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RESUMO

CREMONEZ, C.M. Estudo da acao antiofidica do extrato das folhas e do suco
de graviola (Annona muricata) no envenenamento por Lachesis muta
rhombeata. 2011. 76p. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto,
2011.

O envenenamento humano por Lachesis, embora pouco freqlente, é bastante
severo, caracterizado por pronunciado dano tecidual local e efeitos sistémicos, como
hipotensdo e bradicardia, tonturas, nauseas, colicas abdominais e diarréia. A
soroterapia € uUnica terapia especifica disponivel. Entretanto, para muitas plantas é
atribuida acao antiofidica. No Norte e Nordeste brasileiro, o suco da fruta (SAm) e o
extrato aquoso de folhas (EFAm) de graviola (Annona muricata) sao
freqientemente usados pela populagdo local para tratar o envenenamento por
Lachesis muta rhombeata. O objetivo deste estudo foi avaliar a letalidade, as
alteracbes de parametros hematolégicos, bioquimicos, de pressao arterial e
processo inflamatério induzidos pela peconha de L. m. rhombeata (PLmr), bem
como a relevancia do tratamento com EFAm e SAm no envenenamento. O perfil
hematoldégico mostra uma hemoconcentracao inicial seguida de extensa hemdlise,
evidenciada pela reducdao do hematocrito, hemoglobina total e contagem global de
eritrécitos, ndo alterado pelos tratamentos. A contagem diferencial de leucdcitos
revela neutrofilia nas primeiras horas de envenenamento e aumento de linfécitos 24h
apds a injecdo da peconha, caracteristicas de processo inflamatério agudo, nao
influenciado pelos tratamentos. Houve diminuicdo de albumina e proteinas totais e
aumento de uréia, decorrentes do envenenamento. Os valores de AST foram ainda
maiores nos animais tratados, mas os aumentos de CK foram reduzidos pelos
tratamentos com EFAm e SAm. Houve aumento de TP e TTPA na primeira hora, e
diminuicdo da pressédo arterial tempo dependente no envenenamento. O suco
intensificou a queda da presséo. Foi observado aumento de IL-6 nas primeiras horas
de envenenamento e alteracbes das proteinas plasmaticas caracteristicas de
processo inflamatério agudo, como esperado em casos de envenenamento. O
ensaio de letalidade revela DLsy de 51,0 + 6,3 mg/kg, para o grupo injetados com a
peconha e sem tratamento; de 56,3 + 8,5 mg/kg, para o grupo injetado com a
peconha e tratado com SAm e de 62,2 £ 6,8 mg/kg, para o grupo injetado com a
peconha e tratado com EFAm. Concluindo, o quadro clinico do envenenamento
laguético foi bem analisado, que era o objetivo principal do trabalho. Avaliou-se
também a eficiéncia do uso popular da graviola (A. muricata) nos acidentes ofidicos
com a serpente L. m. rhombeata. De forma geral, os tratamentos com EFAmM e com
SAm nao alteram de forma relevante o quadro clinico do envenenamento, como
observado pelos valores semelhantes de DLsy. Entretanto, o tratamento com suco
parece agravar a hipotensao causada pelo envenenamento e provocar um aumento
significativo das transaminases hepaticas. Por outro lado, é possivel notar nos
animais tratados menores alteracdes da hemostasia, bem como uma possivel
protecdo contra a miotoxicidade da peconha.

Palavras- chave: Lachesis muta rhombeata, envenenamento, acao antiofidica,
graviola, Annona muricata.
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ABSTRACT

CREMONEZ, C.M. Study of the antiophidic action of the leaves extract and the
juice of soursop (Annona muricata) on Lachesis muta rhombeata
envenomation. 2011. 76p. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto,
2011.

The human envenomation by Lachesis, although rare, is quite severe, characterized
by pronounced local tissue damage and systemic effects, such as hypotension and
bradycardia, dizziness, nausea, abdominal cramps and diarrhea. The only specific
therapy available is the serum therapy. However, for many plants is attributed
antiophidic action. In North and Northeast Brazil, the fruit juice and the aqueous
extract of leaves of soursop (Annona muricata) are often used by local population to
treat Lachesis muta rhombeata envenomation. The aim of this study was evaluate
the lethality, hematological, biochemical, blood pressure, and inflammation
parameters induced by L. m. rhombeata snake venom, as well as the relevance of
treatment with fruit juice and the aqueous extract of leaves of soursop. The
hematological parameters shows an initial hemoconcentration followed by extensive
hemolysis, as evidenced by decreased hematocrit, total hemoglobin and total red
blood cells count, which were not altered by the treatments. The leukocytes
differential count revealed neutrophilia in the early hours after the envenomation and
increased lymphocytes 24h after the injection of L. m. rhombeata venom,
characteristics of acute inflammatory process, which were not influenced by
treatments. There was a decrease of albumin and total proteins and urea increased
as a result of the envenomation. The AST concentration were still higher in treated
animals, although the increases in CK values were reduced by treatments with
leaves extract and soursop juice. There was an increase of prothrombin time and
activated partial thromboplastin time during the first hour, and there were time
dependent decrease of the blood pressure after the envenomation. The juice
intensified the pressure decrease. An increase of IL-6 was observed in the early
hours after the envenomation, as well as changes in the profile of plasmatic proteins,
characteristic of acute inflammatory process, as expected in cases of snake bite. The
lethality assay reveals LDsq of 51,0 £ 6,3 mg / kg for the group injected with venom
without treatment; 48,3 + 8,6 mg /kg for the group injected with venom and treated
with juice of A. muricata; and 62,2 + 6,8 mg/kg for the group injected with venom and
treated with leaves extract of A. muricata. In conclusion, the clinical profile of L. m.
rhmobeata envenomation was well analyzed, the main goal of this work. The
efficiency of the popular use of soursop on envenomation by L. m. rhombeata snakes
was also evaluated. In general, treatments with extracts of leaves and soursop juice
do not significantly modify the clinical profile of the envenomation, as observed by
similar LDsq values. However, treatment with juice seems to worsen the hypotension
caused by envenomation and induce a significant increase in AST levels. On the
other hand, there are lower changes in hemostasis on treated animals, as well as a
possible protection against the myotoxicity of the venom.

Key-words: Lachesis muta rhombeata, envenomation, antiophidic action, soursop,
Annona muricata.
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1. INTRODUGCAO

1.1. ENVENENAMENTO
Os animais peconhentos tais como serpentes, abelhas, aranhas, escopides e

outros, sdo aqueles capazes de produzir e inocular substancias téxicas. As
peconhas de serpentes possuem inimeras propriedades bioquimicas, funcionais e
estruturais. Sao constituidas por uma variedade grande de toxinas, que incluem:
neurotoxinas, citotoxinas, cardiotoxinas, proteases, desintegrinas e peptideos, que
atuam por diferentes mecanismos na paralisia, morte e digestao da presa (MATSUI
et al., 2000; MEBS, 2001).

As serpentes estao distribuidas por quase todos os ambientes terrestres. Ha
aproximadamente 2900 espécies de serpentes no mundo, distribuidas em 465
géneros e 20 familias, sendo que apenas 410 sdo consideradas peconhentas e
classificadas de acordo com suas caracteristicas morfolégicas em quatro familias:
Viperidae, Elapidae, Hydrophiidae e Colubridae(FUNASA, 2001). No Brasil,
encontramos representantes das familias Viperidae e Elapidae, sendo que 32
serpentes pertencem ao género Bothrops, seis ao género Crotalus e dois ao género
Lachesis (familia Viperidae) e 29 ao género Micrurus (familia Elapidae). O
envenenamento por estas serpentes causa disturbios que afetam o sistema de
coagulacado sanguinea, induzem hemorragia, edema e necrose local (FUNASA,
2001).

O género Lachesis inclui uma unica espécie, Lachesis muta (Linnaeus),
distribuida na América Central e América do Sul, da Nicardgua ao Brasil
(CAMPBELL e LAMAR, 1989). Quatro subespécies sao atualmente reconhecidas: L.
m. stenophrys, distribuidas na vertente atlantica da Nicaragua, costa Rica e Panama
e em algumas regides do Pacifico da Colémbia; L. m. melanocephala, restrita a
regido do Pacifico sul da Costa Rica; L. m. muta, distribuidas em florestas tropicais
da Colémbia, Venezuela, Guianas, Suriname, Peru, Equador e Brasil; e L. m.
rhombeata, confinadas a algumas areas da floresta tropical da regido atrlantica do
Brasil (CAMPBELL e LAMAR, 1989). Um estudo recente baseado em sequéncias
moleculares de DNA mitocondrial, Zamudio e Greene (1997) propde que as
populacées de Lachesis muta sejam classificadas em trés diferentes espécies: L.

stenophrys e L. melanocephala na América Central, e L. muta na América do Sul.
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Envenenamentos por serpentes sdo eventos comuns em paises tropicais e
subtropicais. Cerca de 20.000 acidentes ofidicos acontecem por ano no Brasil.
Destes casos 0,4% chegam a ébito, sendo em sua maioria atribuidos ao género
Bothrops (90,5%; 0,31% de letalidade), seguido dos géneros Crotalus (7,7%; 1,87%
de letalidade), Lachesis (1,4%; 0,95% de letalidade) e Micrurus (0,4%; 0,36% de
letalidade) (FUNASA, 2001). Ocorrem principalmente em zonas rurais e estao
relacionados com o aumento da atividade humana no campo e com fatores
climaticos. Embora represente apenas 1,4 % dos envenenamentos, o numero de
mortes por envenenamento laquético é bastante relevante (FUNASA, 2001; PINHO
& PEREIRA, 2001).

As Lachesis muta sao as maiores serpentes peconhentas da América Latina,
atingindo 3,0 a 3,5 m de comprimento. Sdo denominadas popularmente de Surucucu
(do indigena brasileiro nativo Tupi-Guarani Suu’-u-u, cobra que da muitas mordidas,
muitos ataques), surucucu pico-de-jaca, e surucutinga (STEPHANO et al., 2005).

A subespécie Lachesis muta rhombeata foi considerada “em extingdo”, em
1989 pela lista oficial do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente, IBAMA, e hoje é
considerada “vulneravel” pela International Union for the Conservation of Nature
(SOUZA, 2006).

Figura 1. Lachesis muta rhombeata. Fonte: Laboratério de Toxinas Animais

Manifestacoes clinicas de envenenamento por animais peg¢onhentos sao
distintas, com excecdao das serpentes do género Bothrops e Lachesis, que
apresentam inumeras similaridades. O envenenamento laquético é caracterizado por

lesdes locais, dor, edema e hemorragia, coagulopatias, miotoxicidade e intensa
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inflamacao local. A peconha possui também acao neurotoxica evidenciada pelos
sintomas vagomiméticos tais como sudorese, ndusea, vomito, colicas abdominais,
diarréia, hipotensao e bradicardia (CARDOSO et al.,, 2003; JORGE et al.,, 1997;
PARDAL et al., 2004; MELLOR & ARVIN, 1996).

Alguns autores acreditam que a sintomatologia vagomimética precoce do
envenenamento por Lachesis muta, pode ser usada como um diagnéstico diferencial
entre 0 envenenamento botrdpico e laquético, pois sdo raros 0s casos onde 0O
paciente consegue trazer o animal causador (CARDOSO et al., 2003).

Em roedores de laboratério e em ensaios in vitro, a peg¢onha de L. m. Muta
apresenta atividade hemorragica, necrotizante, defibrinogenante, coagulante,
proteolitica e formadora de edema. A peconha é rica em enzimas proteoliticas que
sao responsaveis por efeitos locais severos (JORGE et al.,, 1997). Os efeitos
hemostaticos sdo atribuidos as alfa-fibrinogenases, ativas sobre o fator Xlll da
cascata de coagulagcdo (MAGALHAES et al., 1981; YARLEQUE et al., 1989), e as
metaloproteases hemorragicas, LHF-1 e LHF-1I (SANCHEZ et al., 1987, 1991, 1995a,
1995b, 2003). Lectinas-C e proteinas tipo lectina-C causam hemaglutinacdo e
agregacao plaquetaria (LIMA, et al., 2009; JORGE et al., 1997). A peconha também
contém enzimas tipo-trombina, que induzem o consumo de fibrinogénio
(HERMOGENES et al., 2006, WEINBERG et al., 2004; MAGALHAES et al., 2003;
FELICORI et al., 2003; AGUIAR et al., 1996), cininogenases acidicas, uma
serinopreotease, que causa hipotensdo em animais, através da liberagao de cininas
do cininogénio plasmatico e que poderiam ser responsaveis pelos mesmos efeitos
em pacientes humanos, e talvez responsavel por algumas das manifestacdes da
estimulacdo do sistema nervoso autonomico como vOmito, diarréia, sudorese,
hipersalivacdo e bradicardia observada em vitimas humanas (JORGE et al., 1997;
DINIZ e OLIVEIRA,1992; WEINBERG et al., 2004). Também é demonstrada
atividade tipo-Giroxina (toxina isolada da pegonha de Crotalus terrificus durissus
com atividade hipotensiva e neurotoxica) na peconha de Lachesis muta (JORGE et
al., 1997). Outros componentes da peconha inclui a L-Aminoacido Oxidase (JORGE
et al., 1997), peptideos potenciadores de bradicinina (SOARES et al., 2005; SANZ et
al., 2008), fosfolipases A, (FULLY et al., 2000 e 2002; DAMICO et al., 2005a e
2005b, além das outros componentes, enzimas e proteases descritas acima.

Uma revisdo de 20 casos de mordidas em humanos atribuidas a Lachesis

muta da Costa Rica, Guiana Francesa, Brasil, Coldbmbia e Venezuela confirmam a
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sindrome de nausea, vémito, célica abdominal, diarréia, sudorese, hipotenséo,
bradicardia e choque (sindrome vagal), ndo observadas em vitimas de outras
serpentes americanas. (JORGE et al., 1997).

A sindome hemorragica observada no envenenamento laquético é resultado
de danos microvasculares causados por metaloproteases, coagulopatias causadas
por serinoproteases e pela inibicdo da agregacao plaquetaria pelas fosfolipases A..
O quadro hemolitico é principalmente atribuido as fosfolipases A.. O efeito
hemaglutinante, agregacdo plaquetaria, inibicdo de trombina e hipotensor sao
atribuidos também as lectinas-C e proteinas tipo lectina-C (LIMA et al., 2009).

A acdo miotoxica é atribuida a acao das fosfolipases e, indiretamente, as
metaloproteases, que contribuem para a miotoxicidade da peconha devido a
isquemia local causada pelos danos microvasculares, levando a morte celular da
fibra muscular (LIMA, et al., 2009).

O edema local €& devido a intensa inflamacdo local, promovida por
metaloproteases e fosfolipases A.. (LIMA, et al., 2009). A peconha de L. m. muta
também possui atividade tipo cinina, o que pode explicar alguns dos sinais
neurotdxicos da peconha (DINIZ e OLIVEIRA,1992; WEINBERG et al., 2004).

Um estudo comparativo realizado por OTERO et al. (1998) avaliou varias
atividades da peconha de 3 subespécies de Lachesis muta (L. m. stenophrys, L. m.
muta e L. m. rhombeata) do Brasil, Coldbmbia e Costa Rica. Todas as peconhas
induziram efeitos letais (DLso de aproximadamente 100 ug/camundongo, por via i.p.),
hemorragico, edematogénico, miotéxico, coagulante e defibrinante. Mostraram
também atividade proteolitica e hemolitica indireta.

Complicacdes decorrentes do envenenamento podem aparecer na forma de
insuficiéncia renal, infeccdes secundarias e necrose, que podem levar a
necessidade de amputacao do membro afetado ou ao déficit funcional do mesmo.

A literatura é escassa em dados referentes a andlises bioquimicas e
hematol6gicas em envenenamentos por L. muta. Em relato de dois casos,
acompanhados pelo Dr. Rodrigo C. G de Souza (2008), a analise de tempo de
coagulacao foi realizada durante o epis6dio agudo, mostrando que o0 sangue torna-
se incoagulavel. Pardal et al. (2004), um relato de caso de envenenamento por
Lachesis muta, determinam o hematdcrito, hemoglobina total, creatinina e uréia

antes da terapia antiveneno, porém 26 h apdés o acidente laquético. Jorge e cols
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(1997) fizeram um estudo mais amplo sobre o envenenamento, realizando a
analises bioquimicas (creatinina, CK, AST, glicose, TP e TTPA) e hematoldgicas
(contagem global de eritrécitos, hematdcrito, hemoglobina total, VCM, HCM, CHCM,
contagem global e diferencial de leucdcitos) duas horas ap6s o acidente ofidico
(momento da admissdo do paciente na unidade de saude) e 24h apds a infusédo do
soro antiveneno.

O envenenamento por serpentes requer atendimento médico de emergéncia,
e sempre que possivel, os seguintes exames laboratoriais deveriam ser pedidos, até
mesmo para auxilio diagndstico: hemograma completo, tempo de coagulagéo, TP e
TTPA, produtos de degradacéao do fibrinogénio/fibrina (PDF), alfa-antiplasmina, uréia

e creatinina. Monitorizacao cardiaca é também fundamental.

1.2. TRATAMENTO
Hoje, a Unica terapia especifica disponivel para os envenenamentos por

serpentes é a soroterapia. Sua eficiéncia esta relacionada principalmente com a
quantidade de peconha injetada e com o tempo decorrido entre 0 acidente e o inicio
do tratamento (FRANCA, 1998). Entretanto, apesar do soro ser a Unica terapia
aceita para estes envenenamentos, seu uso esta vinculado a existéncia de sistemas
de atencdo médica estruturados. Portanto, as populacdes de localidades remotas se
véem compelidas a buscar terapias alternativas devido as dificuldade de acesso a
este tratamento especifico.

Apesar do sucesso da soroterapia, a mesma apresenta alguns
inconvenientes: (1) limitagdo do acesso ao soro antiofidico em areas rurais de
paises em desenvolvimento, onde ocorre a maioria dos acidentes; (2) variacdes
significativas na composicdo da peconha e a reatividade antigénica, devido a
diversidade taxondmica e geografica das serpentes, o que pode levar a sérias
limitacbes clinicas durante a soroterapia; (3) reacGes adversas no paciente
acidentado devido a infusdo de proteinas de origem animal, que podem ser divididas
em reacgoes precoce (reagdes anafilactoides, como urticarias, vomitos, cdlicas,
obstrucdo das vias aéreas por edema de laringe, hipotensdo e choque) e reacdes
tardias (“doenca do soro”, hipersensibilidade tipo Ill, caracterizada por febre baixa,
urticarias generalizada, artralgias, edema periarticular, linfadenopatia e proteinuria);
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(4) limitagdo da soroterapia quanto ao dano tecidual local causado pelo
envenenamento (CARDOSO et al., 2003; SOARES et al., 2005).

A peconha de Lachesis muta apresenta a menor capacidade de indugédo de
anticorpo em cavalos, quando comparada com a de outras peconhas. Por exemplo,
0 soro antibotrdpico neutraliza o equivalente a 180 vezes a LDs, para a peconha de
Bothrops; o soro anticrotalico neutraliza 250 LDsg desta peconha, enquanto o soro
antilaquético neutraliza sé cinco LDsy da peconha de Lachesis muta. Esta baixa
antigenicidade é pelo menos em parte, consequéncia da presenca de componentes
imunossupressores na peconha de L. muta (STEPHANO et al., 2005).

As semelhancas entre os envenenamentos botropico e laquético e a mesma
distribuicao geografica de ambos o0s géneros, leva a producédo e administracdo do
soro polivalente (poliespecifico), que tem a propriedade de neutralizar efeitos
induzidos pelos diferentes peconhas. Embora a utilizagcdo desses soros seja uma
decisdo correta, ela implica em uma série de desvantagens. O soro polivalente é
menos eficaz quando comparado ao soro monovalente. A imunizacdo de animais
com diferentes tipos de peconha pode provocar: (1) producdo de anticorpos
predominantemente contra a peconha de uma das espécies, ou (2) reducdo da
quantidade de anticorpos produzida devido a componentes com atividade
imunossupressora (Crotalus durissus terrificus e Lachesis muta muta) (CARDOSO et
al., 2003).

O envenenamento humano por Lachesis muta, embora pouco frequente, é
bastante severo, devido a grande quantidade de pegonha injetada, e é caracterizado
por pronunciado dano tecidual local e deficiéncias organicas sistémicas, tais como
hipotens&o arterial, tonturas, escurecimento da visdo, bradicardia, espasmos
abdominais e diarréia. A soroterapia apesar de ser a terapia de escolha, esta restrita
as regides que dispéem de centros de saude estruturados e carrega consigo uma
série de desvantagens. Adicionalmente, o fato da peconha de L. muta apresentar
baixa antigenicidade, o que resulta na producdo de soro antilaquético com baixa
capacidade de neutralizagdo de suas toxinas, torna ainda mais relevante a busca
por tratamentos alternativos e complementares ao uso de soro antilaquético. Estes
fatos justificam a busca de novos compostos que possam atuar como coadjuvantes

no tratamento de envenenamentos e estejam disponiveis em quaisquer localidades.



Introdugéo 7

1.3. PLANTAS COM PROPRIEDADES ANTIOFIDICAS
A procura por novos compostos farmacologicamente ativos obtidos de fontes

naturais, como extratos de plantas, levou a descoberta de muitas drogas
clinicamente Uteis, que desempenham papéis relevantes no tratamento de diversas
doencas (SHU, 1998). A busca de plantas empregadas para a manutencdo ou
restauracdo da saude humana nos conhecimentos populares € frequente, visto que
essas informacbes podem indicar as plantas com maior probabilidade de possuir
principios ativos com a agao esperada.

As plantas medicinais oferecem importante fonte de compostos capazes de
auxiliar diretamente no tratamento em acidentes com animais peconhentos, ou
indiretamente, como complemento da soroterapia convencional. O uso de extratos
de plantas como antidoto contra peconha é uma antiga opg¢do para muitas
comunidades que carecem de rapido acesso a soroterapia, em regides remotas.

O tempo transcorrido entre o acidente ofidico e o tratamento, € determinante
para a eficacia soro antiofidico de neutralizar os efeitos do envenenamento, quanto
maior o tempo decorrido, menor a eficacia do soro, consequentemente, os extratos
vegetais se tornam uma opcao alternativa promissora como complemento a
soroterapia, e até mesmo Unico, quando o tratamento convencional ndo é
prontamente disponivel (SOARES et al., 2005 e 2009).

Muitos sdo os vegetais aos quais se atribuem acao antiveneno. De modo geral, a
fitoterapia antiveneno esta baseada em dados informais, havendo necessidade de
uma avaliacao critica sobre sua real eficacia (CARDOSO et al., 2003).

Um numero grande de plantas antiofidicas tem sido estudado na procura e
caracterizacao de substancias biologicamente ativas capazes de neutralizar diversos
efeitos locais e sistémicos provocados pelas peconhas animais (MORS et al., 2000).

Ha diversos estudos demonstrando que a flora brasileira possui uma ampla
variedade de plantas medicinais com potencial antiofidico que podem ser utilizadas
no futuro como drogas ou como modelo para o desenvolvimento de drogas de
interesse médico-cientifico. Mors e cols. (2000) citam 104 plantas indicadas pela
medicina popular com agao antiofidica. Martz (1992) lista em seu trabalho algumas
plantas com atividades antiofidicas in vivo e in vitro, excluindo do mesmo as plantas
envolvidas em rituais xamanisticos e tratamento Ayurvedico, por haver comprovacao
cientifica ou investigacao sistematica a respeito destas plantas. Entre as plantas
descrita por ele podemos citar Diodia scanderas, Aradrographis paniculata
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(Acanthaceae), Phylanthus klotzschianus (Euphorbiaceae), Casearia sylvestris
(Flacourtiaceae), Apoleia leiocarpa (Leguminosae), Periandra pujalu e Periandra
mediterranea (Papilionideae), Picrasma quassioides (Simaroubaceae), Colocasia
esculenta (Aracese). Compostos naturais também sédo popularmente utilizados na
China em acidentes ofidicos, como Yunnan, composto por Dactylis scadens
(Graminese), Clerodendron yunanens (Verbenaceae), Oldenladia diffusa
(Rubiaceae), Polygonum cuspidatum (Polygonaoeae), Brunella vulgaris (Labiatae),
Lobelia chinensis (Lobeliaceae), Hottonia cordata (Scrophulariaceae), Polygonum
porfoliatum (Polygonaoeae), Gentiana rigescens (Gentianaceae), Rubia condifolia
(Rubiaceae) e Imperata cylindrica (Graminese); e Guangdong, composto por
Passiflora cochinchinensis (Passifloraceae) e Citrus grandis (Rutaceae).

Otero e colaboradores (2000a, b, c) descreveram uma lista de diversas plantas
coletadas na Colémbia. Popularmente, 60% dos acidentes ofidicos s&o tratados por
plantas preparadas por “curandeiros” de comunidades rurais, preparadas por
infusdo, decoccdo ou maceracdo e administradas por via oral ou administrada
diretamente sobre o local da picada.

Diversos autores relatam a acao antiofidica de plantas e substancias isoladas
como: ar- tumerone de Curcuma longa (FERREIRA et al., 1992), fracao HI-RVIF de
Salsaparrilha indicus (ALAM et al., 1994), wedelolactona, estigmasterol e sitosterol
isolados da Eclipta prostrata (MELO et al., 1994, MARTZ, 1992), bredemeyrosideo
B isolado de Bredemeyera floribunda (DAROS et al.,, 1996), extrato aquoso de
Peschiera fuchsiaefolia (BATINA, 1996; BATINA et al., 1997 e 2000) hoje
reclassificada como Tabernaemontana catharinensis e Annona crassifora
(WEINBERG et al., 1993)

Na regiao da Mata Atlantica do Norte e Nordeste brasileiro, o suco da fruta e o
extrato aquoso de folhas de gravioleira (Annona muricata) sdo frequentemente
usados pela populacéo local para tratar o envenenamento por mordida de surucucu
(Lachesis muta rhombeata).



Introducéo 9

Figura 2. Gravioleira (Annona muricata, Familia Annonaceae).

Fonte: Laboratério de Toxinas Animais.

Graviola (Annona muricata L., familia Annonaceae ) tem uma longa e rica histéria
de uso em medicina herbéria, bem como de uso indigena. Sao atribuidos diferentes
propriedades e usos as partes da arvore. Nos Andes Peruanos o cha das folhas é
usado como expectorante e as sementes amassadas contra parasitas intestinais. Na
Amazénia Peruana a casca, folhas e raizes sao utilizadas como antiespasmético,
sedativo e no tratamento de diabetes. Tribos indigenas das Guianas usam como
tébnico cardiaco e como sedativo o cha das folhas ou da casca. Na Amazénia
brasileira, o cha de folha de Annona muricata é usado para problemas do figado, e o
6leo das folhas e da fruta verde & misturado com azeite de oliva e usado para
neuralgia, reumatismo e dor de artrite. Na Jamaica e Haiti o fruto ou suco do fruto de
Annona muricata é usado para combater febre, diarréia, como antiparasitario e como
lactagogo. A casca e as folhas sdo usadas como antiespasmatico, sedativo e para
cardiopatias, para gripes, resfriados, dificuldades durante o parto, asma e
hipertensdo (TAYLOR, 2006).

Muitos compostos bioativos e fitoquimicos tém sido descobertos na graviola,
conforme os cientistas véem estudando desde 1940. Muitos de seus usos em
medicina popular foram validados por pesquisa cientifica. Diversos estudos
conduzidos por diferentes pesquisadores demonstraram que a casca bem como as
folhas de Annona muricata possui atividade hipotensora, antiespasmobtica,
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anticonvulsivante, vasodilatadora, relaxante da musculatura esquelética lisa e
atividade cardiodepressora em animais (TAYLOR, 2006).

Sabe-se que embora o produto seja de origem natural, isso nao significa que o
mesmo é livre de efeitos adversos, pois ndo se conhecem a fundo a toxicidade da
planta como um todo. Devido as atividades farmacolégicas encontradas, o uso de
graviola ndo é recomendado durante a gravidez, pois foi demonstrado em ratos
aumento da estimulacao uterina; também se deve evitar o uso de graviola por
pessoas com hipotensao, pois a planta demonstrou cientificamente efeito hipotensor,
vasodilatador e cardiodepressor em estudos com animais, 0 que poderia agravar o
quadro de hipotensao do individuo (TAYLOR, 2006). Em estudo conduzido em ratos
onde foi administrado via intragastrica extrato da casca da planta houve aumento
nas concentracbes de dopamina, norepinefrina, aumento da atividade da
monoamino-oxidase, bem como a inibicdo da liberacdo de serotonina. Por este
motivo é contra indicado a combinacao do uso de graviola com inibidores da enzima
MAO e outros antidepressivos (TAYLOR, 2006).

Os estudos fitoquimicos e farmacol6gicos em espécies da familia Annonaceae
intensificaram-se nos ultimos 15 anos devido a descoberta de acetogeninas, uma
classe de compostos naturais, caracterizado por cadeia alifatica longa contendo na
regido terminal o grupo metil substituido por uma y-lactona insaturada e um ou dois
anéis de tetrahidrofurano, algumas vezes substituido por anéis epo6xi e/ou duplas
ligacbes (GLEYE et al., 1997), e que apresentam uma grande variedade de
atividades bioldgicas.

As acetogeninas de anonaceos sao potentes agentes citotéxicos, principalmente
como inseticidas, fungicida, herbicida, pesticida bem como composto antitumoral. Na
década de 1990 foi notada a habilidade destas acetogeninas de inibir a respiracéao
mitocondrial, o que foi confirmado anos depois. A principal agdo das acetogeninas é
inibir a respiragcdo mitocondrial no Complexo-1, etapa limitante da producdo de
energia pela mitocondria (ZAFRA-POLO et al., 1998).

As acetogeninas também possuem atividades anti-helmintica, antitumoral (ZENG
et al., 1995; ALALI et al., 1999; KIM et al., 1998), antibacteriana contra as cepas B.
subtilis e S. aureus (TAKAHASHI et al., 2006), moluscicida (SANTOS e SANT ANA,
2001) e atividade antiprotozodria contra trés espécies de Leishmania, T. cruzi e
Plasmodium falciparum (OSORIO et al., 2007). Além disso, estes compostos tém

despertado interesse devido sua atividade imunossupressora e capacidade para
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inibir replicagdo de HIV em células H9 linfociticas (CHANG et al., 1998; QUEIROZ et
al., 1999). Ha evidencias de efeito citotoxico em células infectadas com o virus
Herpes simplex (PADMA et al., 1998).

O Dr. Rodrigo C. G. de Souza, médico e diretor da Fundagao Hospital de ltacaré
- BA, constatou que praticamente todos os pacientes que chegam ao hospital para
se tratarem do envenenamento por Lachesis muta, ja consumiram 0 Suco e/ou o
extrato da folha de Annona muricata (informagao pessoal). E grande a preocupagéo
com envenenamento por animais pegonhentos, principalmente em paises tropicais
em pleno desenvolvimento sécio- econdmico, onde os recursos de producao e
distribuicdo de soros antivenenos sdo limitados, a busca por métodos alternativos
para minimizar, modificar ou retardar a acao da peconha é constante e promissora.

Este uso popular tdo intenso da graviola em casos de envenenamento por

Lachesis muta motivou o desenvolvimento deste trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a letalidade, as alteracoes hematolbgicas, bioquimicas e de pressao

arterial, bem como o processo inflamatério induzidos pela pegonha da serpente

Lachesis muta rhombeata (PLmr). Adicionalmente, analisar a relevancia do extrato

de

folhas (EFAm) e do suco (SAm) da graviola (Annona muricata), planta

popularmente utilizada como antiveneno natural na regidao Nordeste do Brasil, no

tratamento do envenenamento por surucucu.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a letalidade da pegonha de L. m. rhombeata e o efeito do tratamento com
0 extrato das folhas e o suco de Annona muricata sobre a dose letal 50% (DLsyp).
Analisar as alteracbes em parametros hematolégicos (contagem global de
eritrocitos, hematécrito, hemoglobina total, indices eritrocitométricos, contagem
global e diferencial de leucécitos) e hemostaticos (Tempo de Protrombina- TP,
Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada- TTPA) induzidas pelo
envenenamento.

Analisar os efeitos dos tratamentos com extrato das folhas e suco de Annona
muricata sobre as alteracdes observadas nos pardmetros hematologicos.
Analisar as alteragdes em parametros bioquimicos (Glicose, Proteinas totais,
Albumina, AST, Uréia, Creatinina e CK) induzidas pelo envenenamento

Analisar os efeitos dos tratamentos com extrato das folhas e suco de Annona
muricata sobre as alteragdes observadas nos parametros bioquimicos.

Avaliar as alteracdes pressoricas em ratos injetados com a peconha de L. m.
rhombeata na presencga e auséncia dos tratamentos com o extrato das folhas e
suco de A. muricata.

Avaliar o processo inflamatério desencadeado pelo envenenamento, através da
dosagem de IL-6 e analise do perfil eletroforético de proteinas séricas em gel de
agarose.

Analisar os efeitos dos tratamentos com extrato das folhas e suco de Annona

muricata sobre as alteracbes observadas no processo inflamatorio.
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3. CONCLUSOES

Parametros Bioquimicos

- Diminuicdo de Albumina e Proteinas Plasmaticas caracteristica do perfil de
envenenamento descrito em literatura, decorrente da reacao de fase aguda, onde os
tratamentos tanto com EFAm como com SAm ndo modificam este perfil.

- Aumento de Uréia decorrente da deposicao de fibrina nos rins devido a acao das
serino-proteases tipo trombina presentes na peconha, alterando temporariamente a
funcao renal, onde os tratamentos ndo modificam a acdo da peconha.

- Elevacgéo das concentragdes de AST € mostrada em todos 0s grupos envenenados
e mostra-se estatisticamente superior nos grupos tratados com EFAm e com SAm,
mostrando um agravamento do quadro clinico.

- Aumento de CK nas primeiras horas apds o envenenamento caracteristico da
miotoxicidade da peconha. Nos tratamentos tanto com EFAm (24h) como com SAm
(1h) os valores de CK mostram-se significantemente inferiores aos do grupo sem

tratamento, sugerindo efeito benéfico dos tratamentos sobre a miotoxicidade.

Parametros Hematoldgicos

- O quadro de envenenamento laguético mostra uma hemoconcentracdo nas
primeiras horas apds a injecdo da peconha e posterior quadro de hemdlise intensa
em apos 24h. Os tratamentos parecem diminuir a hemoconcentracéo,
provavelmente por reduzir a diarréia causada pelo envenenamento.

- Contagem diferencial de leucécitos, com neutrofilia nas primeiras horas de
envenenamento e aumento de linfécitos 24 h apds o envenenamento, caracteristico
de processo inflamatério agudo provocado pela peconha. Pardmetros nao alterados
pelos tratamentos.

Pardmetros Hemostaticos

- Ha4 aumento de TP e TTPA significante na primeira hora ap6s o envenenamento
consistente com o quadro clinico descrito em literatura. O fato dos grupos tratados
nao apresentarem este aumento, sugere efeito protetor tanto do EFAm como do
SAm.
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Pressao Arterial

- No envenenamento observa-se uma reducdo da pressdo arterial tempo

dependente, que se mostra agravada no grupo tratado com SAm.

Processo Inflamatério

- Elevacéo de Interleucina-6 nas primeiras horas ap6s 0 envenenamento, com pico
maximo em 6h e queda em 24h, onde os tratamentos parecem nao modificar de
forma relevante esse perfil.

- Alteragéo do perfil de proteinas plasmaticas caracteristico de processo inflamatorio
agudo, ndo influenciado pelos tratamentos.

Ensaio de Letalidade

- Os ensaios de letalidade mostram que os tratamentos nado alteraram
significativamente os valores de DLsy, da pegonha, quando se considera os limites

fiduciais de cada ensaio.

O quadro clinico do envenenamento laquético foi bem detalhado, que era o
objetivo principal do trabalho. Avaliou-se também a eficiéncia do uso popular da
graviola (A. muricata) nos acidentes ofidicos com a serpente L. m. rhombeata. De
forma geral, os tratamentos com EFAm e com SAm néao alteram de forma relevante
o quadro clinico do envenenamento, como observado pelos valores semelhantes de
DLso. Entretanto, o tratamento com suco parece agravar o quadro hipotensor do
envenenamento e causar um aumento significativo das transaminases hepaticas.
Por outro lado, é possivel notar nos animais tratados menores alteracbes da
hemostasia, bem como uma possivel protecao contra a miotoxicidade da pegonha.
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