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Resumo

Este trabalho teve como objetivo a utilizacdo dos
extratos aquosos das plantas Curcuma longa e Kalanchoe
brasiliensis na terapéutica topica complementar do
envenenamento botropico experimental em camundongos,
visando a antagonizacdo dos efeitos locais (edema,
hemorragia e necrose) provocados pelo veneno. O
experimento mostrou que os melhores resultados foram
obtidos com o extrato de Kalanchoe brasiliensis.

Abstract

In this contribution, an aqueous extract from
rhizomes of Curcuma longa and an agueous extract from
the aerial parts of Kalanchoe brasiliensis were investigated
for their properties against the local effects (edema,
hemorrhage and necrosis) of Bothrops alternatus venom in
mice. The experiment showed that the best results were
obtained with Kalanchoe brasiliensis extract.

No Brasil, as serpentes do género Bothrops sao
responsaveis por 90% dos acidentes ofidicos humanos. Na
Medicina Veterinaria, os dados epidemiolégicos sdo raros,
porém na regiao de Botucatu, Estado de S&o Paulo, 149
acidentes foram registrados entre os anos de 1972 a 1989,
sendo gque 128 deles foram causados por serpentes do género
Bothrops.

O veneno botrépico é constituido de uma mistura
complexa de enzimas, proteinas e peptideos que sao
responsaveis pelas agbes locais (edema, halo hemorrégico e
necrose) e sistémicas (desordens da coagulacdo sangiinea,
alteragdes cardiovasculares e renais)?. A mionecrose € uma
lesdo que se deve a uma soma de alteragdes, e € produzida
também por danos na circulagdo, principalmente nos vasos
intramusculares, levando a diminuicdo da perfusdo vascular.
As hemorragias capilares sdo causadas pelas
metal oproteases, que levam a degradacéo do colégeno e de
constituintes da lamina basal dos capilares. Estes fatores,
somados as alteracbes hematol 6gicas, acarretam aumento
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da pressdo intracompartimental, que diminui ainda mais a
perfusdo muscular, consequientemente acarretando necrose
isquémica. A cicatrizacdo lentadas | esBes € uma caracteristica
marcante do envenenamento botrépico, podendo ser
justificada pelaisquemia local®. Portanto, a necrose constitui
a complicacéo local de maior importancia, podendo limitar-
se a0 subcutéaneo ou comprometer estruturas mais
profundas, como musculos, tenddes e 0ssos, ocorrendo em
cerca de 10% dos acidentados.

O Unico tratamento disponivel para o acidente por
venenos botropicos consiste na administracdo do soro
especifico. No entanto, tem-se demonstrado que os efeitos
locais provocados por esses venenos sdo apenas
parcialmente neutralizados®, sendo necessaria a busca de
alternativas terapéuticas que minimizem os efeitos diretos
da acdo do veneno.

Varias espécies de plantas utilizadas na medicina
tradicional brasileira possuem substancias que atuam
neutralizando os efeitos de venenos de serpentes. A Curcuma
longa se encontra neste grupo de plantas, possuindo entre
vérias substancias, o ar-turmerone, capaz deabolir aatividade
hemorragica do veneno botrdpico. O ar-turmerone age como
um inibidor enzimatico das enzimas proteoliticas e
hemorragicas de Bothrops jararaca, possui agdo antitoxinas
e promove uma inativagdo quimica, estando envolvido
também em mecanismos imunol égicos’.

As folhas do Kalanchoe brasiliensis sdo usadas
externamente como um agente antiinflamatério nas artrites,
injurias, abscessos e enfartamento ganglionars”’.

Neste estudo objetivou-se a investigacdo da eficacia
dos extratos de C. longa e K. brasiliensis na regressdo das
alteragdes locais do envenenamento botrépico experimental
em camundongos.

Quinze minutos apds ainocul agao do veneno, notou-
se 0 desconforto de todos os animais, especialmente aqueles
dos grupos Il eV (creme Lanete) os quais tentavam lamber
o local de inoculacdo. Neste mesmo tempo, ocorreu a

formacao de edema e halo hemorragico. A atividade
edematogénica dos venenos botropicos é amplamente
evidente nos modelos experimentais e a maioria desses
componentes desencadeia um processo inflamatério de
maneira indireta, induzindo a liberacdo de autacéides no
organismo. Varios mediadores parecem estar envolvidos,
incluindo fator de necrose tumoral, histamina, bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos e eicosandides derivados do
acido araquidonico. A origem multifatorial do edema no
envenenamento, a complexidade dos mecanismos que
participam deste efeito representa um obstaculo importante
para uma abordagem terapéutica adequada.

Os menores valores médios de grau de edema foram
observados no grupo Il (extrato aquoso de K. brasiliensis)
(Tabelal) concordando com Silva Junior® que também
observou menores valores médios de grau de edema em
cdes envenenados com Bothrops alternatus e tratados com
extrato hidroalcoolico de K. brasiliensis. E importante
ressaltar que no T8 (oito horas apds ainoculagéo do veneno),
nenhum animal apresentava edema. Estes resultados podem
ser justificados pelapresencadeflavondides no K. brasiliensis
e pela acdo antiinflamatéria desta plantaf’, capaz de inibir
mediadores da inflamag&o como histamina, serotonina,
bradicinina e prostaglandina. O segundo grupo tratado, que
também mostrou bons resultados quando comparado ao
grupo | (salina), foi o grupo IV (extrato aquoso de C. longa).
Estes achados confirmam os resultados de Ferreira et al.5
gue demonstraram a agdo antiinflamatéria do ar-turmerone
presente na C. longa.

Apesar dos animais tratados com K. brasiliensis e
C. longa incorporados em creme Lanete (grupos Il e IV
respectivamente) apresentarem maiores valores médios de
grau de edema quando comparados com o0s animais tratados
com extratos aquosos de K. brasiliensis e C. longa (grupos
11 e V respectivamente), ainda assim mostraram menores
valores e regressdao mais rapida do edema quando
comparados com o Grupo | (salina).

Tabela 1. Valores médios da espessura da pele e grau de edema (cm) em camundongos apds envenenamento botropico
experimental, submetidos aos tratamentos locais com extratos de Kalanchoe brasiliensis e Curcuma longa em diferentes

T1
Zero 15min 30min 1h 1h30'

T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
2h 4h 6h 8h 24h

T10
26h

T11
28h

T12 T13
30h 32h

T14
34h

T15
48h

T16
52h

T17
58h

T18
64h

T19
72h

T20 T21 T22
96h 120h 144h

I 0,10
Il 0,10
0,10
0,10
VvV 0,10

0,15
0,13
0,13
0,13
0,13

0,18 0,18 0,20 0,20 0,22
0,13 0,15 0,18 0,18 0,15
0,13 0,13 0,13 0,13 0,12
0,13 0,18 0,20 0,20 0,20
0,13 0,15 0,13 0,14 0,13

0,22
0,13
0,12
0,13
0,13

0,20
0,13
0,10
0,13
0,12

0,19
0,13
0,10
0,12
0,10

0,17
0,13
0,10
0,12
0,10

0,15
0,13
0,10
0,11
0,10

0,15 0,14
0,13 0,12
0,10 0,10
0,11 0,11
0,10 0,10

0,13
0,10
0,10
0,10
0,10

0,13
0,10
0,10
0,10
0,10

0,11
0,10
0,10
0,10
0,10

0,10
0,10
0,10
0,10
0,10

0,10
0,10
0,10
0,10
0,10

0,10
0,10
0,10
0,10
0,10

0,10 0,20 0,10
0,10 0,20 0,10
0,10 0,210 0,10
0,10 0,10 0,10
0,10 0,20 0,10

GRUPO | - sdlina 0,9%

GRUPO I - extrato aquoso de K. brasiliensis (100%) incorporado em Creme Lanete (70%)

GRUPO Il - extrato aquoso de K. brasiliensis (100%)

GRUPO |V - extrato aquoso de C. longa (100%) incorporado em Creme Lanete (70%)

GRUPO V - extrato aquoso de C. longa (100%)
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Os maiores valores médios de halo hemorréagico
nos grupos tratados foram observados naqueles em que se
utilizou o creme Lanete (Tabela 2). Como ja salientado
anteriormente, os animais ficaram muito agitados, tentando
lamber o creme. Hemorragias locais sdo complicacdes
comumente encontradas por venenos de Bothrops, os quais
possuem toxinas procoagulantes. A acdo das hemorraginas
(metal oproteinases) sobre a parede dos vasos contribui
potencialmente para estas hemorragias®. Portanto,
possivelmente, estes valores foram maiores nestes dois
grupos (I e IV) devido a uma agdo mecanica dos animais
sobre a pele, musculo e vasos |esados.

Ja os menores valores médios de halo hemorréagico
foram observados no grupo Il (Tabela 2). Este grupo
apresentou excelente recuperacdo, pois duas horas apés a
inoculagdo do veneno, ndo se observava mais a presenca de
hemorragia subcutanea.

O feito satisfatorio do extrato aquoso de C. longa
sobre 0 halo hemorréagico também pbde ser comprovado
neste trabalho, demonstrando que esta planta possui
substancias neutralizadoras das frag6es hemorragicas
presentes no veneno de B. alternatus. Resultados
semelhantes com o0 uso da C. longa para o tratamento das
lesBes locais no envenenamento botrépico foram também
constatados por Melo et al.’ok,

Da mesma forma, apesar dos grupos tratados com
K. brasiliensis e C. longa incorporados em creme Lanete
(grupos 11 e IV respectivamente) apresentarem maiores
valores médios de halo hemorragico quando comparados
com 0s animais tratados com extratos aquosos de K.
brasiliensis e C. longa (grupos |1l e V respectivamente),
ainda assim mostraram menores valores e regressdo mais
rapida da hemorragialocal quando comparados com o Grupo
| (salina) (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios de halo hemorragico (cm) em camundongos apos envenenamento botrépico experimental,
submetidos aos tratamentos locais com extratos de Kalanchoe brasiliensis e Curcuma longa em diferentes tempos.

o
ST0 T1 T2 T3

G Zero 15min 30min 1h 1h30' 2h 4h 6h

T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T1l1 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21 T22
8h 24h 26h 28h 30h 32h 34h 48h 52h 58h 64h 72h 96h 120h 144h

I 0 035 055 055
I 0 050 050 048
I o 015 025 013 013 O 0 0 0 0 0
Iv 0 043 034 034
v 0 018 0,13 013

0
0,34 0,34 0,34 0,33 0,33 0,33 0,33 0,23 0,13 0,13 0,13 0,10 0,05 0,05 0,03 0,02 0 0
0,13 0,13 0,13 0,23 0,08 0,05 0,05 O 0 O 0O 0 O 0 O 0 O 0

0,55 0,55 0,35 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 0,23 0,23 0,23 0,23 0,20 0,10 0,10 0,05 0,05 0,04 O
0,48 0,24 0,20 0,45 0,10 0,10 0,10 0,05 0,02 O 0O 0 O 0 O 0 O 0

0 0 O 0O 0 O 0 O 0 O

O O o o

GRUPO | - salina 0,9%

GRUPO Il - extrato aquoso de K. brasiliensis (100%) incorporado em Creme Lanete (70%)

GRUPO Il - extrato aquoso de K. brasiliensis (100%)

GRUPO |V - extrato aquoso de C. longa (100%) incorporado em Creme Lanete (70%)

GRUPO V - extrato aquoso de C. longa (100%)

Um animal do grupo | (salind) apresentou necrose
cuténea e veio a 6bito no terceiro dia apds a inoculagdo do
veneno. De todos os 15 animais tratados, somente um, do
grupo 1V, apresentou pequeno ponto de necrose oito horas
apos a inoculagdo do veneno, com regressao total 28 horas
apos. Estes resultados estdo de acordo com os resultados
de Santos”? que demostrou o efeito benéfico da Curcuma
longa na prevencéo da necrose em cées envenenados com
Bothrops alternatus. A necrose tecidual € decorrente da
atividade proteolitica do veneno e da isguemia conseqliente
as alteragdes circulatdrias que se processam descritas
anteriormente®.

Levando-se em consideragdo todos os resultados
de grau de edema, halo hemorrégico, presenca de necrose
no local de aplicagcdo do veneno e niimero de animais vivas
no final do experimento, percebe-se uma agdo satisfatéria
dos tratamentos utilizados, quando comparados com o grupo
| (salina).

Os extratos aguosos de K. brasiliensis e C. longa
mostraram bons resultados na reducéo de edema, halo
hemorrégico e prevengéo de necrose causada pelo veneno
de Bothrops alter natus.

Materiais e M éodos

Animais: Foram utilizados 20 camundongos adultos, com
peso médio de 20 gramas, oriundos do Biotério do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas - UFMG, divididos a eatoriamente
em cinco grupos com quatro animais cada colocados em
gaiolas plésticas, na temperatura ambiente de 25° a 28°C
com acesso livre a agua e ragdo especifica para roedores.

Extratos vegetais: Uma exsicata de referéncia de Kalanchoe
brasiliensis esta depositada no Herbario da Fundagéo
Zoobotanicaem Belo Horizonte (MG), sob on BHZB 5294.
Os extratos foram realizados baseado na metodologia
descrita por Santos®? (2003).

As partes aéreas frescas de Kalanchoe brasiliensis
foram col etadas no municipio de Brumadinho, Minas Gerais,
durante a fase vegetativa de desenvolvimento, lavadas e
picadas com auxilio de uma faca de metal inoxidavel. Foram
pesados 100g deste materia e triturados com 100ml de agua
destilada com auxilio de um triturador mecanico industrial.
O materid triturado foi transferido para um béquer e deixado
em contato durante 24 horas na temperatura ambiente. Apos
este periodo filtrou-se o materia e o filtrado foi concentrado
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em rotaevaporador a 40°C e posteriormente mantido
refrigerado a temperatura de 4°C.

Uma exsicata de referéncia de Curcuma longa esta
depositada no Herbéario da Fundagéo Zoobotanica em Belo
Horizonte (MG) (S/NO°).

Rizomas frescos de Curcuma longa foram col etados
nos canteiros de plantas toxicas e medicinais da Escola de
Medicina Veterindria da UFMG; durante a fase vegetativa de
desenvolvimento, lavados exaustivamente e picados com
auxilio de uma faca de metal inoxidavel. Foram pesados
100 gramas deste material e triturados com 100ml de &gua
destilada com auxilio de um triturador mecanico industrial.
O material triturado foi transferido para um béquer e deixado
em contato por 24 horas na temperatura ambiente. Apés
este periodo filtrou-se o material e o filtrado foi concentrado
em rotaevaporador a 40°C e posteriormente mantido
refrigerado a temperatura de 4°C.

Os extratos concentrados acima de K. brasiliensis
e C. longa foram empregados diretamente (extrato
concentrado) ou foram incorporados numa base. A base
sdlecionada foi 0 "creme Lanete', uma formulagdo classica
farmacéutica, na proporgdo de (3:7), ou sga, trés partes do
extrato concentrado em sete partes de creme.

Veneno: Veneno liofilizado (5ug) de Bothrops alternatus foi
diluido em 0,1ml de solugdo salina (0,9%) estéril.

Teste: Apos depilacdo e assepsia da regido dorsal dos
camundongos, foram inoculados 5ug de veneno via
intradérmica e os animais foram divididos aleatoriamente e
tratados como: GRUPO | - salina 0,9%; GRUPO Il - K.
brasiliensis (extrato concentrado incorporado no creme);
GRUPO 111 - K. brasiliensis (extrato concentrado); GRUPO
IV - C. longa (extrato concentrado incorporado no creme);
GRUPO V - C. longa (extrato concentrado), durante uma
semana nos seguintes tempos: 15 minutos, 30 minutos, 1
hora e 30 minutos, 2, 4, 6, 8, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 48, 52,
58, 64, 72, 96,120, e 144 horas.

Empregou-se algodéo para a aplicagdo dos extratos
(concentrado e incorporado na base), no local da ferida. E,
avaliou-se 0 comportamento e postura de todos 0s animais,
além das medidas de alterag6es locais: edema (com
paquimetro), didmetro do halo hemorrégico (com régua de
gabaritos circulares) e presenca de Ul cera dérmica (necrose).
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