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Resumo

Introducao: Estudos farmacolégicos tém demonstrado que os extratos de algu-
mas plantas usadas na medicina tradicional possuem efeitos anti-inflamatérios,
antivirais e propriedades antiofidicas. Objetivo: Avaliar o efeito antiedematogé-
nico da planta V. scorpioides frente ao veneno Bothrops fonsecai (VBf) e da carrage-
nina. Métodos: Dividiram-se ratos Wistar em seis grupos com quatro animais.
O extrato hidroalcodlico de V. scorpioides (EHVs) foi colocado no bebedouro dos
animais por cinco dias consecutivos. No quinto dia, aplicaram-se veneno (0,25
pg/pata) ou carragenina (500 pg/pata) nos ratos, conforme os grupos de trata-
mento, sendo avaliado o efeito edematogénico por pletismografia, em diferentes
tempos. Resultados: A administracdo oral do EHVs, em ratos, reduziu significa-
tivamente o efeito edematogénico, na segunda e terceira hora, apés receberem o
VBf, e na aplicagdo da carragenina a redugdo ocorreu na terceira até a sexta hora.
Conclusao: A planta V. scorpioides pode ser uma alternativa, utilizada por via
oral, para controlar inflamagdes que impliquem em formacao de edema.

Descritores: Bothrops; Carragenina; Edema; Vernonia.

Abstract

Introduction: Pharmacological studies have shown that extracts of some plants
used in traditional medicine have anti-inflammatory, anti-viral and anti-ophidic
properties. Objective: To evaluate the anti-edematogenic effect of V. scorpioides
against Bothrops fonsecai venom (VBF) and carrageenan. Methods: Wistar rats
(n=24, 4 animals per group) were used. The hidroalcoolic extract of V. scorpioides
(EHVs) was placed into bottle of the animals for five consecutive days. On the
fifth day, the venom (0.25 mg / paw) or carrageenan (500 ng/paw) was injected
in the rats, according to the treatment group, and the edematogenic effect was
evaluated by plethysmography at different times. Results: Oral administration
of EHVs in rats significantly reduced the edematogenic effect at two and three
hours after VBF administration and three until six hours after carrageenan injec-
tion. Conclusion: V. scorpioides can be an alternative, used orally, to control the
inflammation that result in edema formation.

Key words: Bothrops; Carrageenan; Edema; Vernonia.



Introducéo

Estudos demonstraram

que os extratos e fra¢des de algumas plantas

farmacolégicos

usadas na medicina tradicional possuem pro-
priedades anti-inflamatdérias, antivirais e antio-
fidicas" %3, constituindo uma alternativa para o
tratamento de vdrias patologias.

Os acidentes causados por serpentes pe-
¢onhentas sdao ainda um problema de satide pt-
blica em regides tropicais do mundo, sendo as
serpentes responsaveis pelo maior nimero de
acidentes ofidicos, na América Latina, perten-
centes ao género Bothrops da familia Viperidae®.
No Brasil, aproximadamente 90% dos aciden-
tes ofidicos sdo provocados por animais desse
género, sendo também considerados os mais
agressivos’.

Os envenenamentos por acidente com ser-
pentes botrdpicas causam efeitos locais caracte-
rizados por dor forte, presenca de exsudato pu-
rulento, edema intenso, equimose com material
sero-sanguinolento e mionecrose®. Atualmente,
o tratamento utilizado na cura de um individuo
que sofreu um acidente causado por serpente
peconhenta é a soroterapia, terapia altamente
eficaz na neutralizagao de alteragdes sistémicas
em envenenamentos ofidicos; no entanto, a ad-
ministragdao de antivenenos ndo neutraliza os
efeitos locais, o que pode resultar em sequelas*’.
Por esse motivo, varias alternativas tém sido
propostas para minimizar os efeitos locais cau-
sados pelos venenos botrdpicos.

A fitoterapia tem sido utilizada como fer-
ramenta para minimizar os efeitos locais cau-
sados por veneno de serpentes" * 3. Diferentes
espécies de plantas estao sendo pesquisadas na
busca da neutralizacdo dos efeitos agudos dos
venenos de diferentes espécies de serpente e de
abelha®#1%1". Uma dessas espécies é a Vernonia
scorpioides (V. scorpioides), conhecida popular-
mente como “erva de Sdo Simao”, pertence a
familia Compositae, Asteraceae'?. Essa planta
apresenta propriedades antifiingicas' e cicatri-
zantes'. Na terapéutica popular, ela é utiliza-
da para tratar infec¢cdes do estdmago (tlceras),

edemas provocados por traumatismos e agentes
infecciosos, além disso, ela é usada também por
ter efeito sedativo!®. Dessa maneira, neste estu-
do, tem-se como objetivo analisar o efeito an-
tiedematogénico da planta Vernonia scorpioides
frente ao veneno de Bothrops fonsecai e ao agente
flogistico carragenina.

Material e métodos

Condi¢do ambiental

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

Veneno

O veneno de Bothrops fonsecai (VBf) foi ob-
tido por meio da extracdo manual de espécimes,
mantidas no viveiro do Serpentdrio do Centro
de Estudos da Natureza (CEN) da Univap. Apds
a extracdo o veneno foi liofilizado e mantido em
dissecador e posteriormente em geladeira a 4 °C.

Animais

Foram utilizados ratos da linhagem
Wistar, pesando entre 150 e 200 g, fornecidos
pelo Laboratério Anilab (Campinas, SP). Os ani-
mais foram mantidos em gaiolas apropriadas
em temperatura local controlada (22 °C a 28 °C),
monitorados diariamente recebendo dgua e ra-

¢ao ad libitum.

Protocolo de ética

Na condugao cientifica, foram aplica-
dos os principios éticos da experimentagao
animal de acordo com o Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e seguidas as
normas regulamentadas pela Lei 6.638/79 para
a Préatica Didatico-Cientifica da Vivissecgdo
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de Animais, apés aprovagao da pesquisa pelo
Comité de Ftica em Pesquisa (CEP) da Univap,
sob o protocolo aprovado n° A081/CEP/2007.

Protocolo de eutandsia

Os animais foram anestesiados com 5 mg/
kg de cloridrato de xilazina 2% (analgésico) a 75
mg/kg de cloridrato de ketamina (anestésico)
por via intraperitonial e, posteriormente, mortos
com administragdo intracardiaca de solugao de
KCl (cloreto de potassio) a 10%.

Preparo do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcoélico da planta V. scor-
pioides (EHVs) foi preparado da seguinte ma-
neira: coletaram-se V. scorpioides no viveiro de
plantas medicinais do Centro de Estudos da
Natureza (CEN) da Univap. Secaram-se as fo-
lhas a temperatura ambiente durante dez dias,
posteriormente, sendo colocada numa estufa
para esteriliza¢ao e secagem por mais um peri-
odo de dez dias. A desidratacdo total do mate-
rial foi finalizada a uma temperatura controlada
inferior a 40 °C. Apé6s a dessecacdo total, o ma-
terial foi moido em moinho elétrico de facas, e
o p6 obtido, pesado e acondicionado em frasco
ambar e mantido a temperatura ambiente em lo-
cal seco, arejado e sem iluminacdo, por aproxi-
madamente duas semanas.

O extrato fluido foi preparado em perco-
lador de aco inoxidavel com capacidade para
5000 ml, segundo o processo da Farmacopéia
Brasileira (1959), utilizou-se o p6 obtido acon-
dicionando-se 1360 ml de alcool etilico 70%. A
mistura permaneceu no percolador durante sete
dias, periodo em que foi feita a primeira extra-
¢do. Foi adicionada ao residuo a mesma quan-
tidade de alcool etilico (70%), sendo a mistura
agitada por mais trés dias, totalizando duas ex-
tragdes. O extrato fluido foi armazenado em ge-
ladeira por dois dias, iniciando-se o processo de
concentracdo por meio de um roto evaporador
Buchi R-114, com temperatura inferior a 60 °C e,
posteriormente, por uma bomba a vacuo.

Tratamentos

Os animais foram divididos em seis gru-
pos de acordo com os tratamentos realizados,
sendo o grupo 1: VBf; o 2: VBf + EHVs; o 3: VBf
+ dexametasona; o 4: carragenina; o 5: carrage-
nina + EHVs e o 6: carragenina + dexametaso-
na. Foi utilizado EHVs (1 g/kg), diluido em 70
ml de dgua, para cada animal. Os grupos foram
formados por quatro animais (n=4) cada. Foram
colocados 70 ml de 4gua ou extrato no bebedou-
ro dos ratos, por cinco dias consecutivos'. Ap6s
o quinto dia, foi feita a injecao intramuscular no
coxim plantar direito dos animais dos grupos
1, 2 e 3 com VBf (0,25 pg/pata) e nos ratos dos
grupos 4, 5 e 6 com carragenina (500 pg/pata).
A dexametasona (1 mg/kg, i.p.) foi injetada nos
animais uma hora antes de ter sido aplicado o
veneno no grupo 3 e a carragenina no grupo 6,
que foi utilizada como controle anti-inflamaté-
rio. O volume total injetado na pata dos animais
foi 50 pL, em todos os grupos. Na pata esquerda,
utilizada como controle, administrou-se a mes-
ma quantidade de solugdo salina a 0,9% também
em todos os ratos.

Avaliag¢do do edema de pata

O VBf (0,25 ng/pata) e a carragenina (500
pg/pata), dissolvidos em solugdo salina estéril,
foram injetados no coxim plantar de uma das
patas posteriores dos ratos componentes dos
grupos 1, 2, 3 e 4, 5, 6, respectivamente. A pata
contralateral (controle) de todos os animais re-
cebeu igual volume de solucdo salina estéril. O
volume das patas, medido até a articulacdo ti-
bio-tarsica, foi determinado antes da injecdao do
veneno ou da carragenina nos animais, de acor-
do com o grupo de tratamento, e nos seguintes
intervalos de tempo: 15 e 30 min, 1, 2, 4 e 6 ho-
ras, apOs a inje¢do do veneno ou da carragenina,
com o auxilio de um pletismégrafo, modelo 7140
Plethysmometer, Ugo Basile, Italy, de acordo
com o método descrito por Van Arman et al.’.
O edema foi expresso como a porcentagem de
aumento do volume da pata tratada em relagao a
pata controle, em cada intervalo de tempo.



Andlise histolégica

Apbés a ultima medida do edema podal, o
musculo plantar foi retirado e fixado em for-
mol 10% por um periodo de 24 horas. A amos-
tra foi lavada em 4dgua corrente por 15 minu-
tos antes de iniciar o processo de desidratacao
com éalcool etilico. Apdés a desidratagdo, foi
realizada a inclusdo definitiva em parafina.
Cortes transversais com 5 um de espessura fo-
ram realizados em micrétomo Leica RC 2135,
e montados sob lamina para microscopia. A
coloragdo foi feita com hematoxilina e eosina.
Os cortes histolégicos do musculo foram ana-
lisados em microscépio 6ptico (Nikon Eclipse
E200) Sistema Cool Pix 5400.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como mé-
dia * erro-padrao (E.P.M.). Foi empregada a ana-
lise de variancia (ANOVA), seguida por compa-
ragdes multiplas pelo método de Tukey. O nivel
de significancia adotado foi 0,05 (p < 0,05).

Resultados

Inibi¢cdo do edema induzido pelo VBf

A administracao do VBf (0,25 pg/pata),
nos ratos, causou um aumento significativo e
progressivo no volume podal dos animais. A
acao do VBf apresentou pico médximo na terceira
hora, com 39,29% de formacao de edema e redu-
¢do do volume da pata a partir desse momento
(Figura 1).

O tratamento com o EHVs causou uma re-
ducdo do edema significativa de 65,5% e 46,8%
na segunda e terceira hora, respectivamente,
da inje¢do do veneno na pata dos animais. Nos
tempos seguintes, ndo foram constatadas dife-
rencas significativas para a eficicia do EHVs
contra o VBf, conforme mostra a Figura 1. A
dexametasona causou uma diminuicdo ex-
pressiva na formagdo do edema da pata a par-
tir da segunda até a quarta hora da aplicacao
do veneno (Figura 1).

- VBf
50+ - VBf+HEVs
—— VBf + Dexametasona

T T T
120 180 240 360

Tempo (min)

LI} T
15 30 60

Figura 1: Efeito do EHVs no edema induzido
pelo VB{

Os animais foram tratados por cinco dias com
EHVs (1 g/kg). A dexametasona (1 mg/kg) foi
administrada (i.p) uma hora antes da injegcao

do veneno (0,25 pg/pata). O edema foi avaliado
por pletismografia apds a injecao do veneno e
expresso como aumento percentual do volume
em relagcao a pata controle. Os dados represen-
tam a média + E.P.M. de quatro animais. *p<0,05
em relagcao ao veneno (ANOVA).

Inibi¢cdo do edema induzido pela
carragenina

O grupo que recebeu injecdo de carrage-
nina (500 pg/pata) teve o pico maximo de ede-
ma podal no tempo de quatro horas apods essa
aplicacao, com 58,1% de aumento. Os animais
tratados com o HEVs mostraram uma redugéo
na formacdo de edema, nos tempos de 180, 240
e 360 minutos, apresentando respectivamente
53,9%, 40,1% e 68,6% de redugdo do edema po-
dal. A dexametasona foi capaz de reduzir o ede-
ma induzido pela carragenina a partir do tempo
de 120 min (Figura 2).

Andlise histolégica do musculo
plantar

A analise qualitativa da pata controle mos-
tra esse membro com aparéncia normal poligo-
nal, com nucleos periféricos, ndo apresentando
infiltrado de células inflamatérias e edema teci-
dual (Figura 3A). A analise histolégica do mis-
culo plantar dos ratos, apds receberem injecdo
do VBf (Figura 3B) ou da carragenina (Figura
3C), conforme o grupo de tratamento, revela que

49

SPOISDQ
SDIDUSL)



50

Efeito antiedematogénico da planta Vernonia scor

—o— Carragenina
—&- Carragenina + HEVs

80~ —4- Carragenina + Dexametasona

EDEMA (%)

Ot t T T T
15 30 60 120 180 240 360

Tempo (min)

Figura 2: Efeito do EHVs no edema induzido
pela carragenina

Os animais foram tratados por cinco dias com

o extrato (1 g/kg). A dexametasona (1 mg/kg) foi
administrada (i.p) uma hora antes da injecao da
carragenina (500 pg/pata). O edema foi avaliado
por pletismografia apds a injegao da carragenina
e expresso como aumento percentual do volume
em relacao a pata controle. Os dados represen-
tam a média + E.P.M. de quatro animais. *p<0,05
em relagao a carragenina (ANOVA).

as fibras estdo separadas, evidenciando a for-
macgao de edema. Observa-se uma melhora nos
animais tratados com o EHVs; no entanto, ainda
existe edema, mais visivel nas ldminas dos ani-
mais injetados com o VBf que nos ratos em que
se aplicou carragenina (Figura 3 D-E).

Discussdo

Os venenos de serpentes do género Bothrops
causam um quadro fisiopatolégico caracteriza-
do por reagdes locais imediatas, representadas
por edema, hemorragia e mionecrose, acompa-
nhados de dor intensa® V. Dentre tais efeitos,
destaca-se o edema, evento mais importante da
reagdo inflamatoéria causada pelo envenenamen-
to por serpentes desse género e confirmado nes-
te trabalho, apds aplicagdo intraplantar do VBf.

A planta V. scorpioides é utilizada na te-
rapéutica popular como sedativo, para tratar
infecgdes no estomago (tlceras), edemas provo-
cados por traumatismos e agentes infecciosos e
para tratamento de outras doengas, que, segun-

des frente ao 1

Figura 3: Demonstragédo histolégica do
musculo plantar de ratos

(A) Musculo injetado com solucgéo salina
(Controle); (B) Musculo injetado com VBf; (C)
Musculo injetado com carragenina; (D) Musculo
injetado com VBf e tratado com EHVs; (E)
Musculo injetado com carragenina e tratado com
EHVs. Edema (E). Aumento de 40x.

do a tradicdo popular, podem ser amenizadas
com seu uso por meio de infusdes ou chas'™.
Apesar do uso popular, os dados da literatura
sobre a sua eficicia, quanto a sua atividade anti-
inflamatoria, sdo escassos.

Neste estudo, o efeito do extrato hidroal-
codlico da planta V. scorpioides (EHVs) adminis-
trado por via oral, na concentracao de 1 g/kg di-
luido em 70 ml de dgua, ingerido durante cinco
dias foi investigado em modelo experimental in
vivo, avaliando-se o efeito anti-inflamatério do
EHVs em relagdo ao processo inflamatério cau-
sado pelo veneno da serpente Bothrops fonsecai e
o agente flogistico carragenina.

Os resultados demonstraram que o EHVs
na concentracdo de 1 g/kg, diluido em 70 ml de
agua e ingerido durante cinco dias, foi capaz de
reduzir significativamente o efeito edematogeé-
nico do veneno. Utilizando o mesmo modelo ex-
perimental e o veneno de B. jararacussu, Ticli et
al.’® estudaram a agdo do extrato metanoico da
Cordia verbenacea, demonstrando efeito antiede-
matogénico similar aos resultados encontrados
neste trabalho. Ainda, Pereira et al."*, usando o
extrato etandlico da B. portulacoides, obtiveram

ConScientiae Saude, 2012;11(1):46-52.



resultados semelhantes, tanto com o veneno
de B. jararacussu quanto com suas miotoxinas
isoladas. Nesse mesmo contexto, Borges et al.?
também evidenciaram a habilidade do extra-
to da Casearia sylvestris em inibir a atividade
edematogénica do veneno e da miotoxina II de
Bothrops moojeni. Ja foi demonstrado que vene-
nos botrépicos induzem a liberagdo de prosta-
glandinas, particularmente PGE,, e que esses
mediadores sdo fatores importantes para for-
macdo de edema' *, assim, é possivel sugerir
que o efeito antiedematogénico do EHVs diante
do VBf ocorra por inibicao da liberagao de pros-
taglandinas, uma hipdtese que precisa ser estu-
dada futuramente.

O modelo de edema de pata induzido por
carragenina é o modelo experimental de infla-
magdo aguda. A carragenina é o agente flogisti-
co de escolha para os testes anti-inflamatérios,
sendo conhecida por ser antigénica e desprovi-
da de efeitos sistémicos aparentes. Além disso,
o modelo experimental exibe um alto grau de
reprodutibilidade. O edema induzido por carra-
genina exibe uma resposta bifdsica. A primeira
fase é mediada pela liberacao de serotonina, his-
tamina e cininas, enquanto que a segunda fase é
relacionada com a liberagao de prostaglandina e
substancias de reacdo lenta com pico em trés ho-
ras?'. Os resultados neste estudo mostraram que
o EHVs inibiu 0 edema na segunda fase da infla-
magao induzida por carragenina, possivelmen-
te pela inibicdo de prostaglandinas. Ainda, em
trabalho realizado por Dreux*, a administracao
intraperitonial do extrato de V. scorpioides em ra-
tos apresentou efeito inibitério nos modelos ex-
perimentais de inflamagao aguda de edema de
pata induzido por carragenina e por histamina.

Conclusao

Neste estudo, demonstrou-se que o extra-
to hidroalcodlico da planta V. scorpioides possui
propriedades anti-inflamatérias. Assim, a plan-
ta V. scorpioides pode vir a ser uma droga ativa

utilizada por via oral para controlar a inflama-

¢do que implique em formacdo de edema.
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