uteis, além de agregar valores medicinais as espdmiesentes na regido do Cerrado.
(BORBA; MACEDO, 2006)



2.4 Serpentes peconhentas

Ha atualmente cerca de 2900 espécies de serpdisteuidas em 465 géneros e 20
familias (FRANCO, 2003). Destas, 250 sdo conhecidasBrasil, das quais 70 sdo
consideradas peconhentas e pertencentes a doigsgroptalineos e elapineos, e quatro
géneros,Bothrops Crotalus Lachesise Micrurus sendo responsaveis por cerca de 20.000
vitimas por ano. (BOCHNER, 1999)

Os acidentes ofidicos sdao um sério problema deesputllica, especialmente em
regides tropicais do mundo. Em geral, estdo ratacios a fatores climéaticos e aumento da
atividade humana nos trabalhos no campo. A fai#daeacometida varia de 15 a 49 anos,
sendo o sexo masculino o mais prevalente. (BRAZID})

A obrigatoriedade da notificacdo, a partir de 1888/ permitiu um maior
conhecimento sobre os envenenamentos ofidicos maeilBBRASIL, 2001). Dentre os
acidentes por serpentes, o botrépico destaca-se qua elevada incidéncia. (RIBEIRO;
JORGE; IVERSSON, 1995; FRANCA; MALAQUE, 2003)

2.4.1 GénerdBothrops

O géneroBothrops possui algumas das espécies mais importantes gpa@aulde
Pulblica, pois representa cerca de 90% dos 20.0deraes ofidicos anuais registrados no
Brasil (BRASIL, 2001). Pertencente ao grupo dodatimeos é composto por mais de 30
espécies de serpentes que apresentam cores e akesifenentes pelo corpo, variando do
verde ao negro. Pertencem a este grupo a jararada, caicara, cotiara, jararaca pintada e
jararacucu.

O envenenamento pBiothropscausa inflamacao (edema e eritema), equimoseadolh
e necrose (acdo proteolitica) na regido da picadsiseemicamente, ativa a cascata da
coagulacédo podendo induzir incoagulabilidade saregupor consumo de fibrinogénio (acéo
coagulante) e acdo hemorrdgica atuando no endotétioular na regido da picada e em
alguns casos a distancia. Nos casos mais gravesewcahoques e insuficiéncia renal
podendo determinar 6bito. (JORGE et al., 1995; JDREIBEIRO, 1990; RIBEIRO;
JORGE, 1997)



2.4.2Bothrops jararacussu

A Bothrops jararacuss(Figura 2) apresenta cabeca triangular, fossetgaalatcauda
lisa e presa inoculadora de veneno. Possui hdbdthsnos e apresenta tamanho médio de
1,40 metros. Encontra-se distribuida em todo €gitnacional, principalmente em Santa
Catarina, Parana, Minas Gerais, Mato Grosso doMatip Grosso, Rio de Janeiro, Espirito
Santo, sul da Bahia e Sado Paulo. (BOCHNER, 199RBES, 1999)

Figura 2. Bothrops jararacussu.
Fonthttp://www.panoramio.com/photo/917934

O veneno da serpenBothrops jararacugualém das acdes ja citadas anteriormente,
caracteristicas do género, provoca também acamtogiga representada pelo bloqueio
irreversivel da contracdo muscular, e miotoxicidantecélulas musculares. (JIA et al., 1966;
TU, 1977; HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988; LANDUCEt al., 1998)

A soroterapia, cuja producdo nacional cabe a apeéasentidades governamentais
(Instituto Butantan, Sdo Paulo; Fundacao Ezequiet,IMinas Gerais e Instituto Vital Brazil,
Rio de Janeiro), é o Unico método de eficacia comgmta no tratamento de acidentes
ofidicos, desde que administrada em tempo, doseadequados. (BRASIL, 2001)

Porém, apesar da eficiéncia na neutralizacdo daw®fsistémicos, este tratamento
contribui pouco para a melhoria do quadro locaulteando no aparecimento de sequelas
graves e perda tecidual. A efetividade da soroieram prevenir o dano tecidual local é
limitada, pelo menos em parte, pela rapida acactalasas comparada com a distribuicao
lenta de anticorpos. (LOMONTE; LEON; HANSON, 1996)



Algumas alternativas, como usos de extratos detgdamém sido propostas como
coadjuvantes dos antivenenos, devido a variasgsdgat apresentarem atividade antiofidica
(MORS et al., 2000). No entanto, em alguns casosngrovacao cientifica de sua atividade

ainda é necessaria.



3. OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste estudo foram: 1) avaliefeito farmacolégico dos extratos
de diferentes polaridades obtidos de cascd®. daticulatacontra o bloqueio neuromuscular
irreversivel induzido pelo veneno bruto Bethrops jararacussyBjssu), em preparacdes
isoladas nervo frénico-diafragma de camundongeed)zar andlise histoldégica dos musculos
diafragmas, decorrentes do estudo farmacolégicavalar o indice de mutagenicidade do
extrato hidroalcodlico d&. reticulatg através do Teste de Ames, utilizando cepas magant

de Salmonella typhimurium.

Os objetivos especificos foram:
v' Realizar a caracterizacao fitoquimica da planta.
v' Obter extratos provenientes de solventes de difesgolaridades, através do método

Soxhlet de extragéo.



MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal

As cascas do caule édathymenia reticulatdFigura 3) foram cedidas pelos Profs. e
Drs. Chériston André Dal Belo e Marcio Galdino deasntos da Universidade Federal de
Tocantins. Foram coletadas em Miracema (TO) no Mpit de Porto Nacional e a exsicata
foi alocada no Herbario do Nucleo de Estudos Anthiesn— NEAMB da Universidade
Federal de Tocantins (UFT) (NRHTO 3327 Coord. 48%39" S - 9°41' 34" W).

Para adequacéo do teor de umidade e garantiantleze@mamento, as cascas foram
desidratadas em estufa de circulacéo de ar a 4080e(® mod. MAO35), por sete dias.

Apoés secagem, o0 material vegetal foi pulverizadonesmho de facas e martelos (Marconi®

mod. 035) e posteriormente armazenado em sacdspg-igura 4).

Figura 3. Cascas d®. reticulataBenth Figura 4. P6 das cascas fhareticdata Benth

4.2 Estudo Fitoquimico daPlathymenia reticulata

4.2.1 Determinacao de cinzas

O teor de cinzas foi determinado através da téagiiagimétrica preconizados pela
Farmacopéia Portuguesa VII, 2002.

Primeiramente foi realizada a calcinacasele cadinhos de porcelana, colocando-os

em uma mufla (Quimis®) por 3 horas a 650° C, pastqrior pesagem em balanca analitica
(Marte®).



Em seguida, pesou-se 1g do pdé da droga aleget cada cadinho calcinado. Os
cadinhos foram incinerados no bico de Bunsen, era capela de exaustdo, até queimar
totalmente a droga.

Os cadinhos incinerados foram colocados nf#andurante 4 horas a 650° C para
posterior pesagem. Através dos valores obtidos a®mesagens, calculou-se a porcentagem

do teor de cinzas presente na droga.

4.2.2 Teste de umidade

O teor de umidade foi determinado conforme desardoFarmacopéia Brasileira,
1988. Primeiramente foi realizada a calibracaoei® capsulas de porcelana colocando-as em
uma estufa (Quimis®) a 105° C durante 4horas, pasterior pesagem. Em seguida, pesou-se
1g do pé da droga, em cada cépsula calibrada.dpsutas contendo a droga foram colocadas
novamente na estufa a 105° C durante 4 horas,ppatarior pesagem. Através dos valores

obtidos com as pesagens, calculou-se a porcentageaor de umidade presente na droga.

4.2.3 Caracterizagao de taninos

Primeiramente foi realizado o procedimento de e&wa pesando-se 2g do p6 da
droga. Em seguida, adicionaram-se 40 mL de agudadiese levou a fervura por 2 minutos.
Feito isso, filtrou-se o0 sobrenadante através gelddtro, mantendo o pé da droga no fundo,
para realizar mais uma extracdo de 20 mL. Acresuese 0 segundo filtrado ao primeiro. Em
seguida, foram realizadas as reagdes gerais deer@@acao de taninos.

Adicionaram-se 5 mL do extrato preparado anteramte em 4 tubos de ensaio e
procederam-se as reacdes abaixo:

* (Reagdo A) Acrescentaram-se, pelas paredes, 8 detsolucao de cloreto férrico
(Nuclear®) a 2% em um dos tubos de ensaio. Em daguwbservou-se a cor
desenvolvida (azul violacepara taninos hidrolisaveis ou vergara taninos
condensados).

* (Reacdo B)Acrescentaram-se 3 gotas de solucdo aquosa ddcadetahumbo
(Sigma®) a 10% em um outro tubo de ensaio.

* (Reacdo CAcrescentaram-se 3 gotas de acetato de cobre S@fnetarceiro tubo

de ensaio.



» (Reacdo D)Acrescentaram-se 3 gotas de gelatina a 2% em umoutubo de

ensaio.

Foram realizadas, na sequéncia, as reacOes especié caracterizacdo de taninos.

+ Taninos hidrolisaveis

- Reacdo com acetato de chumbo e &cido acétacabl
Em 5 mL do extrato preparado anteriormente adaiam-se 5 mL de &acido acético
glacial (Nuclear®) diluido a 10% e 3 mL de solud&ocacetato de chumbo a 10%.

+ Taninos condensados

- Reacdo com reativo de Wasicky
Filtrou-se a reagao anterior para eliminarexipitado. Ao filtrado adicionaram-se
5 mL de solucéo de p-dimetilaminobenzaldeido (JKeB®).

-Teste para catequinas
Em 5 mL do extrato adicionou-se um pedaco de madpalito de dente) e levou-se a
fervura por 2 minutos. Apds secar o palito denten aam papel toalha, adicionaram-se

algumas gotas de acido cloridrico concentrado.

4.2 4ADoseamento de Fendlicos Totais

A quantificacdo de polifendlicos totais foi detenanla através de espectrofotometria
pela complexacdo com reagente Folin - Denis (redtsfomolibdico), (Cromato®), (ver
preparo abaixo). (REICHER, SIERAKOWSKI, CORREA, 198

Uma aliquota de 5 mL do extrato hidroalcodlico &2faP. reticulatafoi transferida
para um baldo volumétrico de 250 mL, sendo estal@bla, completando o volume com
agua destilada. Em seguida o baldo foi colocadalina-som. Esta etapa foi realizada em
duplicata, obtendo-se um segundo baldo voluméttico,

Partindo do extrato diluido anteriormente (baldce1b), transferiu-se uma aliquota
de 1 mL para um baldo volumétrico de 10 mL comptitao volume com agua destilada,
sendo este o0 balédo 2a. Esta etapa também foiadaleam duplicata, obtendo-se entdo o baldo
2b.



Em seguida, adicionou-se em um tubo odgi@duado de 10 mL, 1 mL do extrato
diluido anteriormente, 1 mL de reativo fosfomoltadie completou-se o volume com solucao
de carbonato de sodio a 15% (ver preparo abaixbd. étapa foi realizada em triplicata.

Apdés 30 minutos, realizou-se a leitura em espfatbhmetro Fento® em um
comprimento de onda de 720 nm, utilizando a soluigigarbonato de sédio como branco.
Calculou-se a concentracdo de polifendlicos totdiavés de curva-padrdao de pirogalol

(Synth®), previamente determinada segundo a messhadwiogia.

- Reativo fosfomolibdico

Primeiramente pesou-se 2 g de acido fosfomoliberck®), 10 g de tungstato de
soédio (Nuclear®) e mediu-se em uma proveta 100 mlagua destilada e 5 mL de acido
fosférico 85% (Synth®). Em seguida, foram mistusadeam um béquer até a solucdo
apresentar-se devidamente solubilizada.

ApoOs preparar a solucdo, montou-se umxeflutilizando uma manta de aquecimento
(FISATOM®), um condensador, um baldo de fundo redode 250 mL com bolinhas de
vidro no fundo e pedacos de borracha para entradéda de agua. A solucdo permaneceu em
refluxo por mais ou menos 9 horas, até apresemiar eoloracdo esverdeada. Em seguida
adicionou-se 15 g de sulfato de litio (Dinanigae completou-se o volume da solugéo para
100 mL com &gua destilada. Apos o preparo, margeva-solucdo em refrigeracdo em um

frasco ambar.

- Solugéo de Carbonato de Sédio (N&os) a 15%
Pesou-se 150 g de carbonato de sédio (CAAL®), bisaese em agua destilada e
completou o volume em um baldo volumétrico de 1800 Apos o preparo a solucéo foi

filtrada com papel filtro.

4.2.5 Doseamento de Flavondides Totais

Uma aliquota de 10 mL do extrato hidroalcoodlico @62 da P. reticulata foi
transferida para um baldo volumétrico de 50 mL detapdo o volume com metanol 80%,
em seguida o bal&do foi colocado no ultra-som, sesti® o baldo la. Esta etapa foi realizada

em duplicata, obtendo-se um segundo balao, 1b.



Transferiu-se uma aliquota de 5 mL do extrato ddwanteriormente para outro baldo
de 50 mL, completando o volume com metanol 80%,seguida o baldo foi colocado no
ultra-som, sendo este o baldo 2a. Esta etapa tarfidbéealizada em duplicata

Feito isso, transferiu-se uma aliquota de 2 mL dtiid 2a para um tubo conico
graduado de 10 mL, adicionou-se 1mL de solucddateto de aluminio anidro (ver preparo
abaixo) e completou-se o volume com metanol PAa Etpa foi realizada em triplicata.

Apés 15 minutos, realizou-se a leitura em espttimetro (Fento®) em um
comprimento de onda de 420 nm, utilizando comodwama solu¢cdo com 2 mL de cloreto
de aluminio anidro e 8 mL de metanol PA, conforrascdto na Farmacopéia Portuguesa,
2002.

- Solucao de Cloreto de Aluminio Anidro

Foram pesados 5 g de cloreto de aluminio anider¢k®), em seguida com auxilio
béquer de 250 mL foram adicionados 80 mL de metBAole transferiu-se aos poucos o

cloreto de aluminio anidro, solubilizando com adajde um bastao de vidro.

4.2.6 Obtenc¢édo do extrato hidroalcodlida P. reticulata (extracéo a frio)

O extrato hidroalcodlico foi preparado através ducpsso de percolacéo, utilizando-
se 50 g do p6 da drogampregando-se como liquido extrator alcool etif@gpnth®) a 70%.
Considerou-se o p6 da casca Plareticulata esgotado apds o uso de 500 mL de liquido
extrator. Este extrato denominado EHPr foi utilizados ensaios de doseamento de
flavondides e fendlicos totais. Para os ensaio d@agenicidade (teste de Ames) utilizou-se o
residuo seco do EHPr. O EHPr nao foi utilizado emsaios farmacoldgicos, visto ja possuir
estudos na literatura. (MELO et al., 2009)

4.2.7 Obtencdo dos extratos, hexano, diclorometanoetato de etila e metanol
(extracao a quente — Soxhlet)

O po6 da droga (50 g) foi extraido com solvente® (8&h) de diferentes polaridades
(hexano, Nuclear®; diclorometano, Nuclear®; acetietila, Synth®; metanol, Synth®) em
um aparelho de Soxhlet (Figura 5), obtendo-se sgertivos extratos, que foram evaporados



em banho-maria. Esses extratos foram utilizados eonsaios farmacologicos e na

cromatografia em camada delgada.

Figura 5Soxhlet contendo cartucho de papel filtro com a&asca d&. reticulata

4.2.8 Cromatografia em Camada Delgada — CCD

Aligquotas do extrato hexano (EHEX), diclorometaB®§), acetato de etila (EAET)

e metanol (EMET) dé. reticulataforam aplicados em uma placa de 0,3 mm de silita ge
Foram testados varios sistemas de solventes psepaacdo dos compostos presentes nos
extratos, sendo os que produziram melhor separag&uisturas acetona (Synth®) (10%):
cloroférmio (Fmaia®) (75%): acido formico (Synth@3%) e acetato de etila (Synth®)
(100%)); acido formico (Synth®) (11%); acido acétigacial (Merck®) (11%); agua (27%).

Como reveladores foram utilizados NP/PEG, sendmeramente pulverizada a
solucdo metandlica 1% de NP (1g de acido 2-adnoetiléster difenilbdrico (NP) (Sigma®)
gsp 100 mL de metanol) seguida da solucédo etanblicale PEG (59 de polietileno glicol
(PEG) (gsp 100 mL de etanol) e visualizada ndduze Cloreto Férrico (10% em solucéo
aguosa), nos dois sistemas solventes.

A presenca de grupos fitoquimicos foi investigada @mmparacdo com solucdes-
padrédo de acido caféico (Synth®), acido clorogéf®mth®), rutina (Synth®), acido tanico
(Synth®), apigenina (Synth®), atropina (Synth@Jxitosterol (Synth®), cumarina (Synth®),
naringenina (Synth®), quercetina (Synth®), solaaitios em metanol (1mg/mL).



4.2.9 Extragdo e doseamento de taninos

Nesta etapa utilizou-se somente o EMET, pois artzide dos demais extratos néo
permitiu a completa solubilizacdo dos mesmos c@olwente utilizado na técnica, ndo sendo
possivel realizar a extracdo e doseamento doowpiesentes.

A extracao foi realizada solubilizando 100 mg déEH com 10 mL de metanol 50%
e deixando em repouso por 1 hora. Uma aliquotarde fioi adicionada em 2 mL de solucao
de albumina do soro bovino (BSA, ver preparo abaipara precipitacdo das proteinas. Apos
10 min. a solugédo foi centrifugada e ao precipitadiicionou-se 4 mL de solucdo de
dodecilsulfato de sédio (SDS, ver preparo abaix@)fgi agitado vigorosamente e adicionado
1 mL do reagente de cloreto férrico (ver prepam@al). Apos 15 min. foi realizada a leitura
das amostras em espectrofotbmetro (Shimadzu®) efh roh, conforme o método

colorimétrico de Hagerman e Butler (1989). A as#&foi realizada em triplicata.

- Solucéo de BSA (soro albumina bovina)

5 g de cloreto de sodio (Nuclear®) foi solubilisadom 500 mg de Albumina
(Sigma®) em 200 mL de &gua destilada. Adicionaram-solucédo 5,72 mL de acido acético
glacial (Fmaia®) e o pH foi ajustado para 5.0 catugdo de NaOH 0,5 N. O volume foi

ajustado para 500 mL com agua destilada.

- Solugdo SDS (dodecilsulfato de sédio)
2,5 g de dodecilsulfato de sodio foi solubilizaclam 12,5 mL trietanolamina, em
seguida adicionou-se 50 mL de isopropanol (Syntl@®yolume foi ajustado para 250 mL

com agua destilada.

- Reagente de Cloreto Férrico
0,402 g de Feglfoi solubilizado com 0,153 mL de HCI 0,01 N, em wweg

adicionou-se agua destilada até completar o vojusma 250 mL.



4.3 Estudo Farmacologico d#@lathymenia reticulata

4.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesamtd® 25 a 30 g, adquiridos do
produtor “Animais de Laboratorio” (ANILAB, Paulinidrasil) e mantidos no Biotério da
UNISO em gaiolas, aclimatados a 25° C e recebeaghore dguad libitum O projeto foi
realizado segundo as normas preconizadas pelo €dmittica em Pesquisa da Universidade
do Vale do Paraiba (CEP/UNIVAP), protocofbAR2/CEP/2008 (Anexo A).

4.3.2 Veneno

O veneno bruto dBothrops jararacuss(Bjssu) foi doado e certificado pelo Prof. Dr.
José Carlos Cogo, da UNIVAP, S&o José dos Campos, S

4.3.3 Isolamento da preparacéo nervo frénico-diafrgma de camundongos

Os camundongos foram anestesiados com halotamo seguida, foram sacrificados
pela seccdo e sangria dos vasos cervicais. A prggga(musculo diafragma, juntamente com
seu nervo frénico) foi cuidadosamente retirada (BRING, 1946), colocada em cuba
contendo 5 mL de solucdo de Tyrode (solucdo marigpH 7,0: composicdo em mM: NacCl
137; KCI 2,7; CaGl1,8; MgCh 0,49; NaHPO, 0,42; NaHCQ 11,9 e glicose 11,1) e, em
seguida, preso através dos musculos da costelgapohos existentes na base da cuba. Uma
tensdo de 5g/cm foi aplicada por meio de um fic@ra porcao tendinosa e ao transdutor
isomeétrico. A temperatura foi mantida a 37° C eeparacdo aerada com carbogénio (mistura
de 95% Qe 5% CQ).

Nestas condi¢cdes, 0 nervo frénico, em respostdirawdgs indiretos supramaximais
(estimulador fisiolégico duplo ESF15D), de 0,2 nesdiiracédo e 0,06 hz de frequéncia, ao
liberar o neurotransmissor terd o sinal quimicoddaizido (transdutor de forga isométrica cat.
7003, Ugo Basile), amplificado (amplificador basijgara Gemini cat. 7080) e a forca da
resposta contratil resultante, sera registradarenfisiografo (Gemini duplo canal cat. 7070,
Ugo Basile).

Apéds 15 a 20 minutos de estabilizacdo da prepayégéon realizados os protocolos

farmacoldgicos. Como controle utilizou-se a solugéolyrode. Os ensaios com 0s extratos



da P. reticulata (EHEX, EDM, EAET e EMET) foram realizados em trésncentracoes
diferentes (0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,4 mg/mL). Pas ensaios de neutralizacdo foram
utilizados veneno bruto da Bjssu (40 pg/mL) e masdpré-incubadas (15 minutos) de Bjssu
(40 pg/mL) + extratos ((EHEX, EDM, EAET e EMET) nasesmas concentracdes citadas
anteriormente.

Para a realizacédo dos ensaios com 0s extratosl@soéaem mistura com o veneno de
Bjssu, os mesmos foram solubilizados conulLl5solvente PEG 400 antes de se completar o
volume desejado com solucédo de Tyrode. Tal solyentando utilizado nessa quantidade,
nao apresenta nenhuma interferéncia na preparagaote o protocolo experimental nem
mesmo altera a morfologia normal da fibra muscy@&HIMA et al., 2010)

As preparacdes resultantes de protocolos experasemtlizando o controle (solucao
de Tyrode) e expostas ao extrato mais ativo, bamocgua mistura com o veneno Bjssu e 0

veneno sozinho, foram reservadas para analisddggta.

4.4 Estudo Morfolégico dos Musculos Diafragma

4.4.1 Microscopia de Luz

Para a analise das microestruturas anatbmicaedo®$ de animais sob microscopia
de luz foi necesséria a confeccdo de laminas bgittds. Nesta etapa utilizaram-se masculos
diafragma expostos ao extrato mais ativo e em maistam o veneno de Bjssu e o veneno
sozinho, além dos muasculos utilizados como coniigducédo Tyrode), conforme descrito a
seqguir.

Ao final dos protocolos experimentais, realizadas estudo farmacolégico, os
musculos foram retirados da cuba e fixados em &oluBouin durante 24-48 horas.
Posteriormente foram lavados com agua e aproximawi@r? mL de hidroxido de sodio
(NaOH 6 M) para remocao do acido picrico evitanderferéncia na histologia. Armazenou-
se em alcool 70%, preparado com agua destiladeoel&@bsoluto PA 99,5% (ECIBRA®),
permanecendo até a etapa de desidratacdo. O prodesdesidratacdo foi seguido com
lavagens de hora em hora com alcool etilico emaerttracdes crescentes, de 85%, passando a

96% até o absoluto, onde realizou seis trocaspsamglintapvernight



A etapa de diafanizacdo iniciou-se logo apds o itenda sexta troca do alcool
absoluto, passando por duas trocas de Xilol (Syntt® hora em hora. Ao término, 0s
musculos foram cortados em trés partes aproximaaanguais.

Para a etapa de incluséo, aproximadamente 18(Pgraplast® Plus foram colocados
em um Becker e levado a estufa, com temperatudd€ +. No dia seguinte, iniciou-se a
etapa, mergulhando os musculos que foram cortadosés pedacos em frascos separados,
realizando trés trocas de Paraplast® Plus de 3 leona®, sendo a ultinevernight

O emblocamento dos musculos foi realizado em umaddja de plastico com pogos
redondos de aproximadamente 3,5 cm de diametréermdm Paraplast® Plus suficiente para
encobrir todo musculo colocado na posicao horizoatpermaneceu secando sobre uma
superficie plana por dois dias.

Apds o bloco estar bem seco, foi solto da bandajane o auxilio de uma espatula
aguecida em um bico de Bunsen, o bloco foi dewedté a forma de um quadrado, deixando
0 musculo bem centralizado dentro do bloco de Rest® Plus que, posteriormente, foi
fixado no bloco de madeira.

O bloco foi colocado no Micrétomo Criostato (300 @AP) e desbastado em secdes
de cortes de 30 um até atingir o masculo, passan@alizar cortes de 5 pm. Retiraram-se
entre 10 e 12 desbastes de 30 um desprezando-&scates seguintes (cortes seriados)
foram as laminas do inicio da peca. Seguindo o resmtério de retirar entre 10 e 12
desbastes, foram obtidas as laminas do meio e diaapeca, com cortes transversais e
longitudinais.

Os cortes foram colocados em banho-maria entre 3% 3° C para ocorrer a
expansdo com o Paraplast® Plus, em seguida fort@nadiess e montados em lamina de vidro.
Adotou-se o critério de colocar entre 6 e 8 cqotaslamina.

As laminas organizadas em suportes foram merguthaeiarés cubas contendo Xilol,
por um tempo de 5 minutos para cada troca, sentdo ae®tapa de desparafinizacdo. A
hidratacdo dos cortes € realizada na sequénciauthanglo as laminas em cubas contendo
alcool etilico em concentragbes decrescentesamici com o absoluto, passando para 96%,
85%, 70% e finalizando com agua corrente por 5 tagu

A coloracdo dos cortes finaliza o processo, méando as laminas em uma cuba
contendo Hematoxilina de Harris por 2 %2 minutosspado por agua corrente por 6 minutos,
por outra cuba contendo Eosina Amarela 2% por Zitoéne novamente por agua corrente,

neste caso por 5 minutos. Uma laminula foi fixaolare os cortes por intermédio de uma



resina, Entellan (Merck®), meio altamente refringegue serve ao mesmo tempo para
aumentar a transparéncia dos cortes quanto pasamanlos.

Os cortes foram observados em microscopio Optictotegrafados em Céamera
fotograficaCanon PowerShot A620 7

Para realizar a contagem das células dos muscidbraginas, tratados com Tyrode
(controle), veneno bruto de Bjssu, extrato EDM stura (veneno + extrato), adotou-se o
critério de padronizar o tamanho das fotografias 20m10 cm e definir trés linhas de
contagem com o auxilio do softwaPertable Adobe Photoshop CS®mo mostra a Figura

6, abaixo:

> 10cm

Figura 6. Lamina pronta para contagem. Corte transversalrelgapacao incubada com extrato EDM
(0,4 mg/mL), corada com Hematoxilina e Eosina. @ged0X.



As contagens (duplo cego) das células foram retizgoor dois examinadores,
seguindo critérios estabelecidos (Figura 7) pam cada examinador obtivesse o mesmo
critério de analise, evitado assim diferencas djEmntes na analise estatistica.
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Figura 7: Caracterizagdo do padrdo utilizado para a contaggpos de células normais, vaso sanguineo, lesfes
delta, edema, regido de hipercontracéo e céGitast.



4.5 Ensaio Toxicolégico ddlathymenia reticulata

4.5.1 Teste de Mutagenicidade (Teste de Ames)

O residuo seco do extrato hidroalcoolicddaeticulatafoi solubilizado com dimetil
sulféxido (DMSO, Nuclear®) e utilizados nas concagbes 12,pL, 25 L, 50 L, 75uL e
87,5 uL. Um conjunto de cepas histidina-dependengainjonella typhimurium-TA97a,
TA98, TA100 e TAL102 foram utilizadas para testar mutagenicidade taatpresenca como
na auséncia do sistema de ativacdo metabdlica A 88¢cdo microssomal S9 é composta por
um homogenato de células de figado de rato, pr@dtsacom a mistura bifenil policlorinada
(Aroclor 1254), que induz um aumento de enzimagl5®- neste orgdo. A fracdo S9 é
acrescida de cofatores adequados e necessita despetifico para que as reacdes
demetabolizacdo possam ocorrer.

Os componentes da mistura S9 padrdao sao M8C@hM, KCl 33 mM, glucose-6-
fosfato 5 mM, nicotinamida dinucleotideo fosfatoA@P) 4 mM, fosfato de sédio 100 mM,
pH 7,4 e fracdo microssomal S9 em uma concentide®04 mL/mL da mistura.

Como controle negativo no ensaio, semeou-se artm@éem seguida o solvente
dimetil sulféxido (DMSO, Nuclear®) foi adicionadog presenca e auséncia do sistema de
ativacdo metabdlica — S9). Como controles positigcam utilizados compostos mutagénicos
em concentracdes definidas (TA97a e TA98 —S9, #rofaenilenodiamino, +S9 2-antramine;
TA100 —S9 azida soédica, +S9 2-antramine; TA102 m@8micina, +S9 2-aminofluorene).

O método utilizado foi o de pré-incubacdo, caréwaelo por uma etapa de pré-
incubagdo antes do plagueamento. As culturas dérizs e a mistura contendo a amostra
teste, em presenca e auséncia do sistema de niedighol foram pré-incubadas por periodo
de 20-30 min a 37° C. ApoOs esse tempo, adicionaa@-mL de top Agar em cada um dos
tubos. O conteldo de cada tubo foi homogeneizadwtielo sobre a superficie de uma placa
contendo agar minimo com tracdes de histidina g#nbioApds solidificacdo do top Agar, as
placas foram incubadas invertidas, por 48 hor&3°&. Procedeu-se a contagem do numero

de revertentes por placa. O ensaio foi realizaddripiicata.



A Figura 8, abaixo

llustra as etapas do estudo.

Cascas d®. reticulata
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Figura 8. Representacdo esquematica das etapas realizadssido.



4.6 Andlise Estatistica

Para a avaliacdo estatistica dos resultados obtmestudo toxicologico, utilizou-se a
andlise de variancia (ANOVA), através do prograBadanal desenvolvido peldntegrated
Laboratory Systems, Research Triangle R&kC. USA.

Os resultados farmacologicos e histologicos foramressos como média + erro
padrdo da meédia. A significancia das diferencagmbslas foi determinada pelo teste nédo-

pareadd-Student, com valor p<0,05 considerado como sicgmifie.



5. RESULTADOS

5.1 Estudo Fitoquimico

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer comstituintes quimicos de
espécies vegetais ou avaliar a sua presenca, ftlavearias etapas que envolvem desde a
coleta, a preparacdo do material vegetal, a exiragganalises fitoquimicas preliminares, o
fracionamento, isolamento e purificacdo de sub&énaté a elucidacdo estrutural
(SONAGLIO et al., 2000)Neste estudo, analises fitoquimicas preliminareg@das cascas,
do extrato hidroalcodlico e de extratos de difesrolaridades dBlathymenia reticulata
foram realizadas e os resultados estdo descr#eguar.

Em relacéo ao teor de cinzas e umidade, a drogsemou 5,7% de cinzas e 0,14%
de umidade. Na série de reagfes gerais realizallascpracterizar taninos foram obtidos os
seguintes resultados: positividade na reacdo Aalimda através de uma coloracdo azul
violacea, indicando a presenca de taninos hidraisa positividade nas reacdes B, C e D
indicadas pela formacéo de precipitados.

Os ensaios especificos para caracterizacdo dowsahidrolisaveis, condensados e
catequinas resultaram em positivos, respectivameelie precipitacdo dos taninos galicos,
pela formacao de precipitado réseo, e pela coloraeéimelho-vinho no palito de dente ao
final do teste.

A concentracdo de fendlicos totais foi calculadpastir de uma curva padrdo de
pirogalol (Figura 9), através da equacédo da ret®,#35x + 0,0356 (y= absorbancia e x=
concentracapg/mL), obtendo-se como resultado 3,0Q02@mL. A porcentagem de fendlicos
totais presente na amostra do extrato hidroalawdlaP. reticulatafoi de 3,8 g%.

A concentracdo de flavondides foi calculada atradésuma curva padrdo de
quercetina (Figura 10), através da equacao dayret®0632x + 0,0035, obtendo-se como
resultado 1,2595@ig/mL. A porcentagem de flavonoides totais preseateamostra foi de

0,16 g%.
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Figura 9. Curva padrao de Pirogalol.
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Figura 10. Curva padrao de Quercetina.

O rendimento dos extratos Bareticulataprovenientes da extracdo via Soxhlet com os

solventes hexano (EHEX), diclorometano (EDM), acetie etila (EAET) e metanol (EMET)
foram, respectivamente (em %): 1,09; 1,15; 1,986.1



As Figuras 11, 12 e 13 ilustram o perfil cromatfigedobtido com os extratos EHEX,
EDM, EAET e EMET obtidos da casca ®a reticulata frente aos padrdes fitoquimicos
comerciais: acido caféico, acido clorogénico, mutiacido tanico, apigenina, atropirfa,
sitosterol, cumarina, naringenina, quercetina. Nagiras 11A e 11B ha a indicagdo de
compostos fendlicos como &cido caféico, acido tAri@cido clorogénico no EAET. Ja na
Figura 12, note a indicacao de compostos fendhcoEDM além do acido tanico no EAET.
A Figura 13 indica a presenca de apigenina no EAEEDM, o acido caféico no EHEX e o

acido tanico no EMET.
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Figura 11: Cromatografia em camada delgada dos extratoB.daticulata. Sistema solventeA: acetona
(10%): cloroférmio (75%): acido férmico (8%d3: acetato de etila (100%); acido férmico (11%); acdético
glacial (11%); agua (27%). Revelador Cloreto Fér(ieeC}k). Extratos: EHEX (a), EDM (b), EAET (c), EMET
(d); padrdes: (e), acido tanico; (f), acido clonuigé; (g), acido caféico; (h), apigenina; (i), mgenina; (j),
quercetina; (1), rutina.
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Figura 12. Cromatografia em camada delgada dos extratd?. daticulata.Sistema solvente: acetona (10%):
cloroférmio (75%): acido formico (8%). Revelador RIPEG. Extratos: EHEX (b), EDM (d), EAET (f), EMET
(h); padrées: (a), acido caféico; (c), acido tan{ed, acido clorogénico e (g), rutina

ab ¢ d e f gh i i k | mn o

Figura 13. Cromatografia em camada delgada dos extratd®. daticulata.Sistema solvente: acetato de etila
(100%); acido férmico (11%); acido acético gladikl%); agua (27%) Revelador NP/PEG. Extratos: Eapr
EAET (b), EDM (c), EHEX (d), EMET (e); padrdes:,(§cido caféico; (g), acido clorogénico; (h) actéoico;

(i) apigenina, (j) atropina, (kp-sitosterol; (I), cumarina, (m) naringenina, (neoeetina, (o) rutina.



Para a determinacéo do teor de taninos preserggtraio metandlico utilizou-se uma
curva padréo de acido tanico (Figura 14), atrave®qlacido da reta y= 0,673x — 0,173,

obtendo como resultado 1,20 g%.
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Figura 1€urva padrao do &cido tanico.

5.2 Estudo Farmacologico

A atividade farmacoldgica de uma planta com potmiedicinal é sempre requerida
e deve ser validada cientificamente. Neste estadiividade antibotropica d& reticulata
foi testada contra o veneno bruto da serp&athrops jararacussucuja acao proteolitica
causa severa mionecrose e bloqueio heuromusouléro.

Na sequéncia deste estudo seguem-se os resultadescblogicos obtidos com os
extratos da planta, com o veneno, e com a mistmano + extratos da planta pré incubados
por 15 min. antes de sua adi¢do a cuba contendeparpcao isolada.

A Figura 15 ilustra o efeito farmacoldgico dos aetds (A) EHEX, (B) EDM, (C)
EAET e (D) EMET, em diferentes concentracdes (Oglnmh; 0,2 mg/mL; 0,4 mg/mL), nas
preparagdes neuromusculares, comparados ao co(ifsotede). Note que ao final dos 120



min. de experimento os extratos nas concentracbzadas ndo bloquearam a resposta
contratil significativamente quando comparadosarole (solucao Tyrode).

A Figura 16 ilustra registros miograficos repreatmwbs de: (A) preparacdo sob
estimulo indireto exposta a solugcdo nutritiva (owe); note a preservacdo da resposta
contrdtil basal durante todo o periodo de obseova(d) preparacdo sob estimulo indireto
exposta ao veneno bruto Bethrops jararacussy40 pg/mL); note a intensa contratura que
este veneno produz (elevacdo da linha de basejctedstica deBothrops, mostrando
dificuldade de relaxamento a cada estimulo recebiddloqueio neuromuscular progressivo
que se instala até o bloqueio total da preparagéste bloqueio é dito irreversivel, pois
mesmo apos a lavagem da preparacao (e supostaaatio veneno) e substituicdo da solucdo

por uma nova, a reversao da resposta contratibodive.
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Figura 15, Efeto farmacoldgico dos extratos da £ reficuidata em preparacio nervo frémco-chafragma
de camundongeo sob estimulo indireto. &, B, C e D representam os extratos EHEX, EDW, EAET ¢
EMET, respectivamente, nas concentragdes de 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL & 04 mg/mL. Cada ponto
representa a média £ erro padrio da média dos expenmentos (* p<0,05 no ponto indicado e demais
subsequentes, em relagio ao controle Tyrode).
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Figura 16. Registros miograficos de preparacbes nervo frédiafsagma de camundongos, sob estimulo
indireto, sendo (A) tyrode (controle) e (B) trataman veneno bruto da Bjssu (40 pg/mL). Flecha: mimda
adicdo do veneno.



Os ensaios de neutralizagcdo do efeito bloqueadoredeno de Bjssu (40 pg/mL)
pelos extratos EHEX, EDM, EAET e EMET nas conceyites (A) 0,1 mg/mL; (B) 0,2
mg/mL; e (C) 0,4 mg/mL sé&o mostrados na Figura 17.

Note que na concentragédo de 0,1 mg/mL (Figura b&Agxtratos ndo foram capazes
de neutralizar o veneno Bjssu. O EDM foi o que sgméou um melhor efeito, porém em um
dado tempo, nao foi eficaz em sua protecao.

Na concentracédo de 0,2 mg/mL (Figura 17B) o EDMes@ntou uma protecao maior
guando comparado ao veneno bruto de Bjssu (* px0,05 demais extratos quando
comparados estatisticamente com o EDM, apreseng@@ifarenca significativa na maioria dos
pontos analisados.

Na concentracdo de 0,4 mg/mL (Figura 17C) podeesdicar uma potente acdo
neutralizante de todos os extratos sobre o efatoveheno. Quando os extratos foram
comparados com o EDM, todos apresentaram difergggdicativa (* p<0,05). O EDM, por
sua vez, quando comparado a solucdo Tyrode (¢entnéio apresentou diferenca estatistica.
No mesmo ensaio, os EHEX e EAET, ndo apresentarif@nemca estatistica quando

comparados entre si.
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Figura 17. Acao farmacoldgica dos extratos Bareticulataem mistura com o veneno bruto da Bjssu (40
pg/mL), em preparacdo nervo frénico-diafragma deurelongo sob estimulo indireto. A, B e C represarda
concentracdes dos extratos de 0,1 mg/mL; 0,2 mgé@,4 mg/mL, respectivamente. Cada ponto reprasent

média + o erro padrdo de média dos experimentgs<(05 no ponto indicado e demais subsequentes, em
relacdo ao veneno Bjssu).



5.3 Estudo Morfolégico dos Musculos Diafragmas

Os musculos foram tratados durante 120 min. comcdol de Tyrode (controle),
veneno bruto de Bjssu, EDM e com a mistura (verreB®M) e avaliados morfologicamente
através de microscopia oOptica de luz, com o olgetig analisar quantitativamente o dano
muscular nas fibras, causado pelo efeito miotéd@weeneno.

Os resultados obtidos foram avaliados estatistintang@or andalise de variancia
(ANOVA), através do program8alanal desenvolvido peldntegrated Laboratory Systems,
Research Triangle PayiN. C. USA. A Tabela 1 ilustra a média do dano fologico nos

musculos obtidos em cada tratamento, segursidtevareestatistico.

Tabelal: Valores do indice de miotoxicidade da contagencdhdas dos musculos tratados
com Tyrode (controle), veneno bruto de Bjssu, éxtEdDM e mistura (veneno + extrato).

Preparacao exposta a diferentes tratamentos N Médig rro(ff dréo
Controle Tyrode 2 15.9% 0,8
EDM (0,4 mg/mL) 3 29,1% 1
Veneno bruto de Bjssu (40 pg/mL) 3 58,4% 1
EDM (0,4 mg/mL) + Veneno bruto de Bjssu (40 ug/an):% 33,8% 1

EDM, extrato diclorometano. BjssBpthrops jararacussuN = nimero de experimentos realizados)

Nos musculos incubados com solucdo de Tyrode (&ity8A) pode-se verificar que as
fiboras musculares apresentam-se dispostas de forgenizada em rearranjo poligonal,
nacleos periféricos localizados abaixo do sarcoleafi@rnando-se com alguns pequenos
espacos vazios e alguns nucleos soltos (setaaséfghost”), além de edema (E), lesGes delta
(LD), regides de hipercontracao (H) e condensagawidfibrilas.

Os musculos incubados com o EDM (0,4 mg/mL) (Figl8®8) apresentaram as
fiboras musculares dispostas de forma mais desaa@den além de algumas alteracdes no
formato das fibras caracteristicas de lesdo del, (apresentando também nucleos soltos
(seta, células “ghost”).

O veneno bruto de Bjssu, na concentracdo de 40Luighnziu mionecrose nas fibras
(Figura 18C). Os espacos vazios representam aeepsrda de fibras, por acdo miotdxica do
veneno, além de alteragdes morfologicas, repredantpor edema (E), lesGes delta (LD) e

presenca de nucleos soltos e restos de membrataso@ulas “ghost”).



A Figura 18D ilustra musculos resultantes da exg@msia mistura pré incubada
(veneno 40 pg/mL + EDM 0,4 mg/mL), mostrando quéeDM reduziu em 58,2% a
mionecrose causada pelo veneno sozinho. A Figubam@stra que mesmo sob a presenca do
EDM ainda se observam alguns espacos opticamenriesyanlcleos soltos e restos de
membrana (seta, células “ghost”), alteracbes necasppoligonal de algumas fibras como
edema (E) e lesao delta (LD).



53

Figura 18. Corte transversal de preparagio mncubads com: 4, solugdo de Tyrode (controle), B (EDM 0,4 mgmlL),
C (veneno bruto de Bjssu 40 pg'mL) e D (veneno de bjssu 40 pg'mL + EDIM 0,4 m g'mL), observada no tempo de
120 mm. Note o dano muscular causado pelo weneno e a agio protetora do EDM, sobre as fibras lesadas
considerando (E) lesdio do tipo edema, (LD) lesio do tipo delta, (H) regdo de hipercontragio e condensagio de
miofibnlas e (seta) reg@io com nicleos soltos e restos de membrana, Objetrva 403



5.4 Estudo Toxicologico

5.4.1 Teste de mutagenicidade (Teste de Ames)

Os resultados foram expressos em revertentes/plapela razdo de mutagenicidade
(RM), também denominada de indice de mutageniciddd® razdo entre o numero de
revertentes na placa- teste (induzidos mais espeosd € o nUmero de revertentes na placa-
controle (espontaneos). Permite-se, assim, a caqgarde resultados entre diferentes
linhagens. Para a avaliacdo estatistica dos rdsslta para o estudo das diferencas entre
doses e entre repeticdes utilizou-se a analiseadéncia (ANOVA), através do programa
Salanal desenvolvido peldntegrated Laboratory Systems, Research Trianglk,Pid. C.
USA.

A Tabela 2 mostra os resultados sem ativagdo matab@xpressos em média +
desvio padréao) obtidos com diferentes concentragddsHPr frente as linhagens bacterianas
Salmonella typhimuriumTA98, TA97a, TA100 e TA102. O EHPr foi considerado
mutagénico para a linhagem TA98 nas concentragéeS,00 uL e 7,50 pL (indice de
mutagenicidade> a 2, tendo sido respectivamente 2,0 e 2,4) e api@s indicios de
mutagenicidade para as linhagens TA97a e TAlGf#ic@nde mutagenicidade inferior a 2 e
p<0,05).

Tabela 2 Atividade mutagénica expressa pela média + dgsailvdo do numero de revertentes/placa
em linhagens bacterianas TA98, TA97a, TA100 e TAdQ2ostas ao EHPr, em vérias concentracfes
sem (-S9) ativacdo metandlica.

Tratamentos Revertentes /placa de linhagens dgalmonella typhimurium
uL/placa
Extrato TA98 TA97a TA100 TA102
-Sg -Sg -5 -S¢
0 22+40 122 +21,5 127 +1,5 190 + 18,9
1,25 19+15(0.8 171+252 (1,4 172 + 30,B)Y1, 255+ 8,1*(1,5)
2,50 31+6,1(1.4) 183+10,0*(15 134 +19,Mj1 289 + 25,5** (1,8)
3,75 31+11,1 203 +15,3*(1,7) 153 £ 23,7 (1,2) 220 £ 20,6 (1,2)
(1.4)
5,00 44 +11,2 ¢ 210+£15.9*(1,7) 171+17,2*(1.3 208 £9,2 (1,2)
(2,0)
7,50 54 +10,9* 223+10,7**(1,8) 173+77,4(1,3) 233+21,1 (1,3
(2,4)
Controle + | 1885 + 126,5 1251 + 44,2 1157 + 207,6 886 + 1226

Extrato: extrato hidroalcodlico da. reticulata 0= controle negativo (DMSO — 1Qfl/placa). Control +:
controle positivo®NPD (4-nitroo-fenilenodiamina — 10,Qg/placa)?® Azida sédica (1,2%g/placa).*p< 0,05
(ANOVA). Os valores entre parénteses correspondeniradices de mutagenicidade.



A Tabela 3 ilustra os resultados obtidos nos essam ativacdo metabdlica. O EHPr
nao apresentou agcao mutagénica a nenhuma dasdithtestadas. Pode-se verificar que, em
todas as concentracdes testadas, o EHPr ndo apresiéfierenca estatistica significativa e os

indices de mutagenicidade foram inferiores a 2.

Tabela 3 Atividade mutagénica expressa pela média + dgsilvdo do nimero de revertentes/placa
em linhagens bacterianas TA98, TA97a, TA100 e TAdostas ao EHPr , em varias concentracfes
com (+S9) ativagdo metandlica.

Tratamentos Revertentes /placa de linhagens dgalmonella typhimurium
pL/placa
Extrato TA98 TA97a TA100 TA102
+Sg +SF +SF +Sd'

0 25+ 3,6 NR NR 272 +21)5
1,25 19+ 0,6 (0,7) NR NR 257 £9,2 (0.9)
2,50 24 + 0,6 (0,9) NR NR 243 + 21,4 (0,8)
3,75 20 + 6,4 (0,8) NR NR 226 +11,3 (0,8)
5,00 25+ 6,0 (1.0) NR NR 221+ 22,9 (0,8)
7,50 22 +0,8 (0,8) NR NR 192 + 13,3 (0,7)

Controle + 733+127,8 NR NR 854 £ 59,9

Extrato: extrato hidroalcodlico dB. reticulatg 0= controle negativo (DMSO — 1Q@L/placa). Controle +:
controle positivo® 2-Antramine (1,251g/placa)® Mitomicina (0,5ug/placa)*p < 0,05 (ANOVA). Os valores
parénteses correspondem aos indices de mutagel@ditke: n3o realizado.



DISCUSSAO

A Plathymenia reticulataBenth ou vinhatico causou interesse na comunidade
cientifica ap0s os estudos de Fernandes (2002), mpsxjuisou suas propriedades
antiinflamatdria, antimicrobiana e antiproliferatifem linhagem celular de ovario e pulmao).
A abordagem adotada neste estudo foi analisa-teiecan agdes biolégicas do veneno bruto
da serpenteBothrops jararacussua partir das premissas de que uma planta com acéo
antiinflamatéria tem elevado potencial antiofidif@OARES et al., 2005) e de que as
aplicabilidades de uma planta medicinal sdo inésgd.

O p6 de cascas de. reticulata foi caracterizado fitoquimicamente com vistas a
certificacdo do material vegetal. O estudo fitoquarcompreende as etapas de isolamento,
elucidacdo estrutural e identificacdo dos constits mais importantes do vegetal,
principalmente de substancias originarias do métho secundério, responsaveis ou nao,
pela acdo biologica. Esses conhecimentos permitgemtificar a espécie vegetal e,
conjuntamente com ensaios de atividade biologiclisar e caracterizar fracdes ou
substancias bioativas. (SONAGLIO et al., 2000)

Nas andlises para caracterizacao fitoquimica dedroga, alguns critérios, tais como
a presencga de elementos estranhos a amostra,eteonidade, residuos de pesticidas e de
metais pesados, entre outros, sdo frequentemetateekeidos nas farmacopéias de forma
genérica para todas as amostras vegetais (SONA@LHD, 2000). Segundo a Farmacopéia
Brasileira (1988), os valores estabelecidos pargadr vegetais sdo de 14% (teor de umidade)
e 4% (teor de cinzas). Os resultados obtidos aral& andlise do p6 da. reticulata
mostraram que o teor de umidade encontrava-seoddatestabelecido, enquanto o teor de
cinzas encontrava-se um pouco acima. A determindgdeor de cinzas permite a verificacao
de impurezas inorganicas nao-volateis que podear estésentes como contaminantes. O
excesso de umidade em matérias-primas vegetaistpermcao de enzimas que degradam os
constituintes quimicos, aléem de possibilitar o deskimento de fungos e bactérias.
(FARIAS, 2000)

Os processos de fracionamento de extratos vegedais vistas ao isolamento de
substancias ativas podem ser monitorados por enshiecionados para a avaliacdo da
atividade bioldgica. A cromatografia em camada aldég(CCD) é uma técnica amplamente

utilizada para fins de analise tanto dos extratmgetais brutos quanto para avaliar o resultado



de um processo de separacdo (SONAGLIO et al., 2005te estudo, os extratos EHEX,
EDM, EAET e EMET foram identificados por CCD e pérnindicar a presenca de grupos
fenolicos e flavonoides, nos extratos EAET e EDM.

Os flavonoides, biossintetizados a partir da vis f@milpropandides, constituem uma
importante classe de polifendis, presentes emivalabundancia entre os metabdlitos
secundarios de vegetais. Esses compostos possumebénta importancia farmacologica,
resultante de algumas propriedades importantebuaddas a alguns representantes dessa
classe, como por exemplo: anticarcinogénico, dtaimatorio, antialérgico, antiulcerogénico,
antivirais, entre outros. (ZUANAZZI, 2000)

Os compostos fendlicos pertencem a uma classenglug ima grande diversidade de
estruturas, simples e complexas, que possuem petmstum anel aromatico no qual, ao
menos, um hidrogénio € substituido por um agruptonéidroxila. Estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal, contribuindo parsabor, odor e coloracdo de diversos vegetais
e nos microrganismos, fazendo também parte do wietatm animal. Para alguns derivados
de &cidos fendlicos tém sido relatada atividadexidinte, como para o acido clorogénico,
para o acido caféico e seus ésteres com estdriterpenos. (SILVA; SILVA, 1999)

Os taninos sdao compostos fendlicos solUveis em, &g alto peso molecular e
podem ser divididos em dois grupos: taninos higdévkeis e taninos condensados (SILVA,
SILVA, 1999). Plantas ricas em taninos sdo emprgath medicina tradicional para o
tratamento de diversas moléstias organicas, tarmocodiarréia, hipertensao arterial,
reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras,|gr@s estomacais (azia, hdusea, gastrite
e Ulcera gastrica), problemas renais e procesfamatdrios em geral. (HASLAM, 1996)

Essas analises apresentadas, através de diferéct@sas, finalizam os estudos
fitoquimicos realizados com R. reticulatg indicam coeréncia com os dados presentes na
literatura, além de servir como suporte para oaiesagarmacoldgicos e toxicologicos.

Para avaliar a atividade biologica de uma plantsehese incluir os ensaios
farmacoldgicos e toxicologicos de substancias dedade fracdes obtidas ou extratos totais
da droga vegetal (SONAGLIO et al., 2000yma atencdo especial tem sido dada a
investigacdo de plantas buscando a que concenpan@$pais compostos bioativos (folhas,
caules, raizes, cascas, etc) capazes de neut@izdeitos dos venenos de serpentes. (MORS
et al., 2000)

Estudos recentes realizados por Melo et al. (20@9)exo B) com o extrato
hidroalcodlico das cascas &a reticulata(0,06 mg/mL)revelaram que a planta exerce um

efeito inibitérioin vitro, reduzindo em79,3 + 9,5% a neurotoxicidade induzida pelo veneno



bruto daBothrops jararacussuOs autores relacionaram tal efeito do extratotaaono
presente, que pode ser confirmado apos ensaio® ddaoguimico comercial que impediu o
bloqueio da contracdo muscular.

Neste estudo, a protecdo contra o veneno, verdiesad todos os extratos (*p<0,05,
em relacdo ao EDM), levanta uma questdo bastarézessante. Até o momento, 0s
resultados publicados na literatura com relacatvidade antibotropica d&. reticulata in
vitro contra o veneno bruto Bjssigsociam tal protecdo ao tanino, presente na esfMELO
et al., 2009). Através da CCD realizada neste estoin o0s extratos, pode-se indicar a
presenca de outros compostos fendlicos, como aadigico, acido clorogénico, além de
flavondides que talvez possam também estar assscéadtividade da espécie.

Outro fator que ndo pode ser desconsiderado € mtidade desses compostos nos
extratos, verificado pela relacado dose-efeito, ueraque em concentragcbes menores, nenhum
dos extratos foi capaz de neutralizar o efeito@lzeno

Entre os extratos analisados neste estudo, o EDM fyue melhor representou a
protecao reduzindo em 92 + 6,2% a ac¢ao neurotdrigéro do veneno bruto de Bjssu em
comparacdo aos outros extratos (*p<0,05), apresgoise muito proximo ao valor
observado das preparagfes incubadas com Tyrodeolepn

A capacidade antibotrépica demonstrada peleeticulatg sob o parametro da juncéao
neuromuscular, contra o veneno bruto da Bjssugralede valor cientifico, pois esse veneno
causa um efeito neurotoxido vitro como também exibe uma intensa atividade protealiti
evidenciada pela miotoxicidade. Sabe-se que a esamf € o0 Unico método eficaz
comprovado no tratamento dos acidentados, desddngtitiida a tempo, dose e via de
administracdo adequada (BRASIL, 2001). Porém, apésaeficiéncia da soroterapia na
neutralizacdo dos efeitos sistémicos, este tratemeontribui pouco para a melhoria do
guadro local, resultando no aparecimento de segjgetaves e perda tecidual. (CARDOSO et
al., 2003)

Frente ao exposto, os musculos diafragmas utilzadts ensaios farmacolégicos,
executados neste trabalho, foram submetidos asen@istologica para quantificar o dano
morfolégicoin vitro causado pela acdo miotéxica induzida pelo veneat lwa Bjssu nas
fibras musculares e a protecdo do EDM contra doetl veneno. A mionecrose observada
nas fibras musculares, decorrentes da acdo daexmias presentes no veneno, encontra-se
bem descrita na literatura. (RODRIGUES-SIMIONI; BOGRSE; CECCARELLI, 1983;
CINTRA-FRANCISCHINELLI, 2008)



Entretanto, o estudo histologico conPareticulatapara avaliagdo de sua protecao
contra a agcao miotdxica do veneno € inédito, dastirassim sua importancia neste trabalho,
completando os resultados obtidos no estudo fardgico ja descrito anteriormente. Sabe-se
que, entre os efeitos do veneno de Bjssu, a agétdxida é a mais caracteristica, podendo ser
confirmada ao considerar os aspectos clinicos denemamento botrépico, caracterizado
pelas severas lesdes no local da picada, evolaiogalema de todo membro, podendo chegar
a necrose. (RODRIGUES-SIMIONI; BORGESE; CECCARELLL983; CINTRA-
FRANCISCHINELLI, 2008)

Ao considerar os resultados dos estudos farmacal®g histoldgicos, nota-se que
existe uma correlacdo positiva entre eles, porém fatena desigual. Nos ensaios
farmacoldgicos verificou-se uma protecdo contraearatoxicidade do veneno superior a
protecdo observada no estudo histolégico contractoricidade do veneno. Mesmo com
33% das fibras musculares lesadas, a preparac&o Mf@&nico-diafragma apresentou-se
bastante resistente durante o estudo neurotéxérnpustrando a protecdo do EDM contra o
efeito do veneno.

Resultados bastante promissores corRlahymenia reticulataBenth podem ser
verificados nos estudos abordados até o momente inabalho, o que despertou interesse em
avancar nas analises, investigando o grau de sggude seu uso, ou até mesmo uma nova
aplicabilidade do extrato dessa espégieavaliacdo dos efeitos mutagénicos de compostos
provenientes de plantas €, sem duvida, uma atigiflaslamental para a reduc¢édo dos riscos
de exposicao a esses agentes.

Atualmente, as principais hipoteses sobre os nwoas de acdo de substancias que
provocam cancer estdo baseadas na inducéo de emiEgicélulas somaticas. Praticamente
todos os agentes mutagénicos quimicos e fisicaazeaple provocar cancer e induzir danos
no DNA celular resultam na geracdo de mutagOesfdeedtes tipos. Dessa forma, torna-se
essencial dispor de métodos confiaveis, simplespedos, para avaliar corretamente o
potencial cancerigeno de um material qualquer,aegaés da inducdo de cancer em animais
de laboratérios ou através da inducdo de mutac@esliferentes modelos experimentais.
(SANTOS et al., 2006)

Para a avaliacdo da atividade mutagénica existeenstis ensaios, entre eles destaca-
se 0 Teste de Ames, também conhecido como eS8s#wonella/microssomguefoi descrito
em 1973 por Bruce Ames e revisado por MortelmarZeiger (2000). E o ensaio mais
utilizado atualmente para avaliacdo de mutagerdei@dan amostras ambientais e validado em
larga escala por diversos laboratérios. Além dissm sido muito empregado em estudos



para a elucidagdo de mecanismos de mutagéneseutagénese e na avaliagdo de efeitos
sinérgicos de misturas de compostos. (UMBUZEIRORZGAS, 2003)

Trata-se de um ensaio de mutacdo reversa que empnéggens deSalmonella
typhimurium derivadas da parental LT2, auxotréficas para dirsi (his-), apresentando
diferentes mutacfes mperondeste aminodcido, sendo construidas para detact@coes
do tipo deslocamento do quadro de leitura ou dulxsib de pares de base no DNA. Essas
linhagens sao incapazes de crescer em meio deaultitnimo, sem histidina, a menos que
ocorram mutacdes que restaurem a sua capacidaditdse. O numero de revertentes é
medido pela contagem de col6nias que crescem em mm@imo apds a exposicdo de uma
populacao de células a substéancia a ser testabBAEIRO; VARGAS, 2003)

O teste € sempre realizado na presenca e na ausknativacdo metabdlica exogena,
realizadain vitro com homogeneizado de figado de ratos. O uso gadr89 revela se os
compostos presentes na amostra necessitam serofietdbs para se tomarem mutagénicos
(mutagenos indiretos), se eles tém acao diretasobraterial genético em sua forma original
ou, ainda, se sdo metabolizados por enzimas lmtdsriendogenas (mutagenos diretos).
(UMBUZEIRO; VARGAS, 2003)

No presente trabalho, para avaliar a capacidadag@nica do EHPr, utilizaram-se as
linhagens deSalmonella typhimuriumJTA98 e TA100, que tém se mostrado eficientes na
deteccao de grande numero de mutagenos. (HOUK) 1992

O estudo de mutagenicidade das plantas medicinaiicionalmente utilizadas é
valido em dois aspectos: primeiramente, como unmsgyisa de drogas com potencial
quimioterapico e em segundo, como medida de segm@ara o uso populaEl(GORASHI
et al., 2003; ARORA et al., 2005)

O EHPr, neste estudo, foi considerado mutagénica gpéinhagem TA98 e apresentou
indicios de mutagenicidade para as linhagens TAOTA102 nos ensaios sem ativacao
metabdlica.

Essas diferentes linhagens apresentam mutacOestagras ediversas da sintese da
histidina. A mutacachisD3052, presente na TA98, ocorre na codificacdo eegpara
histidinol desidrogenase. E uma mutacdo que aftgéusa correta (-1C) de uma sequéncia
proxima, constituida de oito residuos GC-CGCGCGf&petitivos fiot spo}. Essa mutacao
€ revertida por agentes mutagénicos como 2-nibcgho e derivado nitroaromaticos.
(MORON; AMES, 1983)



A mutacaohisD6610, presente na TA97, detecta substancias queamaerro no
quadro de leitura (+1C), sendo uma citosina adaticem sequéncia de seis citosinas no sitio
de mutacéo. (LEVIN et al., 1982)

A linhagem TA102 contém a mutacBsG428, uma mutacdochre, TAA, que pode
ser revertida por todas as seis possiveis modifesade pares de bases levando a transicoes e
transversdes. Essa mutacao confere sensibilidagerdes oxidativos. (LEVIN et al., 1982)

Embora o EHPr tenha apresentado mutagénico pasadas) linhagens testadas, tal
resultado pode ser avaliado em direcdo aos praxesg@ancerigenos, atuando de alguma
forma como suporte no tratamento cancerigeno.

Diversos estudos foram realizados avaliando-se t@togicidade dos taninos e
flavondides, cujos resultados variam de um autoa patro. Os estudos realizados por Wall
et al. (1988) demonstraram que flavondides comercetina, 3-metilquercetina e luteolina,
apresentam acdo mutagénica sem ativacdo metalsdicdp que com ativacdo metabdlica
essa acao é ainda maior, e que a presenca deilagribxes no anel B e de uma hidroxila
livre em C3 é essencial para essa atividade. MgogeeJurd (1978) ja haviam demonstrado,
através de um trabalho realizado com alguns fladeso (quercetina, canferol, 3-
metilquercetina e 7,4-dimetilquercetina), que aiddéide mutagénica de flavondides esta
relacionada a presenca de grupos hidroxilas ligresC3 e C4 no anel B, de uma hidroxila
livre em C3 e de uma dupla ligacéo entre C2 e C3.

Estudos realizados por Ferreira e Vargas (1999) glamtas utilizadas na medicina
popular no sul do Brasil, indicaram que no ensam &. typhimuriumos extratos de
Myrciaria tenellaBerg (Myrtaceae)Smilax campestri§sriseb (Smilacaceae]ripodanthus
acutifolius Tiegh (Loranthaceae) €assia corymbos®8enth (Leguminosae), apresentaram
atividade mutagénica, provavelmente devido a pgssede flavondides, taninos e
antraquinonas nos extratos. Entre outras espéaeplahtas que apresentam atividade
mutagénica podem-se citar os estudos realizadoSauos et al. (2006) e Varanda (2006),
que avaliaram a atividade genotoxica dos extraéssfolhas e fracdes ricas em alcaloides e
flavondides em ensaios coi typhimuriume microndcleos. Os resultados mostraram que o
extrato metanodlico das folhas apresentou mutagidei positiva e foi capaz de induzir
micronucleos apos o tratamento agudo. Para Sattat (2006), os componentes desse
extrato induziram mutacdes génicas e quebras no.DNA

Os flavonadides e taninos, classes de metabolimsdarios vegetais sado reconhecidas
tanto por propriedades benéficas quanto prejudigi@ANTOS et al., 2006)

Os taninos sao descritos na literatura como corap@sim atividades antimutagénica



(DAUER et al., 2003), antioxidante (HASLAM, 199@ntitumoral (SALEEM et al., 2002),
dentre outras. Entretanto, esses polifenois, danadsrma que os flavondides, apresentam
potencial pro-oxidante (LABIENIEC; GABRYELAK; FAL@NI, 2003). De acordo com
esses autores, 0s taninos, na presenca de ionkcosetdeixam de ser antioxidantes e se
tornam pro-oxidantes, citotoxicos e genotoxicos.

Para Santos (2006), a presenca dos flavondidesiresapode explicar os resultados
positivos de mutagenicidade obtidos nos estudosaespéciesliconia cabucue Miconia
rubiginosa.Os taninos parecem de alguma forma colaborar cemnastagenicidade, agindo
como mutagénicos ou potencializando os efeitogldesnoides.

Outro mecanismo de toxicidade que pode envolveamigsos deve-se ao fato desses
complexarem-se com facilidade a ions metalicos.te®@s biologicos incluindo
microrganismos necessitam de ions metalicos confatotes enzimaticos. (SCALBERT,
1991)

Chung (1998) e Singh, Bhat e Sharma (2001) corsides taninos nutricionalmente
indesejaveis porque precipitam proteinas, inibeminggs digestivas e afetam a utilizacao e
vitaminas e minerais podendo, ainda, em alta cdragio, desenvolver cancer de bochecha e
esofago.

Contraditoriamente, a atividade anticarcinogénicavigenciada pelo mesmo autor
Chung (1998) e outros colaboradores, onde afirma@nog japoneses consomem o cha verde
em grandes quantidades diminuindo o risco de cayastrico, uma vez que o chd é rico em
acido tanico e outros polifendis. Entretanto, aindgerem que os taninos possam ter duplo
efeito: por um lado beneficiam a salde contra aimagénese devido a seu efeito
quimiopreventivo ou atividade antimicrobiana; pautro lado, estariam envolvidos na
formacgao de canceres, hepatotoxicidade ou efeitosusricionais.

Em contrapartida, em alguns estudos apresentatina,aalgumas espécies de plantas,
contendo entre outros componentes, taninos e ftages, sdo utilizadas popularmente no
tratamento de tumores. Entre as espécies destacamiaex daEuphorbia tirucalli, que
apresenta atividade farmacolégica como antibaceria(LIRIO; HERMANO;
FONTANILLA, 1998), antiherpético (BETANCUR-GALVIStel., 2002) e antimutagénico
(REZENDE et al., 2004). Relata-se atividade coinagénica (GSCWHENOT; HECKER,
1969) e anticarcinogénica (HECKER, 1968) e é wail@ na medicina popular como
coadjuvante no tratamento de tumores cancerosoé eapcerosos (LYMANN; ROBERT;
ROBERTO, 1988). No nordeste do Brasil, o latexeddirucalli é usado popularmente em
tumores de pele (CORREA, 1995; BETANCUR-GALVIS kt 2002). As cascas do caule da



Schinus terebinthifoliufkaddi, entre outros usos, sédo utilizadas empiecaenpara tratar
tumores. (ARAUJO et al., 2007)

As atividades d&enna occidentalisomo antioxidante, antitumoral, antimutagénica,
imunoestimulante e protetora da imunossupressabémanforam demonstradas por alguns
autores. (YEN; CHEN; DUH, 1998; SHARMA et al., 192®00; BIN-HAFEEZ; HAQUE;
RAISUDDIN, 2001)

Fernandes (2002), ao avaliar a relacdo entre a$ésdias que inibiam a expressao da
enzima ciclooxigenase e a atividade citocida ocostdttica em células tumorais, verificou que
0 extrato bruto d#. reticulataapresentava seletividade para algumas linhagerldias
tumorais e inibia o crescimento de algumas delademdo estar relacionada a inibicdo da
Cox-2. No mesmo estudo, o extrato bruto de acedatcetila daP. reticulata também
apresentou atividade antiproliferativa apesar deapiiesentar acdo antiinflamatéria.

Os resultados apresentados neste estudo quan@oaragagénica do EHPr e em
conjunto aos demais estudos citados anteriormegregam valor a espécie, incentivando,
assim, estudos mais complexos voltados a buscaldtéscias que atuem de alguma forma
Nnos processos anticancerigenos, ja que se apresgéa de induzir mutacdes no DNA de
células, podendo contribuir nas etapas de tratamdat tumores. O diferencial para a

preservacdo de uma determinada espécie vegetakptadano valor medicinal agregado.



7. CONCLUSAO

Avaliando os resultados em conjunto apresentadste mstudo, conclui-se que todos
os extratos de diferentes polaridadesPdaeticulataforam capazes de impedir o bloqueio
neuromuscularin vitro do veneno daBothrops jararacussude modo dependente da
concentracdo, sendo o EDM o que melhor represesgsa protecdo, seguido dos EHEX e
EAET, que apresentaram uma protecdo semelhanteEMET que apresentou um efeito
menos eficaz em comparacao aos demais extratos.

Esta ampla eficacia dos extratos revela-se promasigsara futuro fracionamento em
busca de elucidacdo estrutural, uma vez que onignitd de substancias puras € mais
facilmente obtido de extratos apolares.

O EDM foi, ainda, capaz de reduzir a mionecrosesada pelo veneno d&othrops
jararacussu

O fato do extrato hidroalcodlico d& reticulatater se mostrado mutagénico para as
linhagens deSalmonella typhimuriumTA98 e revelado indicios de mutagenicidade para
cepas TA97a e TA100 pode ser atribuido a presdm¢aninos na planta. Sugere-se que mais

estudosn vitro ein vivosejam realizados para se verificar seu potenctabaroral.
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ANEXO A

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA
UNIVAP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n.°A22/CEP/2008, sobre
“Estudo ampliado dos extratos da Plathymenia reticulata Benth contra os
efeitos do veneno da Bothrops jararacusssu’, sob a responsabilidade de
Yoko Oshima Franco, foi aprovado por esta Comissio de Etica em
Pesquisa por estar de acordo com os Principios Fticos seguindo as
Diretrizes Nacionais e Internacionais da pesquisa envolvendo animais.

Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo
de Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatorio das
atividades desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua

aprovagao.

Sdo José dos Campos, 15 de agosto de 2008.

Y/ Qisiino, Yoo dooug

PROFA. DRA. STELLA REGINA ZAMUNER

Presidente do Comité de Etica em Pesquisa

Universidade do Vale do Paraiba — Univap






