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RESUMO

INTRODUCAO:Os acidentes ofidicos provocados por serpentes do género
Bothrops constituem importante problema de Saude Publica em regiGes tropicais
de todo o mundo. Pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de
diminuir a reacgéo local provocada pelo envenenamento botropico, com o uso de
varias substancias e terapias e entre elas, o uso de plantas medicinais, como a
Cassia occidentalis usada popularmente para picada de
cobra.OBJETIVOS: Avaliar a atividade cicatrizante dos extratos etandlicos
da raiz e das folhas da Cassia occidentalis em feridas cutaneas em
camundongos induzidas pelo veneno da Bothrops
moojeni.METODOLOGIA:O extrato hidroalcodlico foi obtido através do método
de percolagdo,10% dos extratos de folhas e raiz da C. occidentalis foram
incorporados em creme Lanette. Foram utilizados 36 camundongos albinos Swiss,
fémeas, com 60 dias de idade, peso entre 20 a 40 g. Os animais (n=36) foram
pesados e divididos de forma aleatdria, em dois grupos (n=18) e subdivididos em
trés subgrupos (n=6), Para a inducao da ferida, os animais foram anestesiados,
por via muscular, com uma associa¢ao de cloridrato de cetamina e cloridrato de
xilazina nas doses de 70 mg Kg*! e 10 mg Kg*, respectivamente. Apés a
tricotomia da regido dorsocervical, foram inoculados intradermicamente com 4 ug
da peconha da B. moojeni diluida em salina, a fim de se provocar uma necrose
local. RESULTADOS: O extrato das folhas da C. occidentalis a 10% em creme
Lanette estimulou a angiogénese em feridas na derme de camundongos no 7° e
14° dias ap6s a inoculacdo do veneno da B. moojeni.CONCLUSOES: Dessa
forma, a atividade angiogénica do extrato da folha da Cassia occidentalis
evidenciada pode justificar os achados observados na macroscopia, onde foi
evidenciada melhor resolucdo do processo cicatricial.

Palavras-Chave: Angiogénese, Bothrops moojeni,Cassia occidentalis



ABSTRACT

INTRODUCTION: The snake bites caused by Bothrops snakes constitute a major
public health problem in tropical regions around the world. Research is being
developed with the goal of finding therapies and substances that can be used to
decrease local reaction caused by the snake bite, among them is the use of
medicinal plants such as Cassia occidentalis. OBJECTIVES: Evaluate the healing
activity of ethanolic extracts of roots and leaves of Cassia occidentalis in skin
wounds in mice induced by the venom of Bothrops moojeni. METHODS: The
hydroalcoholic extract was obtained by the method of percolation. The extracts of
leaves and root of C. occidentalis a occidentalis at 10% were incorporated in
Lanette cream. The study used 36 female Swiss albino mice, 60 days old, divided
randomly into two groups (n = 18) and subdivided into three subgroups (n = 6). For
the wound induction, the animals were anesthetized the dorsal-cervical region
was shaved and intradermal inoculation was made with 4 mg of the venom of
Bothrops moojeni diluted in saline in order to cause local necrosis.RESULTS: The
leaves extract of C. occidentalis at 10% cream Lanette stimulated angiogenesis in
wounds at the 7th and 14th day after the inoculation of the venom of Bothrops
moojeni. CONCLUSIONS: The leaf extract of Cassia occidentalis at 10% cream
Lanette, had a positive effect on healing, that justifies the use of this plant in the
treatment of snakebites wounds.

Key-Words: Angiogénese; Bothrops moojeni; Cassia occidentalis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Serpentes do Brasil

As serpentes sdo animais vertebrados pertencentes ao grupo dos
répteis. O seu corpo é coberto por escamas e, nao conseguem
controlar a temperatura de seu corpo, por esse motivo sdo chamados
de ectotérmicos, popularmente conhecidos como animais de sangue
frio Melgarejo (2010),

Canter et al. (2010) Orienta a classificar as serpentes em dois
grupos basicos, peconhentas e ndo peconhentas, sendo que
peconhentas, sao aquelas que conseguem inocular seu veneno no
corpo de uma presa ou vitima. Ha alguns critérios para diferenciar as
serpentes peconhentas das nédo peconhentas. Algumas das principais
caracteristicas da serpente peconhenta sdo as presencas de um orificio
entre o olho e a narina, denominado fosseta loreal e a cauda que
apresenta um chocalho na ponta.

Sdo conhecidas em todo o mundo aproximadamente 2.900
espécies de serpentes, as quais se encontram distribuidas em 20
familias e 465 géneros. No Brasil encontra-se de 9 familias, 75 géneros
e 321 espécies (Franco et al., 2010). Segundo Melgarejo (2010), 20%
da fauna de serpentes encontradas no Brasil, apresentam a capacidade
de inocular veneno em suas presas.

Das familias de serpentes existentes no Brasil, segundo Souza

(2010), apenas duas abrangem todas as serpentes venenosas, a
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familia Viperidae, com destaque a subfamilia Crotalinae, a qual
engloba os géneros Crotalus (cascavéis sul americanas), Bothrops
(jararacas), e Lachesis (surucucus). A familia Elapidae engloba género
Micrurus, cujas espécies sdo popularmente conhecidas como “corais

verdadeiras”.

1.1.2. Género Bothrops

O género Bothrops é encontrado nas Américas, desde o México
até a Argentina, distribuindo-se amplamente pelo territério nacional.
Habitam preferencialmente areas umidas e locais frequentados por
roedores, sendo de habito noturno. Aproximadamente sdo conhecidas
mais 30 espécies desse género, dentre as principais, pode-se citar, a
jararaca, jararacugu, moojeni, leucurus, insulares, etc (Souza, 2010).

Marques & Sazima (2003), acrescenta que algumas espécies da
Bothrops possuem maior importancia, em virtude de sua extensa
distribuicdo geografica, como por exemplo, a Bothrops atrox na
Amazonia, Bothrops erythomelas no Nordeste, Bothrops moojeni no
Centro — Oeste e Sudeste, Bothrops jararaca na regido Sul, Sudeste e
Centro — Oeste.

As serpentes do género Bothrops apresentam cauda lisa e sédo
consideradas muito agressivas, e sao responsaveis por cerca de 90%
dos 20.000 acidentes ofidicos anuais registrados no Brasil, assim tendo
grande relevancia para saude publica. Quando ocorrem acidentes com
essas serpentes, é necessario que seja ministrado imediatamente o

soro antibotrépico, antibotropico-crotalico e antibotrépico-laquético. O



15

mecanismo de acdo do veneno desse grupo € marcado por uma acao

proteolitica, coagulante e hemorragica, causando um quadro clinico
com manifestacdes locais e sistémicas caracteristicas. Desta forma, os
principais sintomas observados sdo: dor, edema evidente que
ultrapassa o local da picada, alteracbes hemorragicas locais e

sistémicas (Melgarejo, 2010).

1.1.3. Bothrops moojeni

A Bothrops moojeni é uma espécie de serpente que sofre com
alteracdes e fragmentacbes de habitat, assim como outros dos
componentes da Herpetofauna do Cerrado (Rodrigues, 2005). Em
relacdo a sua distribuicdo da espécie moojeni, essa segundo Nogueira
et al. (2003), encontra-se amplamente distribuida na Regido Centro-
Oeste do Brasil e em regides vizinhas da Argentina e do Paraguai. Esta
espécie conhecida como Caicaca, E uma das principais responsaveis
por acidentes ofidicos em algumas regifes de Brasilia e Triangulo
Mineiro (Marques & Sazima, 2003),

Melgarejo (2010) salienta que a Bothrops moojeni é uma das
poucas espécies gque vem crescendo em relevancia para a medicina.
Tal fato decorre dessa serpente conseguir adaptar-se bem a ambientes
modificados, bem como seu veneno ser uma mistura complexa de
proteinas com atividade bioldgica, e assim, ter despertado o interesse
médico-cientifico para a espécie como modelo para desenho de novos

farmacos (Marcussi, 2003)
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Esses animais podem apresentar variacbes na composicao do
veneno produzido, diferenciando-se entre as familias, géneros e
espécies ou mesmo dentro de uma mesma espécie. Diferencas
intraespecificas na composicdo do veneno sao decorrentes de
variacdes geograficas, sexuais, ontogenéticas e sazonais. Proteinas e
peptideos sdo os principais componentes das peconhas, constituindo
de 90 a 95% de seu peso seco. Além destes, hd uma porcdo nao
protéica representada por ions metalicos, carboidratos, nucleosideos,
aminas e uma baixa proporcédo de lipideos e aminoacidos livres (Rocha

& Furtado, 2007).

1.2. Veneno das Serpentes

Nas serpentes, o veneno € uma adaptacao evolutiva, a qual serve
para imobilizar as presas, secundariamente usado para a defesa.
Ressalta-se que uma cobra pica o ser humano ou animais, somente
guando se encontra assustada ou sente-se ameacada (Reis, 2010). O
veneno que produz, desempenha um papel fundamental no
metabolismo desses animais, atua como se fosse uma 'glandula salivar’
cuja secrecdo €é especializada em paralisar, lubrificar e iniciar a
digestdo da vitima (Chao, 2010).

A gravidade do acidente depende de varios fatores, tais como,
género e espécie da serpente; tamanho do animal; tempo de
atendimento; quantidade de veneno inoculado; local da inoculacédo e a

intensidade dos sintomas (Legatzki, 2010).
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Cada espécie de serpente produz um veneno unico, com
diferentes componentes e diferentes quantidades de substéancias
toxicas e nao toxicas. Segundo Reis (2010), esses venenos sao
secrecOes altamente toxicas. Quando injetado no corpo de uma presa,
0 veneno é capaz de imobiliza-la. As toxinas liberadas podem alterar o
comportamento da vitima, diminuindo a pressao arterial e até mesmo
provocar faléncia de 6rgédos (Chao, 2010).

O veneno nada mais é que uma especializacdo da saliva da
serpente, com poder de destruicdo das proteinas e de desencadear
diversas reacfes nos seres Vvivos para que se possa realizar a
digestdo. Existem quatro tipos de acOes especificas no veneno das
cobras, sendo: proteolitica, coagulante, neurotéxica, hemolitica. No que
se referem a acado proteolitica, as enzimas proteoliticas induzem a
liberacdo de substancias vasoativas, tais como, bradicinina e
histamina, que em casos de envenenamento grave, podem levar ao
choque. No local da picada, além da intensa dor, pode-se notar o
surgimento de um edema firma (inchaco duro), equimose (manchas),
rubor (avermelhamento), bolhas hemorragicas (ou nao), que pode se
seguir de necrose, a qual atinge pele, musculos e tenddes (Bem Neto,
2010).

Legatzki (2010) destaca que a acao proteolitica é caracteristico
das serpentes do género Bothrops, responsavel pelo edema
inflamatorio observado no local da picada. Ocorre ainda uma “acao
coagulante do tipo trombina”, com formacao de fibrina e ativacdo dos

eventos de coagulacao.
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Bem Neto (2010), em relacdo a coagulacdo relata que o
fibrinogénio é a substancia responsavel por promover a coagulacéao
sanguinea. Com a coagulacdo do fibrinogénio sdo depositados
microcoagulos nos pulmdes, desse modo, o restante do sangue fica
incoagulavel por falta de fibrinogénio sem que necessariamente haja
hemorragia. Esta aparece quando as paredes dos vasos sanguineos
menores sdo lesadas pela acdo proteolitica.

Para Jorge & Ribeiro (1990), outras atividades que podem
participar da fisiopatologia do envenenamento por serpentes do género
Bothrops sdo a fibrinogenolitica, fibrinolitica e agregadora de
plaquetas.

Em funcdo das as acdes coagulantes e proteoliticas do veneno
botrépico, os mecanismos propostos para explicar as lesées renais sao
a coagulacdo intravascular disseminada, nefrotoxicidade direta do
veneno, espasmos dos vasos renais por liberacdo de substancias
vasoativas e choque (Legaztzki, 2010).

Faz-se necessario destacar, que no caso de serpentes do género
Botrépico, existe uma diferenca entre o veneno do filhote e do adulto.
O veneno do filhote € predominantemente coagulante, jA o do adulto
apresenta maior reacdo proteolitica e menor acdo coagulante (Jorge &
Ribeiro, 1990).

O veneno botropico atua sobre os musculos esqueléticos, sistema
nervoso, rins, sangue e outros o6rgdos. A crotoxina é a fracdo do
veneno responsavel por alteracbes fisiopatolégicas importantes,

produzem atividade neurotéxica, provocando bloqueio da juncdao
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neuromuscular, impedindo a liberacdo do mediador acetilcolina. A
crotoxina € uma proteina por duas subunidades, a fosfolipase A2 e a
croptopina. A fosfolipase A2 é a responsavel pela acdo miotdxica,
promovendo liberacdo de mioglobina para o sangue e urina (Legatzki,
2010).

Acidentes por serpentes constituem um problema importante na
Medicina Humana, em especial nos paises tropicais, devido a sua alta
incidéncia, gravidade e sequelas (Souza 2010).

Esse € um dos motivos que demonstra a necessidade de realizar
estudos a respeito de plantas medicinais com propriedades inibidoras
contra o veneno de serpentes. O sucesso da terapia tradicional, é de
suma importancia a busca por inibidores de veneno diferentes, sejam
eles sintéticos ou naturais (Soares et al., 2005).

No Brasil estudos vém sendo desenvolvidos utilizando plantas
medicinais contra veneno de cobra, como por exemplo: Casearia
sylvestris e Eclipta prostrata (Soares et al., 2004), .

Entretanto, apesar da grande diversidade de plantas existentes,
poucas espécies tém sido investigadas cientificamente e, ainda menos
tiveram seus componentes ativos isolados e caracterizados estrutural e

funcionalmente (Souza 2010).

1.3. Feridas decorrentes do Veneno das Cobras

O Brasil € conhecido pela grande quantidade de animais e
insetos existentes em suas matas, localizadas nas diversas regifes do

pais. Em funcdo, dessa diversidade a quantidade de acidentes que
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envolvem esses animais é consideravel. Esses acidentes ja eram

registrados na carta datada no dia 31 de maio do ano de 1560, no
municipio de Sao Vicente pelo jesuita José de Anchieta e direcionada
ao seu superior Padre Diego Laynes em Roma, na qual consta uma
série de acidentes advindos de serpentes venenosas das mais variadas
espécies, como a jararaca, cascavel e coral. E no periodo colonial é
possivel identificar acidentes de ocorréncia esporadica (Bocher, 2003).

Segundo Pereira Neto (2010), no ano de 1901 a Vital Brasil deu
inicio ao seu trabalho na area que passaria a ser sua maior e mais
importante obra, o ofidismo no Brasil, em que nesse, destacou o
elevado numero de acidentes por cobras venenosas, em especial no
interior do Brasil. Seus estudos abrangem desde a biologia e a
morfologia das cobras, a acédo téxica dos venenos em animais de
experimentacdo, culminando com a instituicAo do uso do soro
antiofidico. Assim resultando em uma drastica diminuicdo no numero de
mortes por esta causa.

Ja é considerado um problema de Saude Publica, acidentes
decorrentes de ofidios, em funcdo da frequéncia e gravidade, pois todo
ano sao notificados cerca de 25.000 casos. Deste total, 90%
decorrentes das serpentes do género Bothrops (Brasil, 2005).

De acordo com os conhecimentos de Moreno et al. (2005), o
género Bothrops “[...] é responsavel pela maioria dos acidentes
envolvendo serpentes peconhentas”. O autor revela que em funcéao

desse género adaptar-se em diferentes tipos de ambientes, elas por
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sua vez podem ser encontradas nos mais diversos ecossistemas, até
mesmo regides alagadas.

Pinho & Pereira (2010), revelam também que as serpentes do
género Bothrops, na grande maioria das vezes podem ser encontradas
nas zonas rurais e periferias das grandes cidades, pois tem preferéncia
por ambientes umidos como.

No mundo inteiro podem ser contabilizadas aproximadamente trés
mil espécies de serpentes, pelas quais 410 podem representar algum
tipo de ameaca para o homem. No Brasil, entre as espécies
peconhentas 20 pertencem ao género Bothrops, entre elas, jararaca,
jaracucu, caicara, urutu,combodia e outras 19 sdo do género Micrurus,
coral verdadeira; do género Crotalus, estd a cascavel, e género
Lachesis, surucucu e surucutinga (Fernandes et al., 2008).

Segundo Bernarde (2004), a terminologia pegconhenta se refere, a
um animal que além do veneno, possui algum tipo de mecanismo para
inoculad-lo em outro organismo. Ha espécies que apresentam glandulas
de veneno desenvolvida, cuja funcdo primaria € a subjugacdo e
digestdo de suas presas,este pode ser usado secundariamente como
defesa, causando assim, acidentes em seres humanos. Ressalta-se
gue o veneno é uma mistura de varias toxinas, enzimas e peptideos,
sendo o responsavel por induzir atividades bioldgicas em suas vitimas.

Nos paises tropicais, acidentes causados por serpentes
peconhentas resultam em uma série de problemas de saude, que

podem resultar até mesmo na morte de pessoas, em funcdo do veneno
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do animal atingir de maneira letal se ndo socorrido a tempo (Brasil
2010).

Pinho & Pereira (2010), segundo dados do Ministério da Saude
ocorrem “[...] entre 19.000 a 22.000 acidentes ofidicos por ano, com
letalidade ao redor de 0,45%”. Os autores destacam que nos casos que
0 género da serpente foi diagnosticado, verificou-se uma maior
incidéncia de acidentes por Bothrops (Jararaca) (78,6%), seguida por
Crotalus (Cascavel) (20,8%) e Micrurus(Corais) (6%).Calcula-se que
ocorram em nivel mundial aproximadamente 2.500.000 acidentes com
serpentes peconhentas por ano, com 125.000 mortes”.

Conforme explicita Mise (2010), a ocorréncia dos acidentes
botrépicos “[...] € mais elevada no periodo chuvoso, no Brasil os
acidentes ofidicos em geral predominam de Janeiro a Abril, associados
ao aumento de temperatura e pluviosidade, sobretudo nas regides Sul
e Sudeste”.

Pode-se destacar segundo Bochner & Struchiner (2003), que a
jararaca € a espécie responsavel por grande parte dos acidentes, fato
que se relaciona a abundancia em que € encontrada e, com a sua
distribuicdo geografica na regiao Sul Americana. Os acidentes ofidicos
ocorrem na grande maioria das vezes com os homens maiores de 15
anos. Sendo que tal fato se explica em virtude do tipo de trabalho
adotado.

No Brasil, localidade onde mais existem espécies de jararaca,
foram notificadas aproximadamente 25 espécies diferentes. A

variedade da espécie € tdo grande que as proprias se adaptam a
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qualquer regido e qualquer tipo de clima. Caracteristicas que podem
diferenciar as jararacas das demais cobras é o pequeno orificio
localizado entre o olho e a narina do animal, que possuem a
funcionalidade de sentir a presenca de calor do corpo quente de aves e
mamiferos, outra caracteristica tipica é a calda lisa, que auxiliam no
momento do bote, pois ndo provocam nenhum tipo de barulho que
possa despertar ou alertar a presa (Brasil, 2010).

A predominancia de acidentes de botes de cobras com essas
caracteristicas, € mais elevada em membros inferiores, chegando ha
um numero de 75,2% dos casos. Esses indices sdo em funcdo do
hébito terricola da maioria das espécies do género Bothrops, situacéo
observada na Bahia e outras regides do Brasil, denota a nao utilizacao
de equipamentos de protecdo, em especial nas zonas de agricultura.
Aproximadamente 76,7% dos acidentes ocorreram durante o periodo
diurno, mesmo sendo as jararacas de habitos noturnos, possivelmente
porque a atividade laboral favorece a possibilidade de contato do

homem com a serpente Mise (2010), Silva & Carvalho (2010),

1.4. Cassia Occidentalis : Aspectos Gerais

A Cassia occidentalis é uma espécie herbacea nativa das
Américas pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae) e subfamilia
Caesalpinioideae (Lombardo et al., 2009). E mais conhecida
popularmente como fedegoso, mata-pasto, café-negro. A denominacéao
“fedegoso” deve-se ao odor fétido caracteristico, ha quem a conheca

por “mata-pasto”, pois € facilmente encontrada entre os pastos e,



24
“café negro”, em virtude do fato de suas sementes serem usadas para
preparar uma bebida semelhante ao café (Teske & Trentini, 1994).

O género Cassia apresenta cerca de 450 espécies, sendo
largamente encontrada nas Américas. Essa planta caracteriza-se por
apresentar altura média de dois metros, folhas largas, foliolos de 4-6
pares, oval-lanceolados de 1,5 a 7 cm de largura, peciolos com
glandulas em sua base, ramos curtos, apicais, com sépalas de 6-9 mm,

flores amarelas, vagem ou legume curvo linear (Alonso,2007).

Figura 1. Cassia occidentalis

1.4.1. Caracteristicas quimicas

Segundo Rai & Shok (1983), o género Cassia se destaca pela
grande quantidade de antraquinonas em sua composi¢cao. A quantidade
dessas substancias na C. occidentalis € maior nas sementes do que
nas folhas e raizes. As sementes dessa espécie sao eficientes fontes

de carboidratos, proteinas e, ricas em galactomanana, contudo deve-se
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atentar-se para a atividade laxante, caracteristica de componentes
antraquindnicos (Katiyar & Niranjan, 1981).

Gupta ,Sharma e Soni (2005), destacam que o carboidrato pode
substituir as gomas convencionais utilizadas em industrias
farmacéuticas, alimenticias, de papel e outras. Ha pesquisas que
relatam que a C. occidentalis possui corantes, como acrosina e
leucoindigotina, esta ultima permitindo substituir a anileira, caso
vantajoso economicamente (Corréa, 1926).

Além dos derivados de antracenos, analises feitas em varias
partes da C. occidentalis mostraram que ela pode ainda conter
substancias pertencentes a classe dos flavonoides, das xantonas, dos
esterois, dos carboidratos e outras. Essas substancias as quais tem
uma relevante acdo contra alguns bolores, especialmente Aspergillus
niger.Também, o infuso das folhas e o extrato hidroalcodlico das raizes
apresentaram uma notavel atividade contra Epidermophyton floccosum,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton
rubrum, dermatoéfitos de elevada multi-farmaco resisténcia e
causadores de infec¢cbes cutdaneas nos paises em desenvolvimento
(Lombardo et al.,2009).

Varias substancias foram isoladas e identificadas por alguns
pesquisadores, entre elas: matucinol 7-ramnosideol e jaceidina 7-
ramnosideo2 (Tiwari & Singh, 1977), occidentalol I3 e occidentalol 114
(Kitanaka & Takido, 1989), cassiolina5 (Gindei et al., 1970),

cassioccidentalina A, cassioccidentalina B6 e cassioccidentalina C7
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(Halatano et al., 1999), flavonas (Singh & Singh, 1985; Purwar et al.,
2003) e apigenina (Purwar et al., 2003).

O género Cassia apresenta varias propriedades quimicas: fendis,
terpenos, alcaldides, poliacetilenos, acidos graxos, peptideos, entre
outros. Estudos biolégicos comprovaram propriedades purgativa,
hepatica, bactericida, antipirética, antitumoral, expectorante, anti-
inflamatoria, diurética, antifungica e neurotdoxica para bovinos. Nas
analises fitoquimicas evidenciaram que as antraquinonas, 0sS
flavonoides e outros derivados fendlicos sdo o0s seus principais

constituintes (Candido 2010).

1.4.2. Propriedades bioldgicas

C.ocidentallis € uma planta anual ou perene usada em Varios
medicamentos tradicionais para curar diversas enfermidades, com
atividades antibacteriana, antifungica, anti-diabética, anti-inflamatoria,
anticancerigena, antimutagénica e hepatoprotetora. As partes da
planta que podem ser utilizadas sdo as raizes, folhas e sementes.
(Yadav et al., 2010).

Popularmente, raizes, folhas e sementes de C. occidentalis séo
aconselhadas no tratamento de diversas enfermidades, como anemia,
dispepsia atdnica, ingurgitamento do figado, biliose hematurica, febres
dos tuberculosos, hidropisia flatulenta e desarranjos menstruais.
(Lombardo et al., 2009).

Essa planta além de datil para auxiliar na cura de doencas é

utilizada como alimento cotidiano de classes pobres da india e do Sri
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Lanka, sendo que as suas sementes quando macias possuem gosto
agradavel e similar ao do feijao (Vashishtha et al., 2007).

Na medicina tradicional chinesa destaca-se, indicar o uso das
sementes para melhorar a acuidade visual e remover o “calor” do
figado. Na Africa, a planta € de grande importancia para o tratamento
de febre amarela, sendo ainda considerado um sucedaneo da quina em
gquadros de malaria resistentes (Gupta; Sharma; Soni, 2005).

Na Nigéria € utilizado o cha das raizes em casos de constipacéao,
a sopa das folhas em quadros de variola e sarampo e a friccdo das
folnas em pele acometida por eczemas e infec¢gbes fungicas. Na
medicina popular brasileira, € também usada como antifungico topico,
especialmente no tratamento de feridas e micoses como “impingem”
(tinea do corpo) e “pano branco” (ptiriase versicolor). Na primeira
edicdo da Farmacopéia Brasileira € preconizado o uso do extrato fluido
da raiz de planta como ténico e depurativo (Lombardo et al, 2009),

Ao serem torradas e moidas, as sementes da C. occidentalis, que
também sdo usadas como antifungico sdo utilizadas para o preparo de
uma bebida parecida com café, conhecida popularmente como “café
fedegoso” ou “café do Senegal” (Gupta; Sharma; Soni, 2005).

Essa bebida é largamente utilizada por populacfes sertanejas,
em especial no Ceara. No ano de 1925, em virtude do elevado preco
que o café atingiu no Piaui, foi organizado ali a torrefacdo industrial
dessas sementes para substitui-lo. Desde longos anos que varios
paises aproveitavam-na para fraudar o legitimo café em pdé (Corréa,

1926).
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Segundo estudos etnofarmacoldgicos essa espécie é de grande
importancia para inumeras comunidades tradicionais, ha tribos que
fazem o uso das folhas da planta para pescaria, pois elas possuem
substancias que sao capazes de matar os peixes sem torna-los toxicos
(Teske & Trentini, 1994).

No Brasil, principalmente na regido Amazoénica, de acordo com
Jardim (2001), as raizes da C. occidentalis sdo utilizadas para o
tratamento de maléaria. Na regido do Xingu (Alagoas), segundo Almeida
et al. (2006), a C. occidentalis, foi classificada como uma espécie de
alto valor terapéutico, indicada nos quadros de inflamacdo na garganta,
hemorragia, gastrite, cancer e picadas de serpentes.

Importante se faz ressaltar, que de acordo com os conhecimentos
de Rodrigues (2007), é contra-indicada a ingestdo de sementes da C.
occidentalis a gestantes, pois essa planta apresenta elevado potencial
abortivo.

Estudos cientificos demonstram que o género Cassia tem um
enorme potencial biolégico (Viegas Juanior et al., 2006). Conforme
destaca Kuo et al. (1996), a C. occidentalis pode atuar no organismo
como: antiinflamatoria, antiplaquetaria, relaxante muscular, anti-
hemolitica e inibidora da peroxidacao lipidica, sendo que apresenta tais
propriedades, em virtude do fato de ser rica em derivados
antraquindnicos.

Lombardo et al. (2009), discorrem que estudos realizados in vitro,

demonstraram que extratos das folhas e das sementes da C.
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occidentalis apresentaram atividade antibacteriana, com maior
eficacia para Escherichia coli, Salmonella sp e Staphylococcus aureus.

Estudos realizados atribuiram ainda a C. occidentalis propriedade
inseticida, pois se verificou que a espécie tem a capacidade de
dificultar o desenvolvimento de triatomineos, insetos vetores da doenca
de Chagas, além do mais, o Oleo fixo das suas sementes auxilia na
diminuicdo da aderéncia dos ovos e a mortalidade das larvas de
Callosobruchus maculatus, inseto encontrado frequentemente em graos
estocados (Lienard et al., 1993).

Na medicina indiana, Ayurveda, é considerada uma importante
droga para o tratamento de problemas hepaticos e infec¢cdes da pele. A
espécie é também utilizada para curar doencas inflamatorias, tais como
asma nervosa, reumatismo, bem como patologias infecciosas, incluindo
enfermidades venéreas, erisipela, eczemas, problemas cutaneos e

oculares (Lombardo et al., 2009).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade cicatrizante dos extratos etanélicos da raiz e
das folhas da Cassia occidentalis em feridas cutaneas em

camundongos induzidas pelo veneno da Bothrops moojeni.

2.2. Objetivos Especificos

Produzir os extratos etandlicos da raiz e das folhas da C. occidentalis,

coletadas na regido de Goiania, por percolacgéo;

Avaliar a atividade cicatrizante dos extratos das folhas e raiz
C.occidentalis em feridas cutaneas em camundongos

induzidas pelo veneno da Bothrops moojeni;

Comparar o0s grupos extrato das folhas e raiz da

C.occidentalis, com o grupo controle;

Verificar se ocorrem diferencas entre as variaveis histologicas.

Avaliar a atividade de reepitalizacéo.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material botanico

Os materiais botanicos, constituido por raiz e folhas da Cassia occidentalis
foram coletadas com anuéncia do proprietario, na regido de Goiania no més de
dezembro de 2010, com coordenadas de 15° 01°11,8 'sul e 49° 52°32,2" oeste e
altitude de 756 metros.

A identificacdo botanica foi realizada pelo Prof. Dr. José Realino de Paula,
do Laboratério de Pesquisa dos Produtos Naturais da Faculdade de Farmécia,
Universidade Federal de Goias. Uma exsicata foi confeccionada e depositada no
Herbério da Universidade Federal de Goias.

O material coletado foi limpo e estabilizado em estufa com circulacdo e
renovacgao de ar (marca SOLAB) a 100°C por meia hora e depois seco a 40+5°C
até obter peso constante. Apos a secagem, o material foi moido em moinho de
facas (marca TECNAL) e o pé foi acondicionado ao abrigo da luz, em recipiente

fechado.

3.2. Preparacéao do extrato

O extrato etanolico foi obtido através do método de percolacdo, descrito na
Farmacopéia Brasileira 1l (1959):

- Percolacéo: “Processo geral A”.

Utilizou-se um percolador de vidro e etanol a 95%(p/v) como liquido
extrator. O processo foi monitorado pela reacdo de identificacdo de glicosideos
antraquinbnicos, reacdo de Borntraeger (UPHOF, 1962). Os extratos foram

concentrados em evaporador rotatério em temperatura inferior a 40°C, na
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proporcdo 1:4, obtendo-se os extratos das raizes (ER) das folhas (EF) da C.

occidentalis.

3.3. Preparacédo da formulacéo fitoterapica

No Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais, na Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Goias, 10% dos extratos de folhas e raiz da
C. occidentalis foram incorporados em creme Lanette (creme base) e
acondicionados em pote plastico.

O creme anibnico (Lanette) € uma composicdo de alcoois graxos
superiores e alquil sulfato, hidratante e emoliente, de baixa oleosidade, de toque
suave a alta resisténcia aos principios ativos que requerem veiculos com este
carater. E compativel ideal para a incorporacéo de ativos compativeis com meio
aniénico, podendo ser usado como veiculo para queratoliticos, hidratantes,
antiinflamatorios, regeneradores, adstringentes, calmantes, cicatrizantes,
Hidroquinona, entre outros. Composto de Ceras Auto-Emusionantes,
Propilenoglicol, Triglicérides do Acido Caprico, Metilparabenos, Propilparabenos,
Imidazolidinil Uréia, Dimeticone, BHT, EDTA Dissodico e Agua Deionizada.Sua
forme de apresentacao farmacéutica é creme ,com carga aniénico e pH da base:

6,00 a 8,00.
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3.4. Avaliacdo da atividade cicatrizante em feridas  cutaneas induzidas por

veneno de Bothrops moojeni

3.4.1. Aspectos Eticos e Legais

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catélica de Goias, sob o protocolo Reg. ANIMAL 007/2010, em

30/11/2010 e aprovado em 02/02/2011.

3.4.2. Animais

Foram utilizados 36 camundongos albinos Swiss, fémeas, com 60 dias de
idade, peso entre 20 a 40 g, provenientes do Biotério Central da UFG.

Os animais foram adaptados no Biotério Nucleo de Estudos e Pesquisas
Toxico-Farmacoldgicas (NEPET-UFG) da Faculdade de Farmacia da UFG, por
um periodo de quinze dias. Foram mantidos em gaiolas individuais de polietileno,
forradas com maravalha, sob condigces ambientais controladas (temperatura 23 +
2°C, umidade relativa do ar entre 50 e 70% e fotoperiodo claro/escuro de 12h).

Agua e racéo foram fornecidos ad libitum.

3.4.3. Delineamento experimental

Os animais (n=36) foram pesados e divididos de forma aleatéria, em dois
grupos (n=18) e subdivididos em trés subgrupos (n=6), para serem estudados de
acordo com o seguinte protocolo de avaliagéo:

Grupo 1 — animais tratados por 7 dias com creme Lanette (grupo controle
GC), creme a 10% do extrato da folha da C. occidentalis (EF) e creme a 10% do

extrato da raiz da C. occidentalis (ER).
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Grupo 2 - animais tratados por 14 dias com creme Lanette (grupo
controle GC), creme a 10% do extrato da folha da C. occidentalis (EF) e creme a
10% do extrato da raiz da C. occidentalis (ER).

Para a inducéo da ferida, os animais foram anestesiados, por via muscular,
com uma associacao de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina nas doses
de 70 mg Kg* e 10 mg Kg*, respectivamente. Apés a tricotomia da regido
dorsocervical, foram inoculados intradermicamente com 4 pg da peconha da B.
moojeni diluida em salina, a fim de se provocar uma necrose local. A analgesia foi
realizada com paracetamol, administrada individualmente por via oral, e a dose foi
calculada por alometria (PACHALY, 2006). ApOs 24 horas do procedimento, 0s
tratamentos topicos foram iniciados e realizados diariamente, no mesmo horario,
por um periodo de 7 (grupo 1) e 14 dias (grupo 2) (THEAKSTON; REID, 1983).

Todos os animais foram examinados diariamente quanto ao aspecto geral,
ocasido em que se procedia a avaliacdo macroscopica da ferida, observando-se a
presenca ou auséncia de hemorragia, exsudato e crosta, sendo os dados
registrados em fichas individuais. Os animais foram pesados e eutanasiados por
meio de anestesia com uma associacao de cloridrato de cetamina e cloridrato de
xilazina nas doses de 100 mg Kg™ e 30 mg Kg™?, aos 7 (grupo 1) e 14 dias (grupo
2).

Para a avaliacdo histologica, um fragmento de cada ferida foi retirado,
fixado em formol tamponado a 10%, processado e corado com Hematoxilina e
Eosina (HE), de acordo com Luna (1968).

O exame histologico foi realizado no Setor de Patologia da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Goias, por um mesmo pesquisador e foi

do tipo cego. No 7° dia foram avaliadas as variaveis: fibrina, hemorragia, edema,
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hiperemia, infiltrado inflamatorio de polimorfonucleares, infiltrado de fibroblastos

e proliferacdo vascular. No 14° dia foram avaliadas: reepitelizacdo, hiperplasia
epitelial, colageno, infiltrado inflamatério e proliferacdo vascular. Adotaram-se
escores adaptados de Biondo-Simdes et al. (2006), onde:

- Para todas as variaveis histologicas citadas, com excecdo da
reepitelizacao, utilizaram-se os escores ausente (0), discreto (1 a 25%), moderado
(25 a 50%) e acentuado (acima de 50%), avaliados aos 7 e 14 dias.

- Para a reepitelizacdo foram utilizados os escores total ou parcial, avaliada
no 14° dia.

- Para avaliacdo da hiperplasia epidermal foi utilizado o Software Image J
1.3.1 (NIH, Estados Unidos), com a realizacdo de trés medidas da espessura do

epitélio em fotomicrografia.

3.5. Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico utilizando-se do
programa GraphPad InStat (Version 3.05 for Windows). Para analise das variaveis
histoldgicas, foi realizada uma avaliacdo semi-quantitativa e foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn. O nivel de significancia foi de p<0,05

(SAMPAIO, 1998).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No processo de preparacdo do extrato por percolacao das folhas e raiz da
C.occidentalis, a presenca de antraquinonas foi monitorada no caso do extrato da
raiz pela fluorescéncia na luz ultravioleta, pela fluorescéncia de coloracdo azul
clara, o que pode indicar presenca de raponticina, que é um derivado do
estilbeno. O mesmo resultado foi observado de uma forma muito discreta, apenas
nas bordas, no caso do extrato da folha. A reacdo de Borntraeger usada para
evidenciar a presenca de antraquinonas (UPHOF, 1962), foi positiva também
apenas para o extrato da raiz, com formacédo de coloracao vermelha. No caso do
extrato das folhas, acredita-se que a presenca de clorofila tenha interferido no
resultado da reagdo, e a percolacdo continuou até que a coloracdo do extrato
tornou-se de clara a transparente.

O procedimento de inducdo da ferida e o tratamento das mesmas
transcorreram sem complicagbes. Todos 0s animais recuperaram-se bem da
anestesia, demonstrando bom estado geral e atividades fisica e comportamental
normais para a espécie.

Ressalta-se que foi observada diminuicdo de peso de todos 0s animais nos
trés grupos experimentais. O veneno das cobras do género Bothrops apresentam
grande atividade proteolitica,caracteristica responsavel pelos principais efeitos
sistémicos observados apds o acidente ofidicos (BERNARDES, 2004). principais
efeitos locais evidenciados sdo equimose, isquemia, necrose e eventualmente

gangrena (BARRIVIEIRA, 1999). Nesse modelo experimental os animais foram
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submetidos a acdo do veneno da B. moojeni, apresentando alguns dos efeitos

supracitados (Figura 2), ocasionando uma diminui¢cdo no peso corporal.

Figura 2. Camundongos albinos Swiss, fémeas, com 60

dias, 30 minutos apos a inoculagédo do veneno da B.moojeni

A andlise macroscopica evidenciou-se que as feridas apresentavam-se
mais secas e com poucos sinais de inflamacé&o nos grupos EF e ER a partir do 3°
dia apoés a inducao da ferida em relacao ao GC, com aspecto avermelhado e com
dor ao toque. Observou-se que as crostas das feridas dos grupos EF e ER
apresentavam-se mais delgadas e cairam no 6° dia de tratamento, enquanto que
no GC isso so6 foi verificado no 9° dia (Figura 3). A area das feridas cutaneas
diminuiu com a evolugao do processo cicatricial e no 14° dia de tratamento todas
as feridas estavam completamente cicatrizadas, com excec¢éo de dois animais do

grupo controle, correspondendo a 33,33%.



Figura 3. Camundongos albinos Swiss, fémeas, com 60 dias do

grupo controle 9 dias apés a inoculagdo do veneno da B.moojeni.
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Na avaliacéo histologica realizada no grupo tratado por 7 dias, observou-se

aumento significativo quanto a proliferacdo vascular no grupo EF quando

comparado ao GC e ER (Tabela 1, Figura 4). O mesmo resultado foi evidenciado

no 14° dias (Tabela 2, Figuras 5 e 6).

Tabela 1. Medianas das variaveis histologicas avaliadas ao 7° dia da indugéo das
feridas com veneno da Bothrops moojeni em camundongos e tratadas com creme
Lanette (Controle), extrato das folhas da Cassia occidentalis a 10% em creme
Lanette (EF) e extrato da raiz da Cassia occidentalis a 10% em creme Lanette (ER).

Variaveis Histoldgicas Controle EF ER p
Necrose 3,0° 3,02 3,08 0,28
Edema 0,02 0,02 0,02 0,44
Hiperemia 1,02 1,08 1,02 0,26
Hemorragia 3,02 3,02 3,02 0,43
Infiltrado Inflamatorio
polimorfonucleares 2.5° 0% 20° 014
Infiltrado de fibroblastos 2,02 1,02 2,02 0,12
Proliferacéo vascular 1,02 2,0 1,0° 0,032*




p=nivel de significAncia. Letras diferentes diferem significativamente (Teste de Kruskal-
Wallis, pés-teste de Dunn, * p<0,05).

1,8 -
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14 -
1,2 -
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0,4 -
02 -

mGC

GC ER EF

Figura 4. Medianas da proliferagéo vascular avaliada em feridas cutaneas
induzidas com veneno da Bothrops moojeni em camundongos e tratadas
por 7 dias com creme Lanette (Controle), extrato das folhas da Cassia
occidentalis a 10% em creme Lanette (EF) e extrato da raiz da Cassia
occidentalis a 10% em creme Lanette (ER) (*p<0,05).

Tabela 2. Medianas das varidveis histolégicas avaliadas ao 14° dia da inducdo de
feridas com veneno da Bothrops moojeni em camundongos e tratada com creme
Lanette (Controle), extrato das folhas da Cassia occidentalis a 10% em creme
Lanette (EF) e extrato da raiz da Cassia occidentalis a 10% em creme Lanette (ER).

Variaveis Histoldgicas Controle EF ER p
Colageno 2,02 2,02 2,02 0,57
Infiltrado inflamatério 2,08 2,08 2,08 0,50
Proliferac&o vascular 1,02 2,0° 1,02 0,045*

p=nivel de significancia. Letras diferentes diferem significativamente (Teste de Kruskal-
Wallis, pés-teste de Dunn, * p<0,05).
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Figura 5. Medianas da proliferacdo vascular avaliadas em feridas
cutaneas induzidas com veneno da Bothrops moojeni em camundongos
e tratada por 14 dias com creme Lanette (Controle), extrato das folhas da
Cassia occidentalis a 10% em creme Lanette (EF) e extrato da raiz da
Cassia occidentalis a 10% em creme Lanette (ER) (*p<0,05).

Figura 6. Fotomicrografias das feridas cutdneas em camundongos aos 7 (A) e 14 (B)
dias do pés-operatério, evidenciando presenca de vasos sanguineos. Al e A2
referem-se ao controle e B1 e B2 ao extrato das folhas da Cassia occidentalis a 10%
em creme Lanette. Hematoxilina-eosina. 20x.
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O processo de cicatrizacado de feridas ocorre em fases superpostas e
interdependentes (Guyton & Hall, 2006), compreendendo as fases da inflamacéo,
reparo e maturacdo. Muitos processos proliferativos ocorrem durante o estagio de
reparo da ferida, incluindo angiogénese, fibroplasia e epitelizacdo (Hosdoog,
2006), destacando-se que a angiogénese € uma das caracteristicas histologicas
mais importantes a ser observada no tecido de granulacdo no processo de
cicatrizacéo de pele (Biondo-Simdes et al., 2006). A angiogénese corresponde ao
crescimento ou formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes nas extremidades da ferida previamente desprovidas de vasos
sanguineos.(Hosdoog, 2006),Uma das formas de atuar sobre o processo de
cicatrizacdo € estimular a etapa da angiogénese, pois € nessa fase que ocorre a
remocao de debris, suprimento de nutrientes essenciais e oxigénio para o local da
ferida. Muitos compostos vém sendo pesquisados com esse objetivo, como o
peptidio laminina (Malinda et al., 2008), o extrato etandlico da Calendula officinalis
(Parente et al., 2009) e alantoina (Araujo et al., 2010). Dessa forma, o fato do
extrato da folha da Cassia occidentalis ter estimulado a angiogénese no 7° e 14°
dias corrobora com os resultados de outros estudos, e justifica os achados
encontrados na macroscopia, onde foi evidenciada melhor resolu¢cdo do processo
cicatricial.

No 14° dia, todas as feridas dos grupos tratados com extratos das folhas e
raiz da C. occidentalis apresentaram reepitelizacdo total das feridas. No grupo
controle, dois animais apresentaram reepitelizacdo parcial, pois as feridas
encontravam-se abertas. Observou-se diminuicdo significativa na hiperplasia
epidermal no grupo tratado com extrato das folhas da Cassia occidentalis em

relacdo ao grupo controle (Tabela 3, Figuras 7 e 8).



Tabela 3. Medianas (mm) da hiperplasia
epidermal ao 14° dia da inducéo de feridas com
veneno da Bothrops moojeni em camundongos
e tratadas com creme Lanette (Controle),
extrato das folhas da Cassia occidentalis a 10%
em creme Lanette (EF) e extrato da raiz da
Cassia occidentalis a 10% em creme Lanette

(ER).
Grupos Hiperplasia
Controle 86,412

EF 69,04°
ER 82,74%
p 0,0076*

p=nivel de significancia. Letras diferentes diferem
significativamente

(Teste de Kruskal-Wallis, pds-teste de Dunn, *
p<0,05).
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Figura 7. Medianas da hiperplasia epidermal avaliada em ferida cutaneas
induzidas com veneno da Bothrops moojeni em camundongos e tratadas
por 14 dias com creme Lanette (Controle), extrato das folhas da Cassia
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occidentalis a 10% em creme Lanette (EF) e extrato da raiz da Cassia
occidentalis a 10% em creme Lanette (ER) (* p<0,05).

Figura 8. Fotomicrografia da ferida cutdnea de camundongos evidenciando a
hiperplasia epidermal. Grupos controle (Al) e extrato da folha da Cassia occidentalis a
10% em creme Lanette (B1) no 14° dia do p6s-operatério. Hematoxilina-eosina. 20x.

Hiperplasia corresponde ao aumento da celularidade de um tecido em
decorréncia de uma maior demanda funcional ou hiperestilmulacéo (Franco et al.,
2010). Admite-se que no decorrer da cicatrizacdo, quando ha um retardo na
eliminacéo da causa inicial da lesao pela resposta inflamatéria, ocorre uma maior
reacdo hiperplasica das células que atuam no processo (Faria et al., 2003). Nesse
trabalho, evidenciou-se que as feridas cutaneas dos animais dos grupos tratados
com EF e ER apresentavam-se mais secas e com poucos sinais de inflamacéo
em relacdo ao GC. Pode-se propor que a diminuicdo da hiperplasia epidermal
observada no EF, possa estar relacionada a um efeito positivo da C. occidentalis
sobre a fase inflamatéria, como evidenciada na avaliacdo macroscoOpica das
feridas cutaneas, as quais apresentavam-se mais secas e com poucos sinais de

inflamacéo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os acidentes ofidicos provocados por serpentes do género Bothrops
constituem importante problema de Saude Publica em regifes tropicais de todo o
mundo. Pesquisas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de diminuir a
reacdo local provocada pelo envenenamento botropico, com o0 uso de Vvarias
substancias e terapias e entre elas, o uso de plantas medicinais, como a Cassia
occidentalis usada popularmente para picada de cobra.

A partir dos resultados obtidos com este experimento, foi possivel

estabelecer que:

1. O extrato das folhas da C. occidentalis a 10% em creme Lanette
estimulou a angiogénese em feridas na derme de camundongos no

7° e 14° dias apos a inoculacdo do veneno da B. moojeni.

2. O extrato das folhas da C. occidentalis a 10% em creme Lanette
exerceu atividade antiinflamatoria nas feridas cutaneas em
camundongos. Esse efeito foi atribuido a diminuicdo da hiperplasia

epidermal, além de resultar em crostas mais delgadas e secas.

3. Foram verificadas diferencas significativas quanto as variaveis
proliferacdo vascular e hiperplasia epidermal do extrato das folhas
da C. occidentalis a 10% em creme Lanette em relacdo ao do
extrato da raiz da C. occidentalis a 10% em creme Lanette e ao

grupo controle.

4. Feridas na derme de camundongos induzidas pelo veneno da B.
moojeni cicatrizaram completamente em 14 dias de tratamento com

extratos das folhas e da raiz da C. occidentalis a 10% em creme
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Lanette. Em 33,33% dos animais do grupo controle as feridas

ainda nao estavam cicatrizadas no 14° dia.
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