
 

 

 

 

   UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAMPA 

 PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOQUÍMICA  

 

 

 

 

 

TESE DE DOUTORADO 

 

 

 

 

RISCOS ASSOCIADOS AO USO MEDICINAL DO EXTRATO DA CASCA DE IPÊ-

AMARELO Handroanthus chrysotrichus E SUA AÇÃO PROTETORA EM CASOS DE 

ENVENENAMENTOS PELA SERPENTE Philodryas patagoniensis: AVALIAÇÃO IN 

SILICO, IN VITRO E IN VIVO 

 

 

 

MÁRCIO TAVARES COSTA 

 

 

ORIENTADOR: VANDERLEI FOLMER 

COORIENTADOR: ROBSON PUNTEL 

 

 

 

Uruguaiana - RS, Brasil 

2021



 

 

MÁRCIO TAVARES COSTA 

 

 

 

 

 

 

 

RISCOS ASSOCIADOS AO USO MEDICINAL DO EXTRATO DA CASCA DE IPÊ-

AMARELO Handroanthus chrysotrichus E SUA AÇÃO PROTETORA EM CASOS DE 

ENVENENAMENTOS PELA SERPENTE Philodryas patagoniensis: AVALIAÇÃO IN 

SILICO, IN VITRO E IN VIVO 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação 

em Bioquímica Stricto sensu da Universidade 

Federal do Pampa, como requisito parcial para 

obtenção do título de Doutor em Bioquímica. 

 

Orientador: Prof. Dr. Vanderlei Folmer 

Coorientador: Prof. Dr. Robson Puntel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Uruguaiana - RS, Brasil 

2021  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In memoriam... 

Amélia Maria Tavares Costa e Paulo Roberto Costa; 

Pais, amigos e mestres. 



 

 

AGRADECIMENTOS 

Primeiramente, destaco que este trabalho não teria se concretizado caso a UNIPAMPA 

não fosse uma instituição pública. O amparo de diversos laboratórios de excelência, com suas 

infraestruturas e recursos humanos, em especial os Laboratórios de Biologia e Diversidade 

Animal, de Bioquímica e Toxicologia de Produtos Naturais e Sintéticos e de Virologia também 

marcaram esta caminhada. Desta forma, agradeço a Instituição, ao PPG Bioquímica e aos 

professores que contribuíram para que eu possa estar aqui. Além das agências de fomento: 

Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior; Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico; e a Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do 

Rio Grande do Sul. 

Sou grato aos meus pais, Paulo e Amélia, pelo amor, ensinamentos e valores passados 

que me guiam e me guiarão durante minha vida. Obrigado por acreditarem nos estudos e me 

fazerem estudar! 

Aos meus dindos, Sonia e Paulo, que me acolheram e incentivaram de forma única. 

À minha eterna namorada, Luciana, pelo amor, carinho e apoio. À sua paciência, que 

foi pré-requisito em inúmeros momentos ao longo desses anos. À Alanis, minha enteada, pela 

tolerância que teve neste período. E à Helena, que passou a ser um estímulo para grandes 

conquistas. Amo vocês! 

Ao meu irmão Cleine e minhas irmãs Ana e Zeti, que mesmo de longe, sempre me 

apoiaram. Me deram a força e estímulo que somente a família é capaz de dar. Além daquela 

garra que apenas um membro do Quarteto Fantástico reconhece! Sem esquecer, é claro, da 

minha sobrinha Jú e meus sobrinhos Gabriel e Pedro! 

A todos colegas e amigos que tive a oportunidade de trabalhar no PPG, dentro e fora do 

laboratório, e que me acolheram e ajudaram de forma fantástica. Em especial à Aline da Silva, 

Kellen Rocha, Andréia Salgueiro, Hemerson Rosa, Morgana Duarte e Diogo Bicca; pois este 

trabalho tem um pouco de todos que ajudaram nas experimentações, na escrita ou discutindo 

resultados e possibilidades. Obrigado! 

Aos corajosos que me ajudaram nas coletas das serpentes em campo, acreditando no 

trabalho: Giancarlo Bilo e Edward Pessano; têm minha gratidão.  

E, um agradecimento especial ao meu coorientador, Prof. Dr. Robson Puntel, e ao meu 

orientador, Prof. Dr. Vanderlei Folmer, que me acolhem desde 2014. E me proporcionaram esta 

chance de crescer, como profissional, como discente, e como pessoa. 

Não realizamos nada sozinhos. A tod@s, meus mais sinceros agradecimentos! 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Podemos facilmente perdoar uma criança que tem medo do escuro; a real tragédia da 

vida é quando os homens têm medo da luz.” 

Platão 



 

 

RESUMO 

Desde a antiguidade, o uso de plantas medicinais está entre as práticas populares para tratar 

envenenamentos causados por diversos animais. Atualmente, em casos de envenenamentos por 

serpentes, extratos vegetais são utilizados como terapia alternativa ou como coadjuvantes à 

soroterapia. O tratamento com soro antiofídico é o procedimento adotado nestes casos, mas é 

limitado tanto em sua distribuição quanto eficácia. Neste contexto, diferentes extratos do ipê-

amarelo Handroanthus chrysotrichus são empregados empiricamente em casos de 

envenenamentos ofídicos. Trata-se de uma árvore pertencente à família Bignoniaceae e com 

ampla distribuição no Brasil. Assim, esta pesquisa teve como objetivos: i) investigar o perfil 

fitoquímico do extrato hidroetanólico da casca do H. chrysotrichus e seu potencial 

farmacológico e toxicológico in silico, in vitro e in vivo; ii) avaliar o potencial terapêutico do 

extrato frente aos danos induzidos pela peçonha da serpente Philodryas patagoniensis em 

camundongos. Para isso, o extrato hidroetanólico da casca obtido por percolação foi liofilizado 

e, no momento dos testes, solubilizado em solução salina (0,9%) estéril. O extrato foi testado 

no modelo de Artemia salina, indicando a presença de compostos bioativos por meio de uma 

DL50 de 276 μg. mL-1 (R² = 0,9912). Em seguida, o extrato foi analisado por métodos 

colorimétricos e GC-MS, os quais apontaram altos níveis de polifenóis e a ocorrência de α-

curcumeno, β-bisaboleno, 4-(4-metilfenil) pentanal, ácido pentanóico e acetato de isoamila, 

sendo os dois primeiros os compostos majoritários. Predições das atividades biológicas in silico 

dos compostos identificados estão de acordo com seu uso tradicional, e apresentam baixa 

probabilidade de toxicidade. As propriedades antioxidantes (TAC, DPPH• e ABTS•+ scavenger, 

FRAP, teste de degradação da desoxirribose e quelação de Fe++) do extrato, juntamente com a 

ausência de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro, complementam as predições in silico. E 

alicerçam o uso do ipê-amarelo pela medicina popular (Artigo 1). No entanto, in vivo, a 

exposição aguda ao extrato hidroetanólico causou danos oxidativos nos tecidos cerebrais, 

hepáticos e renais de camundongos a partir da concentração de 50 mg. kg-1, como constatado 

nas análises de oxidação lipídica e proteica desses tecidos. Além disso, houve um aumento 

significativo nos níveis de creatinina do grupo exposto a 100 mg. Kg-1 e leucopenia (p<0,05) 

em todas as concentrações testadas (10 – 100 mg. Kg-1). Ainda, a exposição subcrônica à 

concentração mais alta do extrato (100 mg. kg -1) alterou o comportamento dos animais ao 

diminuir o número de cruzamentos no teste de campo aberto e aumentar o tempo desprendido 

com autolimpeza. Nessa exposição, os tecidos cerebrais e hepáticos dos camundongos também 

demonstraram aumento significativo dos níveis de proteínas carboniladas em todas as 



 

 

concentrações administradas (Artigo 2). Para avaliar o potencial terapêutico do extrato em 

casos de envenenamento, propôs-se o emprego da peçonha da P. patagoniensis como agente 

tóxico. Esta peçonha apresenta potencial miotóxico, edematogênico, nociceptivo e 

hiperalgésico. E, embora seja uma espécie cujos acidentes sejam negligenciados, sua peçonha 

detém atividades similares às do gênero Bothrops (Manuscrito 1). Assim, ao comparar testes 

comportamentais do grupo de camundongos injetados com a peçonha e tratados com o extrato, 

com o grupo não tratado, nota-se uma diminuição significativa da nocicepção e hiperalgesia 

nos primeiros. O efeito protetor do extrato é verificado também nas mensurações do edema e 

temperatura induzidos pela peçonha de P. patagoniensis na pata traseira direita dos 

camundongos ao longo dos dias. Danos sistêmicos, avaliados pelos níveis de creatinina no 

sangue e danos oxidativos em leucócitos (genotoxicidade) e nos tecidos cerebrais, hepáticos e 

renais (oxidação lipídica e proteica), foram minimizados no grupo tratado com o ipê-amarelo 

(Manuscrito 2). Os resultados aqui apresentados permitem concluir que o extrato 

hidroetanólico da casca de H. chrysotrichus, utilizado na medicina tradicional para tratar 

envenenamentos por serpentes, tem ação protetora contra os danos induzidos pela peçonha de 

P. patagoniensis, principalmente contra os sinais cardinais da inflamação e o estresse oxidativo 

sistêmico desencadeado pela mesma. Em conjunto, os dados levantam a possibilidade de o 

extrato apresentar efeitos adversos, os quais exigem precauções no seu uso. Neste contexto, 

demonstra-se os potenciais benefícios do tratamento com o ipê-amarelo e abrem-se perspectivas 

para investigações futuras do uso desta planta como terapia complementar ao tratamento clínico 

tradicional. 

 

Palavras-chave: Etnobotânica. Farmacologia. Ofidismo. Tabebuia. Toxicologia. 

  



 

 

ABSTRACT 

Since ancient times, the use of medicinal plants has been among the popular practices to treat 

envenoming caused by various animals. Currently, in cases of snake envenoming, plant extracts 

are used as alternative therapy or as an adjunct to serum therapy. Treatment with antivenom is 

the procedure adopted in these cases, but it is limited both in its distribution and efficacy. In 

this context, different extracts of the Golden trumpet Handroanthus chrysotrichus are used in 

cases of ophidism. This is a tree belonging to the Bignoniaceae family and with wide 

distribution in Brazil. Thus, this study aimed: i) to investigate the phytochemical profile of the 

hydroethanolic extract of H. chrysotrichus bark and its pharmacological and toxicological 

potential in silico, in vitro, and in vivo; ii) to evaluate the therapeutic potential of the extract 

against the damage induced by the Philodryas patagoniensis snake venom in mice. For this, the 

hydroethanolic extract of the bark obtained by percolation was lyophilized and, at the time of 

the tests, it was solubilized in sterile saline solution (0.9%). The extract was tested in the model 

Artemia salina, indicating the presence of bioactive compounds through an LD50 of 276 μg. 

mL-1 (R² = 0.9912). Then, the extract was analyzed by colorimetric methods and GC-MS, which 

indicated high levels of polyphenols and the occurrence of α-curcumene, β-bisabolene, 4-(4-

methylphenyl) pentanal, pentanoic acid and isoamyl acetate. Predictions of the in silico 

biological activities are in line with their traditional use and have a low probability of toxicity. 

The antioxidant properties (TAC, DPPH• and ABTS•+ scavenger, FRAP, Deoxyribose 

degradation test, and Fe++ chelation) of the extract, together with absence of in vitro cytotoxicity 

and genotoxicity, complement the in silico predictions. Data favorable to its use in traditional 

medicine (Article 1). However, acute exposure to the hydroethanolic extract in vivo caused 

oxidative damage in the brain, liver, and kidney tissues of mice from the concentration of 50 

mg. kg-1. In addition, there was a significant increase in creatinine of the group exposed to 100 

mg. kg-1 and leukopenia (p<0.05) at all concentrations tested (10 – 100 mg. kg-1). Furthermore, 

sub-chronic exposure to the highest concentration of the extract (100 mg. kg-1) altered the 

behavior of the animals by decreasing the number of crossings in the open field test, and 

increasing the time spent on self-grooming. In this exposure, the brain and liver tissues of the 

mice also showed a significant increase in carbonylated proteins levels at all concentrations 

administered (Article 2). In order to evaluate the therapeutic potential of the extract in cases of 

envenoming, we proposed the use of P. patagoniensis venom as a toxic agent. This venom has 

a myotoxic, edematogenic, nociceptive, and hyperalgesic potential. Although it is a species 

whose accidents are neglected, its venom has activities similar to those of the genus Bothrops 



 

 

(Manuscript 1). Thus, behavioral tests of the animal group injected with the venom and treated 

with the extract, compared to the untreated group, showed a significant decrease in nociception 

and hyperalgesia. The protective effect of the extract is also verified in the measurements of 

edema and temperature induced by P. patagoniensis venom in the right hind paw of the mice 

over the days. Systemic damages, assessed by blood creatinine levels and oxidative damage in 

leukocytes and brain, liver, and kidney tissues, was minimized in the Golden trumpet treated 

group (Manuscript 2). In summary, the results presented here allow us to conclude that the 

hydroethanolic extract of H. chrysotrichus bark, used in traditional medicine to treat snake 

envenoming, has a protective action against the damage induced by P. patagoniensis venom. 

Mainly against the cardinal signs of inflammation and the systemic oxidative stress triggered 

by envenoming. Together, the data raise the possibility that the extract has adverse effects, 

which require precautions in its use. In this context, perspectives to future investigations on the 

use of this plant as a complementary therapy to traditional clinical treatment are open. 

 

Keywords: Ethnobotany. Pharmacology. Ophidism. Tabebuia. Toxicology.
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1. APRESENTAÇÃO 

Esta Tese está constituída da seguinte forma: Introdução, Revisão Bibliográfica, 

Justificativa, Objetivos, Resultados, Discussão Geral, Conclusões e Referências Bibliográficas. 

Os Resultados são apresentados sob a forma de 02 Artigos Científicos e 02 

Manuscritos Científicos. Assim, cada documento contém sua Introdução, Metodologia, 

Resultados, Discussão e suas respectivas Referências. A formatação dos Artigos atende às 

normas próprias dos periódicos onde foram publicados, ou, no caso dos Manuscritos, aos 

periódicos pretendidos para submissão. 

Sempre que foi necessário, os trabalhos tiveram seus protocolos aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) institucional para realização dos ensaios 

experimentais (Anexos 1 – 3). 

Por fim, as Referências Bibliográficas, presentes ao final do trabalho, consideram 

apenas as citações apresentadas na estrutura da Tese – Introdução, Revisão Bibliográfica e 

Discussão Geral – uma vez que os Artigos e Manuscritos têm suas Referências apresentadas 

na própria composição. 
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2. INTRODUÇÃO 

Extratos de plantas medicinais têm sido utilizados ao longo dos séculos para tratar as 

mais diversas afecções, entre elas os acidentes ofídicos. Espécies vegetais utilizadas com a 

finalidade de inibir a ação do veneno das serpentes são administradas por via oral a partir de 

infusão, maceração hidroalcóolica ou mascando-se a planta, bem como utilizam-se banhos 

externos ou cataplasmas em casos de maior gravidade (OTERO et al., 2000a). 

Entre as famílias botânicas destacadas na medicina popular está a Bignoniaceae, grupo 

dos ipês dos gêneros Tabebuia e Handroanthus. Os ipês são árvores ornamentais empregadas 

tanto em ambientes urbanos e parques quanto em reflorestamentos. Também são utilizadas 

como plantas medicinais para obtenção de efeitos analgésico, vulnerário, antitumoral, 

antifúngico, anti-inflamatório, antipirético e contra úlceras pépticas, diabetes e anemia (OGA; 

SEKINO, 1969; RAI et al., 2012). 

De forma geral, diversos extratos como de erva-cidreira, erva-mate e macela 

proporcionam efeitos benéficos conhecidos, como neuroproteção (MARTINS et al., 2012) e 

ações antioxidante e antimutagênico (BRACESCO et al., 2018; COLPO et al., 2016; 

SALGUEIRO et al., 2016a). Entretanto, nos tratamentos em casos de exposição a ofídios, os 

ipês têm recebido destaque. No Pará, a decocção a partir das folhas de Handroanthus barbatus 

é utilizada para tratar as vítimas de envenenamentos ofídicos (de MOURA et al., 2015). Na 

América Central a Tabebuia rosea tem suas flores, folhas e raízes utilizadas para o mesmo fim 

(HOUGHTON; OSIBOGUN, 1993), inclusive com seu potencial antiofídico descrito na 

literatura (NÚÑEZ et al., 2004). 

Nos casos de exposição a ofídios, o tratamento com soro antiofídico específico é o 

procedimento padrão adotado pelo Ministério da Saúde e administrado em ambiente hospitalar 

(BRASIL, 2021). Porém, o uso de plantas na terapia primária ou complementar à 

medicamentosa faz-se relevante, uma vez que o soro não está disponível a todos, principalmente 

aos trabalhadores rurais. E, mesmo ocorrendo soroterapia, a composição da peçonha pode variar 

entre populações de uma mesma espécie de serpente, reduzindo a eficácia do soro antiofídico 

(THEAKSTON; WARRELL; GRIFFITHS, 2003). Ao considerar que em 2018 foram 

registrados pelo Sistema de Informação de Agravos de Notificação – Sinan 28.961 acidentes 

ofídicos no Brasil, com 105 mortes, além de elevados custos para o tratamento e reabilitação 

dos sobreviventes (CRODA et al., 2020), a medicina popular intensifica-se como terapia 

alternativa. 
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Dentre os principais sintomas após estas exposições ofídicas estão edema, sangramento, 

equimose, bolhas, alterações na coagulação sanguínea e cefaleia (MISE; LIRA-DA-SILVA; 

CARVALHO, 2007). Biomarcadores de estresse oxidativo (aumento da produção de radicais 

livres e/ou redução das defesas antioxidantes) são encontrados nos tecidos sanguíneos das 

vítimas e chegam a persistir por 30 dias, mesmo após o tratamento com soro antiofídico. Assim, 

antioxidantes naturais poderiam ser uma opção, em conjunto com o soro antiofídico, para o 

tratamento nos casos de envenenamento (STRAPAZZON et al., 2015). 

Parte destas manifestações, como dor, sangramento breve, eritema e edema – são 

compartilhadas por envenenamentos causados por Philodryas patagoniensis (de MEDEIROS 

et al., 2010), cuja peçonha também apresenta compostos neuro e miotóxicos, e atividades 

biológicas similares às peçonhas do gênero Bothrops (COSTA et al., 2008; ROCHA; 

FURTADO, 2007). P. patagoniensis, conhecida popularmente como papa-pinto, é uma 

serpente habitual no Bioma Pampa (LOEBMANN; QUINTELA, 2009) e utilizada neste 

trabalho. Neste sentido, nosso grupo de estudo padronizou diferentes ensaios em camundongos, 

injetando a peçonha obtida a partir da P. patagoniensis em roedores. Em especial, padronizou-

se os ensaios de nocicepção, hiperalgesia, edema e genotoxicidade (dados ainda não 

publicados).  

Mesmo que o ipê-amarelo H. chrysotrichus seja uma espécie utilizada na medicina 

popular para tratar envenenamentos por serpentes (BOLSON et al., 2015), apenas uma análise 

de seu potencial analgésico foi realizada por Grazziotin et al. (1992) utilizando extrato de seu 

caule; sem quaisquer estudos de sua toxicidade, ou da eficácia de seu uso em casos de 

envenenamento. Desta forma, o presente trabalho tem como proposta principal responder aos 

seguintes problemas de pesquisa: 

a) A composição fitoquímica do extrato hidroalcóolico da casca do ipê-amarelo e suas 

análises, in silico ou in vitro, apoiam seu uso na medicina popular?  

b) O uso desse extrato pode ocasionar toxicidade in vivo? 

c) O extrato do ipê-amarelo em questão apresenta potencial terapêutico frente à 

peçonha de P. patagoniensis? 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. Plantas medicinais  

 As plantas medicinais constituem-se de espécies vegetais, cultivadas ou não, utilizadas 

com propósitos terapêuticos. Chamam-se plantas frescas aquelas coletadas no momento de uso 

e plantas secas as que foram precedidas de secagem e estabilização, equivalendo à droga 

vegetal. Estas plantas são amplamente reconhecidas como a principal fonte da maioria dos 

novos medicamentos, sendo historicamente utilizadas no tratamento e prevenção de doenças 

(BRANDELLI, 2017a). 

Desde a antiguidade, o uso de plantas medicinais está entre as práticas populares para 

tratar todo tipo de envenenamento. No Brasil, a herança indígena contribuiu para a utilização 

destes recursos, os quais são utilizados em larga escala devido ao processo de colonização, onde 

ocorreram trocas de conhecimentos. A atividade essencialmente rural do país até a primeira 

metade do século XX e a união entre diferentes culturas também influenciaram na dispersão 

desses saberes. Fatores que, num país com a maior biodiversidade de árvores do mundo, 

garantem a propagação do conhecimento das plantas locais e de seus usos (BEECH et al., 2017; 

LORENZI; MATOS, 2002; PEREIRA; JACCOUD; MORS, 1996; SILVA; WESLLING; 

GABRIEL, 2019) 

Em especial nos casos de envenenamentos por serpentes, os extratos são utilizados 

atualmente como coadjuvantes à soroterapia ou como terapia alternativa aplicado na falta de 

recursos soroterápicos (OTERO; FONNEGRA E JIMÉNEZ, 2000). Estudos etnobotânicos 

ampliam a gama de espécies medicinais identificadas por meio de consultas às comunidades 

negras, ribeirinhas, indígenas, entre outras (BENÍTEZ; VALOIS, 2004; BOOM, 1996; 

RIBEIRO et al., 2017). No entanto, não existem muitos dados para a maioria destas plantas 

referente as suas ações e validação do seu uso. 

 A ausência de estudos pode conduzir a população a uma falsa cura. Um exemplo é a 

tintura Específico Pessoa, extraída de raízes e folhas de ervas medicinais e muito conhecida no 

Brasil. Elaborada com base no tubérculo chamado cabeça-de-negro ou raiz-de-cobra, esta 

“garrafada” é recomendada em casos de envenenamentos por serpentes, aranhas ou escorpiões 

há décadas (CARDOSO, 2009). Sem registro na Agência Nacional de Vigilância Sanitária - 

ANVISA, é vendido pela internet ou em feiras, principalmente no Norte e Nordeste do Brasil. 

Contudo, o produto não possui atividade antioxidante, além de ser potencialmente citotóxico e 

desencadear episódios de vômitos (CASTOLDI et al., 2020; SACHETT et al., 2020; SANTOS; 

PRUDENCIO, 2019). 
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Por outro lado, muitas plantas utilizadas popularmente como antídotos para tratar 

envenenamentos por serpentes devem ter essas propriedades, devido ao grande número de 

compostos ativos que contêm (MORS et al., 2000). Inclusive, algumas destas espécies vegetais 

(Brosimum guianense, Bauhinia forficata, Tabebuia aurea, Tamarindus indica) foram testadas 

em laboratório e indicaram atividades antiofídicas, pois neutralizam a letalidade das peçonhas 

de diferentes víboras, bem como os efeitos inflamatórios, hemorrágicos, miotóxicos, 

edematogênicos, coagulatórios e nociceptivas desencadeados pelas mesmas (BITTENCOURT 

et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2005; REIS et al., 2014; USHANANDINI et al., 2006). Todas 

com enorme potencial para gerar produtos inovadores e proporcionar benefícios sociais. 

 Mas diante de tantas informações controversas, o desafio nos dias atuais é garantir o 

acesso e o uso racional das plantas medicinais e medicamentos fitoterápicos – resultado da 

industrialização da planta medicinal a partir de uma formulação específica (BRANDELLI, 

2017b). Acredita-se que cerca de 80% da população de países em desenvolvimento faz uso da 

medicina tradicional para sua atenção primária, principalmente à base de plantas (BRASIL, 

2006a). No Brasil, este percentual pode ser ainda maior (VEIGA JUNIOR, 2008).  

Assim, para que a população tenha segurança, eficácia e qualidade no tratamento 

adotado, o país estabeleceu em 2006 a “Política Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos”, seguido em 2008 pelo “Programa Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos” (BRASIL, 2006a, 2009). Ambos fomentam o conhecimento acerca dos saberes 

e práticas da medicina popular e apoiam pesquisas que investiguem a eficácia e segurança 

destas práticas. No entanto, o controle dos produtos à base de ervas medicinais é feito pela 

ANVISA. 

Por fim, o Sistema Único de Saúde – SUS realiza a conexão exigida, facilitando o acesso 

da população às plantas medicinais e aos seus derivados, bem como às informações quanto ao 

manejo e uso correto das plantas medicinais e fitoterápicos (BRASIL, 2006b). Caracterizando 

a fusão do saber popular com o saber técnico. 

 

3.2. Handroanthus chrysotrichus  

A família Bignoniaceae apresenta distribuição pantropical, com aproximadamente 120 

gêneros e 800 espécies. Entre estas espécies, 100 são conhecidas popularmente como ipês, 

incluídas atualmente nos gêneros Handroanthus e Tabebuia (GROSE; OLMSTEAD, 2007; 

SOUZA; LORENZI, 2005). Gêneros amplamente utilizados na ornamentação urbana devido à 

beleza de sua floração, podendo ser branca, amarela, rosa e roxa. Também por este motivo, o 
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ipê-amarelo é a flor-símbolo do Brasil. Destaca-se que o termo Ipê se originou do tupi e 

significa “árvore cascuda”. (LORENZI, 2002).  

O ipê-amarelo Handroanthus chrysotrichus (Figura 1), anteriormente denominada 

como Tabebuia chrysotricha, é uma árvore que pode atingir 10 m de altura e 40 cm de diâmetro 

do tronco (LORENZI, 2002). Suas cascas e caule são macerados e utilizados para conter 

processos alérgicos e como depurativos por ribeirinhos mato-grossenses (RIBEIRO et al., 

2017). No Paraná, utiliza-se a decocção de suas flores e caule contra males do sistema 

cardiovascular, distúrbios imunológicos e envenenamentos ofídicos (BOLSON et al., 2015). 

Os ipês (T. rosea, H. ochraceus e H. impetiginosus) apresentam efeitos antioxidantes 

em seus extratos oriundos da casca (OSPINA et al., 2013; PARK et al., 2003). Característica 

esta que ampara o uso medicinal de diferentes extratos. E, nos casos de envenenamentos, 

ensaios utilizando agentes antioxidantes exógenos como melatonina indicam redução dos danos 

oxidativos gerados pela peçonha da serpente Naja haje (MONEIM et al., 2015). Além disso, 

tratamentos com antioxidantes como ácido ascórbico e complexos vitamínicos protegem contra 

o envenenamento induzido por espécies do gênero Bothrops em modelos experimentais 

(OLIVEIRA; SIMÃO; MARCUSSI, 2016). 

Somado aos efeitos antioxidantes, alguns ipês demonstram potencial no tratamento de 

acidentes ofídicos específicos. O ipê-rosa T. rosea foi efetivo em neutralizar a peçonha da 

jararaca Bothrops atrox (OTERO et al., 2000b, 2000c). E o extrato da casca do ipê-amarelo T. 

aurea possui efeitos anti-inflamatórios e diminui a algesia, a miotoxicidade e os episódios 

hemorrágicos induzidos pela peçonha do gênero Bothrops (MALANGE et al., 2019; REIS et 

al., 2014).  

Contudo, pouco se conhece sobre H. chrysotrichus, além da comprovada ação 

analgésica do extrato de seu caule em camundongos (GRAZZIOTIN et al., 1992). Embora haja 

déficit de estudos toxicológicos, ao considerar sua família e estudos etnobotânicos, é presumível 

que seu extrato apresente potencial para tratar ou amenizar os danos ocasionados por exposição 

ofídica. 
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Figura 1. Exemplar de ipê-amarelo Handroanthus chrysotrichus encontrado na Universidade Federal do Pampa 

– Campus Uruguaiana, espécime fonte de recursos para obtenção do extrato desta pesquisa. Acervo pessoal. Foto: 

Márcio Tavares Costa. 

 

3.3. Procedimento padrão adotado em casos de envenenamentos por serpentes 

Estudos epidemiológicos indicam que o número de acidentes por animais peçonhentos 

vem crescendo nos últimos anos e que a chance de morte por acidente ofídico é maior 

(GONÇALVES et al., 2020; TAVARES et al., 2020). Ao todo, o Brasil registrou 30.482 casos 

de exposição a serpentes em 2019, com 147 mortes. A região Norte do país foi a mais afetada, 

com 34% dos acidentes. O grupo botrópico representou 68,5% dos casos. No entanto, as 

espécies não peçonhentas e ignoradas foram 20% (SINAN, 2020). 

Envenenamentos por serpentes são tratados com soro antiofídico específicos para cada 

grupo de serpentes com importância médica (Figura 2) – Viperidae (gêneros Bothrops, Crotalus 

e Lachesis) e Elapidae (cobras-corais do gênero Micrurus). As imunoglobulinas são produzidas 

pelo fracionamento do plasma, geralmente obtido de grandes animais domésticos 

hiperimunizados. Estes soros, quando injetados em pacientes envenenados, pode neutralizar 

qualquer uma das peçonhas usadas em sua produção e, em alguns casos, também neutralizará 
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os efeitos do envenenamento de espécies intimamente relacionadas (WHO, 2008). Apesar de 

existirem soros específicos para diferentes gêneros de serpentes, o processo de produção é 

similar, como apontado no Manual de Diagnóstico e Tratamento de Acidentes por Animais 

Peçonhentos (FUNASA, 2001). 

No Brasil, a soroterapia com antídoto é um procedimento ambulatorial oferecido em 

Unidades Básicas de Saúde, constituindo polos regionais de atendimento. Este tratamento tem 

reduzido o número de óbitos das vítimas de acidentes ofídicos (CITELI et al., 2018; FAN; 

CARDOSO, 1995). Em envenenamentos por Bothrops (ex.: cruzeiras e jararacas), gênero 

responsável por cerca de 90% dos casos de exposição a serpentes no Brasil, o tratamento com 

antiveneno botrópico é capaz de reverter os efeitos sistêmicos (FUNASA, 2001; ROSENFELD, 

1971). Por outro lado, pacientes que recebem o soro podem apresentar reações imediatas como 

febre, palidez, náuseas, vômitos, taquicardia, hipotensão, dispneia e broncoespasmo (MISE; 

LIRA-DA-SILVA; CARVALHO, 2007). E, mesmo ocorrendo o tratamento padrão, a 

neutralização dos efeitos locais dificilmente é obtida. A evolução do quadro local pode acarretar 

na perda do membro afetado (ROSENFELD, 1971).  

Outra limitante é a composição da peçonha, que pode variar entre populações de uma 

mesma espécie de serpente, reduzindo a eficácia do soro antiofídico. Por fim, o soro não está 

disponível a todos, principalmente aos trabalhadores rurais (THEAKSTON; WARRELL; 

GRIFFITHS, 2003). Tais restrições aumentam a necessidade de se pesquisar e estabelecer 

alternativas que possam auxiliar no tratamento das vítimas de acidentes ofídicos. 

 

Figura 2. Espécimes com importância médica. A) Bothrops alternatus, conhecida popularmente como cruzeira, 

pertence a família Viperidae. b) Coral-verdadeira Micrurus altirostris, espécie da família Elapidae. Acervo 

pessoal. Fotos: Márcio Tavares Costa. 

Figura 2. Espécimes com importância médica. A) Bothrops alternatus, conhecida popularmente como cruzeira, 

pertence a família Viperidae. B) Coral-verdadeira Micrurus altirostris, espécie da família Elapidae. Acervo 

pessoal. Fotos: Márcio Tavares Costa. 
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3.4. Philodryas patagoniensis e sua peçonha 

A papa-pinto P. patagoniensis (Figura 3A) é uma serpente comum em áreas abertas do 

Bioma Pampa (LOEBMANN; QUINTELA, 2009). Espécie diurna, sua coloração amarronzada 

confere uma vantagem para camuflagem. São fundamentalmente terrícolas, embora possam 

abranger hábitos arborícolas ao forragear (HARTMANN; MARQUES, 2005). 

Essa serpente pertence à família Dipsadidae, a qual é responsável por cerca de 20 a 40% 

dos acidentes ofídicos no Brasil (CARVALHO; NOGUEIRA, 1998; LOEBMANN; 

QUINTELA, 2009; ROSENFELD, 1971; SALOMÃO; ALBOLEA; ALMEIDA-SANTOS, 

2003; SANTOS-COSTA et al., 2001; SILVEIRA; NISHIOKA, 1992). Como consequência 

dessas exposições, as vítimas deste grupo apresentam dor, edemas, hematomas, hemorragia, 

necrose muscular, além de efeitos sistêmicos, como tonturas e vômitos (ARAÚJO; SANTOS, 

1997; ASSAKURA et al., 1992; DE MEDEIROS et al., 2010; PRADO-FRANCESCHI et al., 

1996, 1998; RIBEIRO; PUORTO; JORGE, 1999). Especificamente a espécie Philodryas 

olfersii é responsável por envenenamentos graves e fatais em humanos (MACKESSY, 2002). 

Esse potencial toxicológico se deve a peçonha produzida pela glândula Duvernoy. Com 

dentição opistóglifa (Figura 3B), a peçonha da P. patagoniensis é liberada sob estímulo 

mecânico e apresenta uma constituição de aproximadamente 90% de proteína, principalmente 

metaloproteinases derivadas da peçonha das serpentes (snake venom metalloproteinases – 

SVMPs). Desta forma, a peçonha pode desencadear efeitos edematogênicos, hemorrágicos, 

nociceptivos e de necrose sobre a área afetada (ROCHA; FURTADO, 2007; SERAPICOS; 

MERUSSE, 2006).  

 

Figura 3. Philodryas patagoniensis. A) Espécime encontrado na Universidade Federal do Pampa - Campus 

Uruguaiana; B) Dentição opistóglifa da espécie. Acervo pessoal. Fotos: Márcio Tavares Costa. 

 

  Até o momento, registrou-se para a peçonha de P. patagoniensis atividade da 

fosfolipase A2 (PLA2), embora esta atividade tenha sido considerada baixa (ZELANIS et al., 
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2010). Duas proteínas foram isoladas: a SVMP α-fibrinogenase patagonfibrase e a proteína rica 

em cisteína patagonina. A patagonfibrase tem suas atividades aumentadas na presença do íon 

cálcio e é capaz de hidrolisar fibrinogênio e azocaseína. E está envolvida com efeitos 

hemorrágicos, miotóxicos, e inibição da agregação plaquetária. Enquanto que a patagonina tem 

atividade miotóxica (PEICHOTO et al., 2007, 2009). 

Com potencial para ocasionar mionecrose (PRADO-FRANCESCHI et al., 1998), as 

atividades proteolíticas verificadas para o gênero Philodryas superaram as da peçonha de 

Bothrops alternatus (GAY et al., 2005) e de B. jararaca (ROCHA et al., 2006). Para Rocha e 

Furtado (2007), a peçonha da P. patagoniensis possui atividades biológicas similares às de 

Bothrops. Assim, em casos de exposição a serpentes do gênero Philodryas, incorpora-se soro 

antiofídico botrópico à terapia, além dos métodos usuais para o tratamento, como administração 

de analgésicos, anti-inflamatórios e, nos casos de infecções, antibiótico (BUCARETCHI et al., 

1993; NISHIOKA; SILVEIRA, 1994).  

Estudos em diferentes modelos animais demonstraram que, em envenenamentos 

induzidos por espécies do gênero Bothrops, o uso do anti-inflamatório Dexametasona isolado, 

ou associado à soroterapia, tem efeito benéfico ao reduzir o edema e evitar potenciais danos 

musculares (ARAÚJO et al., 2007; CARVALHO et al., 2018; PATRÃO-NETO et al., 2013). 

Com envenenamentos causados por P. patagoniensis não é diferente, sugerindo o envolvimento 

de eicosanóides como principais mediadores do edema e nocicepção nos casos de exposição a 

estes ofídios (LOPES et al., 2017). 

 

3.5. Danos relacionados às peçonhas 

3.5.1. Estresse oxidativo 

Organismos estão expostos continuamente às ações de agentes reativos. Formados a 

partir do metabolismo do oxigênio, as principais espécies reativas de oxigênio (EROs) 

radicalares são hidroxila (HO-), superóxido (O2-), peroxila (ROO-) e alcoxila (RO-); e entre as 

não-radicalares estão o oxigênio, peróxido de hidrogênio e o ácido hipocloroso. A reatividade 

destes EROs no organismo são variáveis, enquanto alguns atacam lipídios, proteínas, DNA, 

outros reagem apenas com lipídios (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 

Embora sejam parte integrante dos organismos ao longo da vida, as células 

desenvolveram mecanismos de defesa antioxidantes, enzimáticos e não enzimáticos, para 

limitar os níveis intracelulares de EROs e controlar os danos decorrentes (BIANCHI; 

ANTUNES, 1999). Havendo desequilíbrio entre a geração de moléculas oxidantes e o sistema 

de defesa antioxidante, estabelece-se ali o estresse oxidativo. Processo que conduz à oxidação 
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de biomoléculas, com possíveis perdas de funções biológicas e desequilíbrio homeostático, cuja 

manifestação é o dano oxidativo potencial contra células e tecidos. Se não combatido, o estresse 

oxidativo pode ser letal (BARBOSA et al., 2010; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). 

Lesões originárias de envenenamento por serpentes são danos geradores de estresse 

oxidativo (STRAPAZZON et al., 2015). O fenômeno de estresse resulta na formação de radicais 

livres a partir do choque, danos ao tecido no local da mordida e hemorragia (ALAM; GOMES, 

1998). No local afetado pelo envenenamento ocorre o acúmulo de leucócitos, acarretando em 

uma demasiada geração de EROs, incluindo a produção endógena aumentada de peróxido de 

hidrogênio (ZAMUNER et al., 2001). O processo hemorrágico resulta em hemólise dos 

glóbulos vermelhos (liberação de íons de ferro) e queda da atividade da enzima superóxido 

dismutase – SOD (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Além disso, toxinas específicas das 

peçonhas induzem a liberação de mediadores pró-inflamatórios e, assim, aumento do estresse 

oxidativo (GIRISH; KEMPARAJU, 2011). 

Em vítimas de envenenamento, toxinas oriundas da peçonha perturbam e podem 

danificar a membrana celular, bem como romper a membrana mitocondrial, e causar 

consequente aumento de EROs. O fígado e os eritrócitos estão sempre ameaçados por estas 

espécies reativas, que podem induzir a perfusão capilar resultando em lise celular. No entanto, 

estes eventos tendem a ser equilibrados por um sistema antioxidante enzimático e não 

enzimático em indivíduos saudáveis (SEBASTIN SANTHOSH et al., 2013). 

O estresse oxidativo não é reconhecido na patologia dos acidentes por mordidas de 

cobra, mas é capaz de gerar trombocitopenia, coagulopatia e hemorragia sistêmica. Situações 

que produzem complicações secundárias de longo prazo. O estresse oxidativo induzido por 

envenenamentos também pode causar toxicidade renal, hipopituitarismo e infertilidade 

(SUNITHA et al., 2015). 

Neste sentido, estudos com agentes antioxidantes apresentam relevância. A melatonina, 

bem como, o ácido ascórbico e um complexo vitamínico – ácido ascórbico, vitamina E, e todas 

vitaminas do complexo B – foram testadas como terapias alternativas e demonstraram efeito 

protetor contra envenenamento ofídico (MONEIM et al., 2015; OLIVEIRA; SIMÃO; 

MARCUSSI, 2016). Portanto, o tratamento com antioxidantes apresenta potencial de, junto à 

terapia com soro antiofídico, ser a primeira linha de defesa em casos de acidentes com estes 

animais, e assim, reduzir a incidência de complicações associadas ao estresse oxidativo (Figura 

4). 
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3.5.2. Processo inflamatório 

 Na ocorrência de uma lesão tecidual, o organismo aciona mecanismos imunes de 

controle com o propósito de limitar os danos e auxiliar a regeneração. Estes mecanismos fazem 

parte da resposta inflamatória, caracterizada por quatro sinais cardinais: dor, rubor, calor, edema 

e, em alguns casos, culminando com perda parcial ou total da função (SCHMID-SCHÖNBEIN, 

2006).  

Neste contexto, uma exposição ofídica causa lesão tecidual por vários mecanismos 

(Figura 5), mesmo o trauma mecânico direto pode desencadear uma resposta inflamatória. O 

envenenamento subsequente agrava o quadro para uma inflamação sistêmica, ao induzir 

estresse oxidativo sistêmico, recrutar macrófagos e estimular a liberação de mediadores pró-

inflamatórios, sendo esses, efeitos característicos de fenômenos multifatoriais (HARRIS et al., 

1992; SEBASTIN SANTHOSH et al., 2013). 

 Esta inflamação no estágio inicial, ou agudo, é mediada principalmente pela ativação 

das células do sistema imunitário e seu sistema complemento. No local afetado, os primeiros 

mediadores químicos liberados são a histamina e a serotonina, os quais são produzidos por 

mastócitos, basófilos e plaquetas sanguíneas (FRANCISCHETTI et al., 2010). A histamina 

provoca vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, os quais resultam no 

extravasamento de líquido destes capilares, gerando eritema e edema típicos do processo. A 

serotonina, por sua vez, ativa os monócitos e impede a sua apoptose, além de modular a 

produção de citocinas e quimiocinas nos mesmos (CAMPBELL et al., 2010; SOGA et al., 

2007). 

Figura 4. Representação esquemática da importância do processo de estresse oxidativo nos envenenamentos por 

serpentes e da incorporação de uma linha de defesa antioxidante. Fonte: autor. 
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 A partir de então, com a vasodilatação possibilitando o aumento do fluxo sanguíneo e 

da permeabilidade vascular no local, começa a migração celular de leucócitos. E, de forma 

concomitante, ocorre o aumento da expressão de moléculas de adesão, prejuízo tecidual por 

atividade de proteases e EROs, necrose e apoptose, além da liberação de inúmeros mediadores 

pró-inflamatórios como as citocinas fator de necrose tumoral do tipo alfa (TNF-α) e interleucina 

1 beta (IL-1β) (HUERRE; GOUNON, 1996; VIVIER; MALISSEN, 2005).  

 Além disso, a inflamação envolve outros sistemas, como o de coagulação e a cascata do 

ácido araquidônico. Este último originará as prostaglandinas (PGs) pela ação das 

ciclooxigenases (COX 1 e 2), leucotrienos e tromboxanos (pela ação de lipooxigenases), todos 

mediadores envolvidos no processo inflamatório (RANG; DALE, 2007). Diversos desses 

mediadores inflamatórios, quando liberados, ativam os nociceptores (fibras nervosas tipos Aδ 

e C) e facilitam a transmissão dolorosa, caracterizando o quadro de hiperalgesia (WRIGHT, 

1999). A bradicinina, a PG E2, o fator de crescimento nervoso e as IL pró-inflamatórias parecem 

exercer papel fundamental na nocicepção periférica (CHUANG et al., 2001). 

Determinadas SVMPs são capazes de exercer quimiotaxia sobre os neutrófilos por meio 

do sistema complemento (FARSKY et al., 2000); enquanto outras, como a jararagina – toxina 

isolada da Bothrops jararaca – pode estimular diretamente a expressão do TNF-α, IL-1β e IL-

6 nos macrófagos (CLISSA et al., 2001), agravando então, o processo inflamatório. 

 Estudos mostram que o uso de anti-inflamatórios clínicos associados a soroterapia 

aliviam os sinais cardinais da inflamação causadas por envenenamentos ofídicos. O anti-

inflamatório esteroidal Dexametasona (inibidor de PLA2) inibe a resposta inflamatória, a 

miotoxicidade e o edema induzidos por envenenamentos do gênero Bothrops. Indometacina 

(inibidor da COX), um anti-inflamatório não esteroidal, também age amenizando o edema 

causado pelo grupo (ARAÚJO et al., 2007; PATRÃO-NETO et al., 2013).  

 Vítimas de acidentes causados por cobras da família Dipsadidae, frequentemente 

apresentam edema proeminente e hiperalgesia (PRADO-FRANCESCHI; HYSLOP, 2002). A 

peçonha de P. patagoniensis é um exemplo, pois provoca uma rápida resposta inflamatória com 

estes sintomas (de MEDEIROS et al., 2010). Resultados de testes realizados pelo nosso grupo 

de estudo apontam que o edema e a hiperalgesia podem perdurar entre seis e oito dias (dados 

não publicados). Destaca-se que a patagonfibrase, uma das toxinas isolada da P. patagoniensis, 

apresenta atividades alfa-fibrinolíticas, hemorrágicas e induz resposta inflamatória em 

camundongos (PEICHOTO et al., 2011). 

 Nesta espécie, testes utilizando a Dexametasona e a Indometacina diminuíram o edema 

causado pela sua peçonha, mas somente a Indometacina agiu aliviando a dor no local do 
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ferimento. Como não há alteração pelo tratamento com Celecoxibe (inibidor da COX-2) em 

nenhum dos casos, os derivados do ácido araquidônico parecem ser os principais mediadores 

do edema, enquanto que a dor está diretamente relacionada a COX-1 (LOPES et al., 2017). No 

entanto, os efeitos adversos de vários anti-inflamatórios utilizados na clínica demandam 

pesquisas por novos compostos com ação analgésica e que bloqueiem os processos 

inflamatórios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Simplificação do processo inflamatório desencadeado nos acidentes com serpentes in situ. Anti-

inflamatórios como o Dexametasona (1) e Indometacina (2) atuam amenizando sintomas (linhas pontilhadas). 

Fonte: autor. 
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4. JUSTIFICATIVA 

Diferentes espécies do gênero Handroanthus são extensivamente utilizadas pela 

medicina popular para tratar envenenamentos diversos. No entanto, o uso é empírico, e estudos 

que investiguem o perfil toxicológico e farmacológico destas plantas são necessários. Para que 

assim a população tenha segurança, eficácia e qualidade no tratamento, e também para 

disponibilizar uma possível fonte de compostos biologicamente ativos de interesse 

farmacêutico. 

Esta proposta apresenta o ipê-amarelo H. chrysotrichus, espécie presente do Nordeste 

ao Sul do Brasil, principalmente nos Biomas Cerrado, Mata Atlântica e Pampa. H. 

chrysotrichus é utilizada em casos de exposição a serpentes por pessoas, as quais podem estar 

impossibilitadas de receber o procedimento adotado nas Unidades Básicas de Saúde. E quando 

tratadas com o antiveneno, o mesmo não garante plena recuperação. 

Contudo, assim como em outros casos, o potencial toxicológico desta planta medicinal 

não é conhecido, bem como, seu potencial contra os efeitos lesivos ocasionados pelas peçonhas 

ofídicas. Considerando o elevado índice de acidentes envolvendo serpentes no Brasil, e todos 

os danos teciduais resultantes dos mesmos, estudos que buscam terapias alternativas para 

auxiliar na redução destes efeitos adversos são relevantes.  

O fato de envenenamentos ocasionados pelas serpentes do gênero Philodryas serem 

tratados com soro antiofídico demonstra o potencial toxicológico deste grupo. Mas a escolha 

da serpente P. patagoniensis para obtenção de peçonha para este trabalho deve-se também: a) 

os efeitos induzidos pela peçonha são similares aos gerados pelas peçonhas do gênero Bothrops; 

b) estipula-se que sua família, Dipsadidae, seja responsável por cerca de 20 a 40% dos acidentes 

ofídicos registrados; c) a alta frequência com que esta espécie é encontrada no Bioma Pampa. 

Por fim, o trabalho fomenta pesquisas na região do Bioma Pampa – fonte da matéria 

prima estudada. Incorpora a peçonha da P. patagoniensis como um recurso possível para 

trabalhos futuros. E, considerando a ausência de estudos descrevendo o perfil bioquímico, 

toxicológico e/ou farmacológico do extrato da casca do ipê-amarelo H. chrysotrichus na 

literatura científica, este trabalho proporciona perspectivas para estudos futuros 

complementares em áreas correlatas e transversais. 
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5. OBJETIVOS 

Geral 

 Investigar o potencial do extrato da casca de ipê-amarelo Handroanthus chrysotrichus 

como agente terapêutico em casos de envenenamentos por serpentes 

 

Específicos 

• Analisar a composição química do extrato hidroetanólico da casca do ipê-amarelo 

(Artigo 1); 

• Avaliar in silico as predições farmacológicas e toxicológicas dos principais 

componentes químicos identificados do extrato (Artigo 1); 

• Determinar in vitro as atividades antioxidantes, citotoxicológicas e 

genotoxicológicas, bem como, a dose letal mediana em Artemia salina do extrato 

(Artigo 1); 

• Verificar a toxicidade in vivo do extrato da casca de H. chrysotrichus em casos de 

exposição aguda e subcrônica (Artigo 2); 

• Analisar o estado da arte acerca da peçonha de Philodryas patagoniensis e a 

possibilidade de sua utilização em testes toxicológicos e farmacológicos 

(Manuscrito 1); 

• Investigar a ação do extrato da casca de ipê-amarelo como atenuante dos principais 

sintomas de envenenamento causado por P. patagoniensis em camundongos 

(Manuscrito 2). 
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6. RESULTADOS 

Os resultados aqui apresentados estão sob a forma de dois Artigos Científicos e dois 

Manuscritos Científicos. O primeiro Artigo Científico foi publicado no ano de 2020 na revista 

“Research, Society and Development”, e o segundo foi publicado em 2021 na revista 

“Toxicology Research”. Os Manuscritos serão submetidos para avaliação e publicação em 

revistas especializadas com Qualis CAPES.  

Desta forma, este capítulo inclui na íntegra as produções que avaliaram in silico, in vitro 

e in vivo o extrato alvo. E propõe, por meio dos Manuscritos, finalizar a hipótese desta Tese. O 

Quadro abaixo relaciona os objetivos de cada trabalho, tipo de pesquisa realizada e os resultados 

alcançados. 

 

Objetivo específico Metodologia Resultados Situação 

Investigar a composição, 

potencial antioxidante, 

farmacológico e toxicológico do 

extrato hidroalcóolico da casca 

do ipê-amarelo Handroanthus 

chrysotrichus 

Qualitativa e 

quantitativa, com 

testes in silico e in 

vitro 

Artigo 1  

Antioxidant and 

toxicological potential 

of the Golden trumpet 

hydroalcoholic stem 

bark extract 

Publicado na 

revista Research, 

Society and 

Development em 

2020 

Avaliar a toxicidade do extrato 

hidroalcóolico da casca de 

Handroanthus chrysotrichus em 

camundongos 

Pesquisa quantitativa. 

Verificou-se os 

efeitos in vivo das 

exposições aguda e 

subcrônica ao extrato 

Artigo 2 

In vivo effects of 

exposure to Golden 

trumpet Handroanthus 

chrysotrichus in mice 

Publicado na 

revista Toxicology 

Research em 2021 

Verificar o estado da arte acerca 

da peçonha da Philodryas 

patagoniensis e levantar a 

possibilidade de sua utilização 

nos campos Toxicológico e 

Farmacológico 

Pesquisa qualitativa 

descritiva. Levantou-

se artigos de três 

bases de dados, os 

quais foram fonte das 

informações 

Manuscrito 1 

Philodryas 

patagoniensis venom: 

status of the art and its 

potential use in 

toxicological and 

pharmacological fields 

A ser submetido ao 

Journal of Venomous 

Animals and Toxins 

including Tropical 

Diseases após as 

considerações da 

banca examinadora 

Avaliar o efeito protetor do 

extrato hidroetanólico da casca 

de H. chrysotrichus frente aos 

principais danos desencadeados 

pelo envenenamento por P. 

patagoniensis em camundongos 

Pesquisa quantitativa. 

Avaliou-se alterações 

comportamentais, 

além dos danos locais 

e sistêmicos induzidos 

pela peçonha 

Manuscrito 2 

Analgesic and 

antioxidant effects of 

the Golden trumpet on 

snake-envenomed mice 

A ser submetido ao 

The Journal of 

Pharmacology and 

Experimental 

Therapeutics após as 

considerações da 

banca examinadora 
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6.1. Artigo científico 1 
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Supplementary Material 

1. Materials and Methods 

1.1. HPLC analyses 

1.1.1. Chemicals  

Lapachol and β-lapachone reference standard were obtained by Sigma-Aldrich® (São 

Paulo, Brazil). Acetonitrile and ethanol were obtained by Hexis® (São Paulo, Brazil). Purified 

water was obtained by Milli-Q Plus® system from Millipore (Milford, MA, USA).  

 

1.1.2. Apparatus and chromatographic conditions  

A Shimadzu Prominence® liquid chromatograph (Kyoto, Japan) equipped with a model 

LC-20AD quaternary pump, SIL-20AC HT auto sampler, CTO-20AC column oven, SPD-

M20A photodiode-array detector and LC Solution V. 1.24 SP1 manager system software was 

used. The chromatographic separation was performed in a Supelco Ascentis® column RP-18 

(250 x 4.6 mm I.D., 5 µm, St. Louis, MO, United States) and the temperature was set at 30 °C 

in the column oven. The mobile phase comprised a mixture of water –acetonitrile ranging from 

90:10 to 5:95, in a linear gradient from 0 to 55 min. at a flow-rate of 1.0 mL min-1. The lapachol 

and β-lapachone substances were determined by UV detection at 254 nm using a diode array 

detector (DAD). The volume of solutions injected into the HPLC system was 20 µL. 

 

1.1.3. Solutions preparation 

Lapachol reference standard (10 mg. mL-1) and β-lapachone reference standard (5 mg. 

mL-1) solutions were diluted in ethanol.  Handroanthus chrysotrichus bark extract were 

prepared in ethanol at 10 mg mL-1. 

 

2. Results 

The results of the analytical method showed that the lapachol and β-lapachone 

substances are not present in the plant bark or the extraction process used was not suitable to 

extract its (Figure 1). 
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Figure 1. HPLC profile obtained from analysis of Handroanthus chrysotrichus bark extract at 10 mg. mL-1 (A). 

Lapachol reference standard (10 mg. mL-1) (B), and β-lapachone reference standard (5 mg. mL-1) (C). 

Chromatographic conditions: water –acetonitrile as mobile phase ranging from 90:10 to 5:95, in a linear gradient 

from 0 to 55 min, flow-rate of 1.0 mL min-1, DAD detection at 254 nm. 
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6.2. Artigo científico 2 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

1. Materials and methods 

During the study, all animals were observed and mice sub-chronically exposed to HCCE 

performed behavioral tests (tail suspension and forced swimming test). 

 

1.1. General Observation 

During the maintenance of animals, there were general observations about the health of 

the mice. These observations were performed every 12 hours for 10 minutes. Besides, toxicity 

symptoms observed were classified into lethality, pain, gastrointestinal and behavioral 

alterations, and sensitization skin. Symptoms were expressed flexibly: (+) low potential, 

reached one animal in the group; (++) medium risk, reached between 2 and 3 animals in the 

group; (+++) high risk, reached between 4 and 5 animals in the group; and non-observed risk 

(0). 

 

1.2. Behavioral tests 

1.2.1. Forced swimming test (FST) 

Mice were individually forced to swim in a cylindrical container (diameter 10 cm, height 

25 cm), containing 19 cm of water at 25 ± 1°C. The mouse was immobile when it ceased 

struggling and remained floating motionless in the water, making only those movements 

necessary to keep its head above water. The immobility time was measured by a blinded 

observer during a 6 min test. An increase in the duration of immobility was considered 

indicative of a depressant-like activity1. 

 

1.2.2. Tail suspension test (TST) 

TST is based on the fact that animals subjected to inescapable stress will develop an 

immobile posture. The mice were individually suspended 50 cm above the floor using adhesive 
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tape placed approximately 1 cm from the tail and the total duration of immobility time was 

measured according to the method described by Steru et al.2. The immobility time was measured 

for 6 min by a blind observer. An increase in the immobility time was considered indicative of 

a depressant-like activity. 

 

1.3.  Histology 

Three liver and kidneys samples were prepared to histological examination. Fresh 

portions of both tissues were cut out rapidly and fixed in neutral buffered formalin (10%).  

After, these samples were dehydrated with progressive percentages of ethanol (70, 80, 900, 95, 

and 100%) and clarified in xylene. Then, tissues were impregnated in paraffin, mounted in 

blocks, and cut (5 µm) slices by a microtome. The microscopic slides were stained with 

Hematoxylin and Eosin. 

Twenty images of renal corpuscles were photographed per slide (Enlargement 400x), 

and using the Adobe Photoshop 2021 software, the glomerular and corpuscular area were 

measured in µm2. The subtraction these two areas resulted in the capsular space. 

 

1.4. Statistical analyses 

Results are presented as mean ± standard deviation (SD) for each group. Data obtained 

were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's multiple 

comparisons test. P values less than 0.05 were considered indicative of significance. 

 

2. Results 

2.1. General observation 

Our observations on animal health during treatment demonstrate the danger of exposure 

sub-chronic to HCCE, mainly at high concentrations (Table 1). Among the toxicity symptoms 

observed are diarrhea and lethargy. 
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Table 1. Observations of toxicity symptoms observed during the treatment of the mice. 

Group 
Toxicity symptoms observed 

Mortality Pain Gastrointestinal Behavioral Sensitization 

Exposure 
Dose 

 (mg. Kg-1) 
Death  

Contortions 

or tremors 
Vomit Diarrhea Lethargy Skin 

A
cu

te
 

Saline 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 

50 0 0 0 0 0 0 

100 0 0 0 0 0 0 

S
u
b

-c
h
ro

n
ic

 

Saline 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 

50 0 0 0 + + 0 

100 0 0 0 ++ +++ 0 

Low potential (+), medium risk (++), high risk (+++) and non-observed risk (0). 

 

2.2. Behavioral tests 

Results illustrated in Figure 1 represent depressive-like behavior expressed as the 

duration of immobility in TST (Figure 1A) and FST (Figure 1B). Group treated with HCCE (10 

– 100 mg. kg-1, p.o.) no presented a significant increase (p < 0.05) in the immobility time in 

both tests, TST and FST, compared with animals from the group treated with saline (10 ml. kg-

1, p.o.). 

2.3. Histology 
Figure 1. Immobility evaluation in A) tail suspension test (TST) and B) forced swimming test (FST) of mice sub-

chronically exposed to Handroanthus chrysotrichus. Data are expressed in mean ± SD. There was non-significance 

(n. s.) between the groups evaluated. 
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No differences were found in the analyzed liver tissues (Figure 2). On the other hand, 

the group treated with HCCE 100 (100 mg. kg-1, p.o.) presented a significant increase (p < 0.05) 

in the glomerular and capsular space area (Figure 2A, and C). The intermediate group HCCE 

50 (50 mg. kg-1, p.o.) presented an increase in its capsular space (Figure 2C). 
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Figure 2. Effect of sub-chronically HCCE treatment on mice liver and kidneys histology. Kidney glomeruli were 

analyzed using A) the glomerular, B) corpuscular, and C) capsular space area. Data are expressed in mean ± SD 

(* indicate significative difference). 



71 

 

6.3. Manuscrito científico 1 

Philodryas patagoniensis venom: status of the art and its potential use in 

toxicological and pharmacological fields 

 

Márcio Tavares Costaa 

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4940-3567 

E-mail: marciocosta@unipampa.edu.br 

 

Ana Paula Tavares Costab 

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1938-1299   

E-mail: anapaulatavarescosta@gmail.com 

 

Kellen Mariane Athaide Rochaa 

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8038-5286 

E-mail: kellen_a.rocha@hotmail.com     

 

 Aline da Silva Goularta 

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-3222-5816 

E-mail: alinefsgoulart@gmail.com   

 

 Robson Puntelc 

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9047-2906  
E-mail: robsonunipampa@gmail.com  

 

 Vanderlei Folmerc* 

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6940-9080  

E-mail: vanderleifolmer@unipampa.edu.br 

 

 

 

 

 

aPhD student at the Graduate Program in Biochemistry at the Federal University of Pampa 

(UNIPAMPA), Uruguaiana, Rio Grande do Sul, Brazil; 
bPhD student at the Graduate Program in Biology of Continental Aquatic                                    

Environments, Federal University of Rio Grande (FURG), Rio Grande, Rio Grande do Sul, 

Brazil; 
cProfessor PhD at the Graduate Program in Biochemistry at the Federal University of Pampa 

(UNIPAMPA), Uruguaiana, Rio Grande do Sul, Brazil; 
*Corresponding author. 

https://orcid.org/0000-0003-4940-3567
mailto:marciocosta@unipampa.edu.br
https://orcid.org/0000-0003-1938-1299
mailto:anapaulatavarescosta@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-8038-5286
mailto:kellen_a.rocha@hotmail.com
https://orcid.org/0000-0002-3222-5816
mailto:alinefsgoulart@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-9047-2906
mailto:robsonunipampa@gmail.com
https://orcid.org/0000-0001-6940-9080
mailto:vanderleifolmer@unipampa.edu.br


72 

 

Abstract 

 

The aim of this work was to present the state of the art of Philodryas patagoniensis venom 

(PpV) and to approach the possibility of its use in toxicological and pharmacological tests. We 

consulted Web of Science (WoS), Scopus, and PubMed databases to search for articles from 

1969 until May 2020, with keyword combinations: “Philodryas patagoniensis” AND “venom”. 

After filtering the number of articles was reduced from 133 to 37. Then, we assessed the 

similarity among databases and created categorizations to classify the lines of study: (I) 

Biochemistry; (II) Toxicology; and (III) Pharmacological works. Moreover, we extracted 

diverse information from articles. The results showed WoS and Scopus present a similarity of 

60% in their papers. Biochemistry works are more abundant. P. patagoniensis is not considered 

a venomous snake, but its envenoming can trigger clinical manifestations. PpV has a complex 

mixture of compounds generated by Duvernoy's gland with the potential to generate protease 

and hemorrhagic activities greater than Bothrops jararaca. Most rear-fanged snake venoms 

have not been studied; therefore, many medical implications may be discovered. On the other 

hand, the interactive potential of toxins is a neglected area of research. Thus, based on collected 

data, we concluded that PpV is little explored in both research fields: Toxicological and 

Pharmacological. In addition, despite the difficulties, it seems plausible to use PpV as a 

Toxicological or Pharmacological assessment model due to the diverse reasons here mentioned. 

 

Keywords: Poison. Dipsadidae. Colubridae. Review. Ophidism. Green-racer. 
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Background 

Philodryas patagoniensis is a snake known as Green racer and belongs to the Dipsadidae 

family, which is characterized by tree species. Nevertheless, P. patagoniensis is a species that 

occurs in open areas of the Pampa Biome, essentially terrestrial and including arboreal habits 

when foraging [1]. The Green racer is frequent in Rio Grande do Sul State and may be found 

until Rio Grande do Norte State. In addition, this species occurs in Argentina, Uruguay, and 

Bolivia. These snakes are diurnal species, with brownish color that allows them to camouflage, 

besides reaching up to 1.6m in length [2,3].  

About 20 to 40% of snake accidents in Brazil occur due to species of the family 

Dipsadidae, the largest family of snakes in Brazil. Moreover, the main genera involved in these 

accidents are Helicopters, Oxyrhopus, Thamnodynaster, and Philodryas [4–8]. The number of 

accidents caused by venomous animals has been growing in recent years and the chance of 

death among snakebites is higher [9,10]. Brazil recorded 30,482 cases of exposure to snakes in 

2019, with 147 deaths. The Northern region of the country was the most affected, with 34% of 

accidents. The bothropic group represented 68.5% of these cases and non-venomous or ignored 

species were 20% [11]. 

In Brazil, there are aglyphous, opisthoglyphous, and proteroglyphous snakes, but due to 

medical importance, venomous solenoglyphous snakes are more studied. Marcussi et al. [12,13] 

began genotoxic studies caused by these snakes in human leukocytes. On the other hand, the 

pharmacology field approaches the potentials of different compounds against their venoms. The 

use of ascorbic acid, vitamin E, and Vitamin B-complex are examples in cases of envenoming, 

in which the organisms were protected against damage induced by the venom of species of the 

genus Bothrops [14]. 

Especially, P. patagoniensis is an opisthoglyphous snake presents venom, which added 

to saliva is involved in food biology, acting as a complementary mechanism in the capture of 



75 

 

its prey [3,15]. However, accidents with this snake as well as other specimens of the Dipsadidae 

family may provide to their victim pain, edema, bruising, hemorrhage, muscle necrosis, and 

systemic effects, such as dizziness and vomiting [16–21].  

In this context, despite P. patagoniensis is a frequent species, which presents cases of 

accidents with envenoming, it is a snake little used to obtain venom for toxicological and 

pharmacological tests. Thus, we aim to bring the state of the art of its venom and to approach 

the possibility of its use in these fields. 

 

Methods 

Carrying out this study we consulted Web of Science (WoS), Scopus (Sc), and PubMed 

(PM) databases to search articles. We used in each of these databases the following keyword 

combination: “Philodryas patagoniensis” AND “venom”. Thus, there were searches based on 

the title, abstract, and keywords of articles published from 1969 until May 2020. This process 

resulted in a total of 133 papers, 50 found in Sc, followed by 48 in WoS, and 35 in PM. 

After assessing the titles and abstracts (and the full text when needed), we excluded 

duplicate papers and those were not related to study P. patagoniensis venom (Figure 1). This 
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filtering reduced the number of articles from 133 to 37. For each paper, we obtained information 

such as the year of publication and the region which the survey was conducted.  

Figure 1. Bibliometric analysis step with the screening of articles. 

 

The papers included in this work allowed to perform some steps: 

1) The similarity among databases was analyzed by Jaccard similarity; 

2) We developed the following categorizations to classify the lines of study for 

each paper according to their approaches: (I) Biochemistry – articles that 

characterize proteins and enzymatic activities of P. patagoniensis venom in 

vitro; (II) Toxicology – articles that aim to assess the consequences of 

envenoming or to assess a compound against venom in an animal model; and 

(III) Pharmacological – articles that determine possible drugs from the venom. 

We clarified that item 1 was developed in the topic “General information”. While item 

2 was covered the remaining topics, according to the subject. In addition to the filtered works, 

Figure  SEQ Figure \* ARABIC 1. Bibliometric analysis step by step with the screening of articles.  
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other articles were employed to contextualize and develop the themes related to general aspects 

and comparison among groups of snakes. 

 

General information 

When analyzing the three databases – WoS, Sc, and PM – there were 133 articles in all, 

which were abbreviated to 37. In this process, we noted a greater similarity between Sc and 

WoS. This similarity reached approximately 60%, which indicates the duplicated productions 

of these databases. 

After choosing the works, we saw that the oldest paper was published in 1982, and the 

most recent in 2020. Along this timeline, there has been no publication regarding P. 

patagoniensis venom (PpV) for many years. The largest number of articles published was 

among 2010, 2011, and 2017, with four publications each year. The articles classification 

showed that 54.05% are defined as Biochemistry works, 40.54% as Toxicology, and 5% as 

Pharmacological studies.  

 Most studies were developed in Brazil (N=15) and Argentina (N=9). It was possible to 

verify a collaborative network between these countries (N=5), and collaborative studies 

between the United States and Argentina (N=2).  

Thus, we see that the last decade has been remarkable in the production of the theme 

addressed. Most articles are related to Biochemistry and Brazil is the reference in the area. 

 

Biochemistry of Philodryas patagoniensis venom 

We know that Bothrops snakes are the main cause of accidents in Brazil, but coral 

snakes also present medical importance. These species are of the Viperidae and Elapidae 

families, respectively. In addition, both families Viperidae and Elapidae present front-fanged 

and their venoms are constituted essentially by snake venom metalloproteinase (SVMP), snake 

venom serine proteinase, L-amino acid oxidase, kunitz peptide, phospholipases A2, C-type 
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lectin, and cysteine-rich secretory proteins (CRISPs). Besides that, they also present minor 

venom components and different concentrations for each species. The main difference between 

elapid and viper venoms is the presence of three-finger toxin in elapid venoms and the absence 

in viper venoms [22–25].  

In this context, Peichoto et al. [26] highlighted that PpV and other snakes of their groups 

possess many venom proteins in common with the venoms of front-fanged snakes, as the 

proteins found in PpV and also in Russian viper venoms [27]. These similarities between 

different groups occur because the venom glands of caenophidian snakes are homologous. In 

Brazil, the Caenophidia clade includes Colubridae, Dipsadidae, Elapidae, and Viperidae 

families. Thus, venoms produced among the rear-fanged snakes present likeness with the 

venoms of the front-fanged snakes, including peptides, which are a remarkable example of 

functional convergence [28–30]. However, considering that their venoms are adapted to 

facilitate feeding, they vary in composition with several important factors as phylogeny [28], 

geographic location, seasonal variation, diet, age, and sex of the animal [31]. 

The responsible for forming the venom in rear-fanged species like Philodryas is 

Duvernoy's gland. Duvernoy’s nomenclature is disuse due to the issues raised above, such as 

homology. Anyway, this gland is characterized by seromucous cells, which show neutral 

mucosubstance and protein radicals. Furthermore, there is an acinar area around the gland that 

is formed by mucous and mucoserous cells [30,32]. The Duvernoy’s gland provides to P. 

patagoniensis a venom formed mainly of proteins that have a molecular mass between 25-80 

KDa [33]. Basically SVMP, metal-dependent proteinases that could have their toxic activities 

blocked by Ethylenediamine tetra-acetic acid solution (EDTA), for example [34]. 

The patagonfibrase is a SVMP present in the PpV with approximately 53KDa. Activities 

of this protein increase in the presence of calcium ions, and it can degrade fibrinogen and 

azocasein. Likewise, it participates in the genesis edema, leukocyte recruitment, bleeding, 
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myotoxic effects, and inhibits platelet aggregation [35–37]. Moreover, patagonfibrase increased 

tissue factor and reduced protein disulfide isomerase locally in the rat model and triggered local 

inflammatory reactions that characterize snake bites [37,38]. The venom features also the 

patagonin, a CRISPs that exhibited a molecular mass of 24.8KDa and myotoxic activity [39]. 

Patagonin belongs to snake venom CRISPs, which are proteins found in the majority of crude 

venoms but at low levels, and can exhibit diverse activities [40]. Literature also reported minor 

venom components presence as caseinolytic activity, acetylcholinesterase, carbohydrate, 

besides phospholipase A2 in this venom [26,41].  

We highlight in this topic that there is a homology in the venom of rear-fanged and 

front-fanged snakes. Nevertheless, diverse aspects influence the venom composition, which 

contributes to the synthesis of different compounds. Large protein groups such as SVMP, 

CRISPs, and phospholipase A2 are present in PpV, as well as in other families of snakes. Until 

now, two compounds of PpV have been properly characterized. Thus, we noted a limitation in 

research about this venom, which can provide access to unknown compounds with toxicological 

and pharmacological potential. 

 

Toxicological potential of the Philodryas patagoniensis venom 

Envenomation represents a serious public health problem. We know that most accidents 

with P. patagoniensis occur in spring and summer. Although this species is considered non-

venomous, there are accidents with clinical manifestations such as pain, brief bleeding, 

erythema, and edema. Rare are cases with systemic symptoms [18]. Araújo and Santos [16] 

reported an accident caused by P. patagoniensis:  

The bite itself did not cause immediate problems. However, the patient complained 

about a constant itching, that could have been caused by an allergic reaction due to 

the poison of the snake. After a few minutes, a local swelling rapidly develops and 

spreads to the hand and fingers, expanding later to the forearm and arm, and reaching 

the axilla, 72 hours later. This edema remained for 15 days. During that period, arm 

and hand were hampered and painful, having lost part of their movements. Despite 

the local signs, the patient did not present systemic symptoms. 
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In addition, another case of envenoming by P. patagoniensis was reported. A 5-year-

old boy bitten also showed signs of local envenoming characterized by swelling and warmth on 

the bitten limb [42]. These are not the only envenoming cases, but they are the ones documented 

in the literature. All these symptoms occur because venoms have a complex mixture of protein 

and non-protein components. Despite SVMP seems to be primarily responsible for these 

effects, as well as the venom of others snake species [41,43], Lopes et al. [44] suggest that 

SVMP is not related to pain induced by PpV. 

Some symptoms of exposure to P. patagoniensis as bleeding are already well known 

[45]. This symptom is caused by SVMP, which degrades proteins in the basement membrane 

of blood vessels, resulting in a loss of capillary integrity and leading to local bleeding. 

Implications are worsened by fibrinogenolytic enzymes, which reduce plasma fibrinogen by 

hydrolysis and prevent coagulation. Including a stronger fibrinogen degradation activity than 

other rear-fanged snakes such as Rhabdophis tigrinus and R. lateralis [46–48]. 

Histological analysis indicated that the damages caused by PpV are dependent on its 

reach. When administrated intravenously, PpV can generate damage to the cerebellum, 

cerebrum, lung, kidney, and liver. The subcutaneous route also can affect the same tissues, 

except for the cerebellar region. Finally, intramuscular administration causes impairment in the 

lung, kidney, and liver tissue of rats. Moreover, there is a deficient muscular regeneration 

observed in P. patagoniensis envenomation, both experimentally and clinically. These facts, 

consequently, cause behavioral changes in the model adopted [49,50]. 

In addition, mice were used for initial tests to elucidate nociception – physiological 

components of pain – and edema pathway of PpV. The study showed that both symptoms 

present cyclooxygenase eicosanoids as the main mediators. Besides the angiotensin-converting 

enzyme inhibitors as captopril can increase nociception, indicating that kinins participate in the 

pathophysiology [44]. 
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Other side effects of the PpV in animal models are neuromuscular blockade, 

dermonecrotic activity, and myotoxic potential reaching necrosis, together with increase of 

creatine kinase in serum as a marker for muscle damage. Moreover, PpV indicates a protease 

activity greater than the Bothrops jararaca [33,34,51]. The peak of the hemorrhagic activity 

differed between venoms, being 24h for B. jararaca and 4h for PpV [34]. Later, Rocha and 

Furtado [45] performed other comparisons between PpV and bothropic venom. According to 

the authors, PpV presents biological activities like the venom of species of Bothrops genus, 

with a faster development time of the effects. Including a lethal dose of 50% of 58.85 µg. mouse-

1, while B. jararacussu, B. alternatus, and B. jararaca present a lethal dose of 58.8, 67.5, and 

24.7 μg. mouse -1, respectively [52].  

Possibly due to this similarity, PpV is reactive to bothropic antivenom [33]. As PpV is 

immunogenic, hyperimmune sera produced by injection of this venom present cross-reactive 

with sera produced by B. jararaca venom. Thus, Bothrops antivenom produced may be useful 

in human serum therapy in cases of envenomation by P. patagoniensis, with concentration 

adjustments [34]. This is important data since ophidism caused by Philodryas is neglected in 

some countries, despite the fact that antivenom therapy is not very effective locally [38,53]. 

We highlighted that these biological effects are common among other snakes of the 

Philodryas genus, as P. nattereri and P. olfersii [54]. Especially P. olfersii, which can also 

increase the levels of insulin-like growth factor I (IGF-1) in the serum and trigger a cellular 

response involving leukopenia and lymphopenia. It is, probably, mediated by 

metalloproteinases, serine proteinases, CRISPs, and C-type lectins present in the venom [55]. 

These triggered hazards by envenoming include the exposure to P. baroni snake, an exotic 

species traded as a pet [56]. 

Therefore, the activities described so far for PpV stem from its biology. All these effects 

are important for the success in the P. patagoniensis predation, especially in juveniles. Because 
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the juveniles still do not perform the constriction. Moreover, the potential of P. patagoniensis 

is demonstrated by comparing its venom with the B. jararaca venom. Furthermore, the 

literature suggests that SVMP is not solely responsible for the effects of envenoming, as was 

once believed. This fact opens new possibilities in the toxicological field. 

 

Pharmacological potential of the Philodryas patagoniensis venom potential 

Animal toxins are in the spotlight of biomedical research due to their potential 

pharmacological relevance. Some examples of this potential are 1) Captopril, the first inhibitor 

of angiotensin-converting enzyme developed from peptides studied and isolated from Bothrops 

jararaca venom [57]; 2) Fibrin sealant from Crotalus durissus terrificus venom, a biological 

and biodegradable product without adverse reactions and that does not transmit of infectious 

diseases [58]; and 3) Mambalgins, peptides isolated from black mamba venom which have a 

potent analgesic effect that can be as strong as morphine [59]. Additionally, we find several 

snake venom-based aesthetic products for sale. 

Anticancer properties are another line of research on snake venom. Interestingly, all 

anti-cancer evaluations on tumorigenic properties – such as proliferation, angiogenesis, 

invasion, and metastasis of malignant cells – have been performed with isolated toxins from 

front-fanged snake species, especially from Viperidae species. However, the potential 

therapeutic applications of toxins described from rear-fanged snake species remain unexplored 

[60]. 

Although there has been an increase in the amount of data in the pharmacological field, 

there is still little data on PpV. This venom showed low activity for the growth of the 

Leishmania major parasite [61]. Nevertheless, CRISPs isolated as patagonin present promising 

activity against Trypanosomes and Leishmania [62]. Three databases currently acquire 

experimental data, annotate them, and try to provide a global view of the knowledge about these 
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compounds [63]. To date, we have found no further information in the literature about PpV. 

Which suggests a wide range of possibilities be explored. 

  

Challenges when it comes to Philodryas patagoniensis venom 

Despite the high potential, a major obstacle in exploring snake venom is the low amount 

of venom usually obtained during the process of milking (extracting venom from the venom 

glands of a live snake). It is difficult to extract venom from many of the rear-fanged snakes 

[64]. Not only that, but it is also difficult to keep rear-fanged snakes as P. patagoniensis for 

venom production. The first three months in captivity are the most critical [65]. Because of 

these, venom research has focused mainly on those snakes with medical importance [64]. 

In the same sense, the vast most of snake venoms with rear-fanged have not been 

studied. Therefore, there are opportunities to discover novel biological molecules with possible 

medical implications [26]. In addition, discoveries in snake venom composition have revealed 

an unexpectedly high degree of variation of snake venoms of the same species linked to 

variables such as diets, geographical distribution, and ontogeny. These factors increase the 

potential pool that snake venom represents for pharmacological prospecting [64]. Besides, it 

allows understanding the composition and evolution of venoms from rear-fanged snakes [26]. 

It should be noted that Modahl and Mackessy [66] alert to the reductionist approaches 

usually applied in the study of purified toxins. Authors point out that few studies have attempted 

to evaluate interactions between toxins and suggest that the interactive or synergistic potential 

of toxins is a neglected area of research. Consequently, venoms from rear-fanged snakes have 

the potential to make an important contribution to our understanding of many phenomena still 

outstanding in Toxinology. 

Ultimately, even if the works occur, another challenge is the gap existing between basic 

research and clinical trials. Brazil has a wide biodiversity of venomous animals, with the 



84 

 

potential for drug discovery and development. But most research occurs isolated in 

experimental laboratories. Thus, basic research findings are published but rarely advanced [67]. 

Remaining a gap in translational Toxinology research. 

  

Conclusions 

In conclusion, it was noticed that Biochemistry works are highlighted between papers 

about Philodryas patagoniensis venom, followed by Toxicology. Pharmacological studies are 

scarce. Moreover, Brazil is the country with the highest number of papers on the subject and 

some works with a collaborative network with Argentina. 

Here, we also showed that, despite this species being considered as non-venomous, 

accidents with clinical manifestations due to a complex mixture of venom produced by 

Duvernoy's gland. Venom is homologous to the venoms of the front-fanged snakes; therefore, 

it can cause similar or greater biological activity than Bothrops. Even so, accidents with 

Philodryas are being neglected.  

Based on collected data, there is much to understand of P. patagoniensis Toxicology 

and many possibilities to test in Pharmacological fields. Furthermore, despite the difficulties, it 

seems plausible to use P. patagoniensis venom in tests, as a model of myotoxicity, 

edematogenic, nociception, and hyperalgesia. Mainly in distant labs, due 1) to the species 

richness in South America, and easy to find; 2) there are cases of envenoming by P. 

patagoniensis; 3) being an opisthoglyphous species, offering minimal risk of serious accidents 

in labs; and 4) the fact that its venom presents be similar or greater biological activity than 

Bothrops. Furthermore, our research group also knows its genotoxic potential in mice (data not 

yet published). Thus, this promotion would aid to emphasize the importance of the conservation 

of snake biodiversity and to offer new possibilities for study.  
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ABSTRACT 

  

Handroanthus chrysotrichus is a tree used in the traditional medicine against snake bites. Thus, 

this study aims to investigate whether the hydroethanolic extract of H. chrysotrichus bark 

attenuates the envenoming symptoms induced by P. patagoniensis venom (PpV) in mice. For 

this, we captured and milked P. patagoniensis to obtain the venom. The damages were induced 

in the right hind paw with a single intraplantar (i.pl.) injection of vehicle or PpV (1.5 µg). 

Pretreatment (1 hour before i.pl.) and treatment (daily for 3 days) were administered orally 

(p.o.). Mice were separated in groups: saline (vehicle, p.o. + i.pl.); H. chrysotrichus crude 

extract (HCCE) at 100 mg. kg-1 (HCCE, p.o. + vehicle, i.pl.); venom (vehicle, p.o. + PpV, i.pl.); 

and HCCE + venom (HCCE, p.o. + PpV, i.pl.). We performed behavioral tests (nociception and 

hyperalgesia) and evaluated edema, and temperature of the paw for three days. After euthanasia, 

the protective potential of the extract on systemic damages were observed though the 

organs/body weight ratio, creatinine levels in the blood, and oxidative stress trigged in 

leukocytes and main organs. HCCE decreased significatively nociception, hyperalgesia, edema, 

and temperature in situ. The liver/body weight ratio increased in the venom group, and HCCE 

could not protect. Blood analysis indicated that extract minimized creatinine levels. HCCE 

decreased oxidative damages in leukocytes and main organs. In conclusion, hydroethanolic 

bark extract of H. chrysotrichus has a protective action against P. patagoniensis envenoming, 

especially against local inflammation. In addition, HCCE minimizes the systemic oxidative 

stress triggered by envenoming. 

 

 

Keywords: Poison. Dipsadidae. Colubridae. Review. Ophidism. Green-racer. 
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1. Introduction 

Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos, also known as Golden trumpet, is 

a tree that belongs to Bignoniaceae family with a wide distribution in Brazil. This species 

presents a consolidated diversity throughout Brazilian Biomes such as Cerrado, Atlantic Forest, 

and Pampa, occurring from the Northeast region to the South (Jardim Botânico do Rio de 

Janeiro, 2020). In the traditional medicine, extracts of Golden trumpet may be used to treat 

cardiovascular and immunological system diseases, allergic process, and envenoming by insect 

and snake bites (Bolson et al., 2015; Ribeiro et al., 2017). 

Extracts of species from the Bignoniaceae family as Tabebuia rosea and T. aurea, were 

effective to treat snake bites (Núñez et al., 2004; Reis et al., 2014). However, limited medical 

resources for snakebite envenoming treatment is an important concern in health centers in 

several countries and leads to the importance of further studies and validation of plant extracts 

used in traditional treatments. It is fundamental to emphasize that distant rural communities 

from specialized medicals centers suffer from the lack of adequate immediate treatment. Indeed, 

approximately 60% of snake bite victims in rural communities are initially treated by local 

healers and treated with plants as antidotes (Otero et al., 2000). 

We highlighted that snake bites represent a public health problem. Accordingly, 

snakebite envenoming occur worldwide and affects between 1.8 and 2.7 million people per 

year, reaching mortality estimates ranging from 81.410 to 137.880 deaths (Chippaux, 1998; 

Kasturiratne et al., 2008). Brazil recorded 28.961 cases of exposed to snakes in 2018, with 105 

deaths. North region of the country was the most affected, with 33% of accidents. The bothropic 

group represented 69.3% these cases. However, nonvenomous and ignored species were 19.1% 

(Croda et al., 2020). 

Thus, previous studies of Costa et al. (2020) demonstrated that H. chrysotrichus has an 

antioxidant effect, besides presenting compounds with pharmacological activities in silico 
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compatible with the popular use. Grazziotin et al. (1992) also indicated the analgesic potential 

of this plant species. These effects are important in snake bite cases because according to 

Peichoto and Santoro (2016), antivenom therapy is not very effective locally. Consequently, 

the extract of H. chrysotrichus could help in the treatment of these victims. 

Philodryas spp. belong to the group of nonvenomous and ignored species. Nevertheless, 

its envenoming is associated with evolving ecchymoses, systemic bleeding, coagulopathy and 

acute kidney injury. Moreover, the Philodryas patagoniensis envenoming, species used in this 

study, can cause pain, local brief bleeding, erythema, and edema (Medeiros et al., 2010; 

Gutiérrez et al., 2017). In this context, our study aimed to investigate whether the 

hydroethanolic extract of H. chrysotrichus bark acts as a mitigation of the main symptoms of 

snake envenoming caused by P. patagoniensis in mice. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Plant material 

H. chrysotrichus was identified by biologist and a branch with flowers and fruits was 

collected in Uruguaiana (29°49'49.2"S, 57°06'07.1"W). Then a voucher was deposited at the 

herbarium of Federal University of Pampa (number 142/2017). 

Bark samples were used to obtain hydroethanolic extract. These barks were collected in 

Brazilian summer, dried at 40°C for five days, reduced to powder, and used in the percolation 

technique for two hours using 70% hydroethanolic solution at a ratio of 1:10 (w/v). Finally, the 

H. chrysotrichus crude extract (HCCE) was freeze-dried and kept frozen (-6ºC). At the time 

treatment, HCCE was diluted in sterile saline solution (0.9%) in order to obtain a stock solution, 

from which we calculated the desired concentration based on weight of mice for their oral 

administration. 
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2.2. Animals and venom 

The Institutional Animal Care and Use Committee at Federal University of Pampa 

(Protocol number 48/2018) approved all the experimental procedures, according to “Principles 

of Laboratory Animal Care” (NIH Publication Vol 25, No. 28 revised 1996). The Ministry of 

Environment of Brazil, through the Chico Mendes Institute (protocol number 45691), approved 

acquisition and use of the Philodryas patagoniensis venom. 

 

2.2.1. Philodryas patagoniensis venom: 

 Ten specimens of Philodryas patagoniensis were captured in Rio Grande do Sul State, 

Brazil (-29º 46' 53" S, -57º 2' 16" W). After identified and measured (between 79 and 103 cm 

in length, rostrum-cloaca) these animals were milked according to Ferlan et al. (1983) with 

modifications. We collected venom with the aid of capillary tubes, but without the use of 

medication. 

 Venom solutions were immediately cooled and their protein content was evaluated by 

Bradford (1976) method using bovine serum albumin as standard. Then, P. patagoniensis 

venom (PpV) was diluted in sterile saline solution (0.9%) for use. 

 

2.2.2. Mice 

We use twenty male Swiss mice weighing 25-35g. Animals were housed in an 

appropriate cabinet with forced air ventilation, controlled humidity (60-80%) and temperature 

(22±2°C). They were kept on a 12-hour light-dark cycle (07:00 am - 07:00 pm) and the 

experiments were carried out in the light phase of the cycle. The animals received free food and 

drink. 

After acclimatization, animals were separated in four groups (n = 5 for each group), and 

each group had damage induced in the right hind paw with subcutaneous injection of 50 µl of 
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solutions containing vehicle (saline solution) or 1.5 µg of PpV. Pretreatments (HCCE or 

vehicle) were administered orally (p.o.) one hour before injection: 

I. Saline group: mice were pretreated with saline solution (10 mL. kg-1; p.o.) one hour 

before receiving a single intraplantar (i.pl.) injection of vehicle (50µl of sterile saline 

0.9%). Afterward, these animals were treated daily for 3 days with saline solution (p.o.) 

always one hour before tests;  

II. HCCE group: mice were pretreated with HCCE (100 mg. kg-1, p.o.) one hour before 

receiving an i.pl. of vehicle (50µl of sterile saline 0.9%). After, these animals were 

treated daily for 3 days with HCCE (100 mg. kg-1, p.o.) one hour before tests; 

III. Venom group: mice were pretreated with saline solution (10 mL. kg-1, p.o.) one hour 

before receiving an i.pl. of 1.5 µg of PpV diluted in 50µl of sterile saline 0.9%. 

Subsequently, these animals were treated daily for 3 days with saline solution (p.o.) one 

hour before tests; 

IV. HCCE + Venom group: mice were pretreated with HCCE (100 mg. kg-1, p.o.) one hour 

before receiving an i.pl. of 1.5 µg of PpV diluted in 50µl of sterile saline 0.9%. Later, 

mice were treated daily for 3 days with HCCE (100 mg. kg-1, p.o.) one hour before tests. 

HCCE dose was established in pilot studies (Costa et al., 2020, 2021). 

 

2.3. Nociceptive test 

 We used an intraplantar injection of PpV, based on formalin tests described by Santos 

et al. (1998), to verify the venom nociceptive potential. In addition, we use this tool to verify 

the potential of treatment with HCCE. Mice had a pretreatment with HCCE or vehicle, one hour 

later occurred the injection (PpV or vehicle) in the right paw, and immediately placed in an 

acrylic chamber. Time spent licking and biting the injected paw was recorded 30 minutes 

(reaction time in seconds). The values were considered as nociception response. 
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2.4. Mechanical hyperalgesia 

Hyperalgesia was evaluated using the von Frey filament test, according to Chaplan et 

al. (1994) with modifications. After spontaneous reaction analysis, mice were placed 

individually in acrylic compartments (7 × 9 × 11 cm) that allowed access to the ventral surface 

of the hind legs and acclimated for 30 minutes. There were performed stimuli directed 

perpendicular to the plantar surface of these animals, and the responses (paw withdrawal or not) 

analyzed in relation to the tension applied by the different von Frey filaments, calibrated to 

produce forces (0.02, 0.04, 0.07, 0.16, 0.4, 1.0, 2.0, 4.0 g) which produce different levels of 

mechanical stimuli. Evaluations were performed using the method known as “up‐and‐down” 

(Dixon, 1980). The results obtained were expressed in 50% of the withdrawal threshold (g), 

and intense reduction in the paw withdrawal threshold characterized the presence of mechanical 

hyperalgesia. 

Basal response of the animals was evaluated one hour before any intervention. Then, 

there were treatments (p.o.) and after one hour we applied the injection of saline or venom in 

mice. Mechanical hyperalgesia assays evaluated with von Frey filaments were tested at 1, 3, 6, 

and 12 hours, as well 24, 48, and 72 hours after injection. Analyses were also repeated 1 hour 

before and 1 hour after daily treatment (p.o.) in HCCE + Venom group, in order to verify the 

extract effect. 

 

2.5. Paw edema measurement 

Paw edema progression was verified by an electronic caliper (Starrett, model 797B-8, 

with LCD display), and was expressed in millimeters (mm) as the difference between the tested 

injected paw and contralateral paw (left paw). The paw measurements were assessed daily for 

three days, always one hours after saline or HCCE administration. 

 

2.6. Paw temperature measurement  
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Paw temperature was verified by an infrared digital thermometer (Incoterm, model ST-

600, with LCD display), and was expressed in degrees Celsius (ºC) as the difference between 

the tested injected paw and contralateral paw (left paw). The paw measurements were assessed 

daily for three days, always one hours after saline or HCCE treatment. 

 

2.7. Organ toxicity evaluation 

Animals were euthanized by decapitation 24 hours after last HCCE administration. 

2.7.1. Creatinine K levels 

Serum creatinine levels were evaluated in order to verify kidney damage. In this way, 

the blood of the mice was collected in heparinized tubes by cardiac puncture after fasting for 

12 hours. After centrifugation, creatinine K levels were determined in plasma using a 

commercial kit (Labtest, Minas Gerais/Brazil). 

2.7.2. Organs/body weight ratio 

The organs of the mice – liver, kidneys, spleen, heart, and brain – were weighed and the 

results were expressed as a ratio of organ weight in relation to body weight. The initial and final 

difference in animal weight in vivo in each group was also recorded. The data assessed toxicity 

about these tissues. 

 

2.8. Oxidative stress assays 

2.8.1. Viability and genotoxicity in peripheral blood mononuclear cells 

A fraction of collected blood was used for cell viability and genotoxicity determination. 

Thus, mononuclear leukocytes were isolated using Histopaque® 1077 (1:1), centrifuged (500 

rpm, at 4º C, for 35 min). The interface band containing peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) was collected and buffered with phosphate-buffer saline in order to test viability and 

genotoxicity. 
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a) Cell viability was tested with Trypan blue (0.2%) dye exclusion test. Cells were 

counted in a Neubauer chamber. Stained cells were considered dead. The ratio between dead 

and alive cells was expressed as a percentage; 

b) Genotoxicity was evaluated through comet assay from Singh et al. (1988). After 

mounting slides and performing electrophoresis, the lengths of tails were measured under 

fluorescence microscopy after adding ethidium bromide on the slides. One hundred cells from 

each of the three replicate slides were analyzed. Cells were scored visually according to tail 

length and received scores from 0 (no migration) to 4 (maximal migration). Analysis was based 

on the reading scores, which represented the sum of cells identified in each class multiplied by 

the class values. 

2.8.2. Oxidative stress in the main organs 

The following tests were used in order to obtain oxidative stress biomarkers in brain, 

liver and kidneys of treated mice. Soon after euthanasia, organs were quickly removed and 

carefully washed twice with cold saline and homogenized in cold NaCl (150 mM). 

Homogenates were centrifuged at 2000 g for 10 min at 4∘C and the supernatants (S1) were 

collected for biochemical analyses. 

a) Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS) assay was used as lipid 

peroxidation index and measured according to Ohkawa et al. (1979). S1 of tissues were used 

for this assay and corrected by protein content (Bradford, 1976). A standard curve of 

malondialdehyde (MDA) was constructed to determine TBA-RS content. 

b) Protein carbonyl levels. Aliquots of S1 were derivatized using 2,4-

dinitrophenylhydrazine (DNPH) and precipitated with an equal volume of 20% (w/v) 

trichloroacetic acid. Then they were washed twice with an ethanol/ethyl acetate mixture (1:1). 

Precipitates were dissolved in 6M guanidine HCl solution. Protein carbonyl levels were 

determined spectrophotometrically at 370 nm, against blanks (Levine et al., 1990). Results were 
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calculated using the DNPH molar extinction coefficient, corrected by protein content, and 

expressed as nanomoles of carbonyl per milligram of protein. 

c) Nonprotein thiols levels (NPSH) were determined according to Ellman (1959). 

S1 samples were precipitated with 10% trichloroacetic acid (1:1) and centrifuged at 4000 g for 

10min at 4∘C to obtain supernatants, which were added to a medium containing phosphate 

buffer (TFK 0.25mM, pH 7.4) and Ellman reagent (DTNB 1mM). The yellow pigment 

produced was measured spectrophotometrically at 420 nm. Results were calculated in relation 

to a standard curve constructed with glutathione equivalents (GSH) at known concentrations 

and corrected by protein content. 

 

2.9. Statistical analysis 

The experimental design was performed with four groups with five animals each. The 

data obtained in nociceptive test, mechanical hyperalgesia, paw edema, and paw temperature 

were expressed as mean ± SEM. In addition, nociceptive test was analyzed by one-way 

ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test, while mechanical hyperalgesia tests, 

edema, and temperature were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni's test. 

The organs toxicity evaluation and oxidative stress assays were expressed as mean ± 

SD. Creatinine levels and organs/body weight ratio were analyzed by one-way and two-way 

ANOVA, respectively, followed by Tukey's test. All oxidative stress assays were analyzed by 

ordinary one-way ANOVA followed by Bonferroni's test. P‐values ≤ 0.05 were considered 

significant. 

 

3. Results 

3.1. Nociceptive test 
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Venom group showed reaction time significantly higher than Saline, an approximate 

increase of 3837%. The HCCE + Venom group also had a significant increase in time spent 

compared to Saline (1365%), but 63% lower when compared to the Venom group. HCCE per 

se did not indicate a difference compared to Saline (Figure1A). 

We recorded here that the time spent by the groups licking and biting the injected paw 

did not show a significant difference in the first 5 min of the test (data not shown). 

 

3.2. Mechanical hyperalgesia 

This assay allowed verifying the hiperalgesia triggered by PpV since the first hours 

(Figure 1B), in which during 12 hour the Venom group had a significant decrease in its 

withdrawal threshold for all time tested, compared to Saline. The Venom group also showed a 

difference in relation to the HCCE + Venom group until the sixth hour. Up to the first 6 hours 

after the venom injection, the HCCE + Venom group increased withdrawal threshold between 

2322 and 10853% compared to the Venom group.  However, in the 12th hour, the HCCE + 

Venom group began to show a significant difference compared to Saline, but no longer in 

relation to Venom. The HCCE group showed no difference related to the Saline group. 

In order to check the act of the extract, we performed the von Frey assay one hour before 

and after gavage in the HCCE + Venom group (Figure 1C). The comparation between tests 

suggests that HCCE presents analgesic effect in the mice tested. Moreover, apparently the 

extract does not induce tolerance because it was efficient throughout the days of treatment. 

When compared over the days (Figure 1D), we noted a significant mechanical 

sensitivity to touch in the Venom group compared to Saline. Animals of this group also 

presented difference in relation to the HCCE + Venom group every day. The HCCE + Venom 

group showed no difference compared to Saline. In addition, the HCCE group remained similar 
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to the Saline group on days 1 and 2, but on day 3 there was a significant decrease in its paw 

withdrawal threshold. Thus, HCCE appears to have an effect per se. 

 

3.3. Paw edema and temperature measurements 

Paw edema and temperature measurement showed a similar result. The Venom group 

of both, edema and temperature, had a significant increase in all the days tested when compared 

to Saline. The HCCE + Venom group remained without a significant difference in relation to 

Saline. However, in the third day, HCCE + Venom also was statically equivalent to the Venom 

group in these assays. The HCCE group did not present a difference when compared to Saline 

on any day (Figure 2A and B). 

 

3.4. Organ toxicity evaluation 

Here, we evaluated serum creatinine levels and the ratio of organ weight in relation to 

body weight. None of the groups showed a significant difference in body weight during in vivo 

monitoring. 

Creatinine levels increased significantly in the Venom group compared to the Saline 

group. The HCCE and HCCE + Venom groups maintained their baseline levels (Figure 3A). 

When analyzing the ratio of organ weight in relation to body weight, Figure 3B indicates 

that the Venom and HCCE + Venom groups had significantly higher ratio liver than the Saline 

and HCCE groups. Brain, heart, kidneys, and spleen showed no statistical changes. 

 

3.5. Oxidative stress 

PBMC were used to verify the cell viability and DNA damage induced by PpV in mice 

and the potential of HCCE to protect animals from these damages. There is no evidence of a 

significant reduction in cell viability among the groups tested (Figure 4A). Nevertheless, a 
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significant increase of DNA index damage was verified in the Venom group compared to 

Saline. The HCCE per se and HCCE + Venom groups maintained their baseline damage levels 

and did not show a significant difference when compared with the Saline group (Figure 4B). 

Main organs were also used to verify oxidative stress caused by PpV and the protective 

potential of Golden trumpet against this damage. The TBA-RS measure did not indicate 

changes in the brain (Figure 5A), but the liver and kidneys had a significant increase of TBA-

RS in the Venom group. In both cases, liver and kidneys, the HCCE and HCCE + Venom 

groups did not show a significant difference in relation to Saline group (Figure 5B, C). 

NPSH levels measured in the brain tissue showed a significant increase in the Venom 

and HCCE + Venom groups, compared to Saline (Figure 5D). Liver NPSH showed an increase 

in the HCCE, Venom, and HCCE + Venom groups (Figure 5E). Kidney NPSH levels did not 

show a difference in any tested groups (Figure 5F). 

Brain protein carbonyl levels presented a significant increase in the Venom group 

compared to Saline. Carbonyl levels in the HCCE and HCCE + Venom groups were not 

statistically different from the Saline in the brain (Figure 5G). In the liver, protein carbonyl had 

a significant increase in the Venom and HCCE + Venom groups compared to Saline. The HCCE 

group showed no difference between Saline and Venom (Figure 5H). Finally, kidney tissue 

showed an increase of carbonyl in the Venom group compared to Saline. The HCCE + Venom 

group had not a statistical difference in relation to Saline and Venom. HCCE showed no 

difference compared to the Saline group (Figure 5I).  

 

4.  Discussion 

H. chrysotrichus extract has been used to treat injuries for several decades, including 

snake bites. Here, we tested the effectiveness of H. chrysotrichus bark extract against local and 

systemic damages induced by PpV in mice. Results suggest that pretreatment with HCCE 
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minimizes damages such as nociception, hyperalgesia, edema, and temperature at the site of the 

bite. Moreover, HCCE can act systemically protecting cells and organs from oxidative stress 

triggered by the envenoming. 

De Medeiros et al. (2010) reported that pain, hemorrhage, erythema, and edema are 

visible signs of P. patagoniensis snake bites. Here, the nociception test suggests that HCCE 

pretreatment can reduce licking and biting behaviors in approximately 63% (Figure 1A). We 

did not see a significant difference in the first 5 min of the test, and when we compare these 

data with the original formalin test, this fact indicates no changes in the neurogenic phase, not 

affecting directly nociceptors of types C afferent and Aδ fibers (Hunskaar and Hole, 1987). 

Thus, PpV triggered a nociception response based in inflammatory process, therefore it is 

related to the release of several pro-inflammatory mediators, such prostaglandin and 

bradykinin, as occurs with others snake envenoming cases, including those caused by Bothrops 

genus (Chacur et al., 2002; Barbosa et al., 2003; Teixeira et al., 2009). 

Although the acting of histamine and serotonin were discarded from inflammatory 

process and pain induced by PpV, kinins as bradykinin appears to be present in these processes 

(Lopes et al., 2017). Indeed, serine proteinases are present in the PpV, can act as kallikrein-like 

and support the involvement of bradykinin in the pain generated by envenoming (Peichoto et 

al., 2012; Serrano, 2013). Moreover, the nociception induced by PpV may be inhibited by 

Indomethacin (cyclooxygenase inhibitor) in mice (Lopes et al., 2017). 

In this sense, several extracts of the Bignoniaceae family are able to interfere in 

prostaglandins (PGs) synthesis or in the mediators liberation as cytokines (Twardowschy et al., 

2008; Reis et al., 2014; Maria-Ferreira et al., 2020). Therefore, it is plausible to think that 

HCCE presents anti-inflammatory and antinociceptive activities through one of these routes. 

Costa et al. (2020) identified the five most representative volatile compounds: α-curcumene, β-

bisabolene, 4-(4-Methylphenyl) pentanal, pentanoic acid, and isoamyl acetate. In silico anti-
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inflammatory properties were pointed to β-bisabolene and pentanoic acid. Moreover, α-

curcumene is the majority compound in the bark of H. chrysotrichus and occurs in many 

extracts with anti-inflammatory and analgesic properties too (Lisa et al., 2020). 

Mechanical hyperalgesia evaluation suggests an analgesic effect of the extract (Figure 

1B, C, and D). These data are in agreement with Grazziotin et al. (1992), mentioned above. If 

HCCE really interferes in the PGs or cytokines cascade, this analgesic effect is expected. 

Because the peripheral pain is signaled by primary afferent sensory nerves, which detect 

chemical substances (PGs and bradykinin, for example) and gradually undergo a peripheral 

sensibilization to nearby mechanical changes (Mantyh et al., 2002). This fact also explains the 

increase in algesia caused by HCCE on 3th day (Figure 1D), because we know that long-term 

or high-dose exposure to this extract can be harmful (Costa et al., 2021). 

Here, the used concentration of the PpV was edematous over the days of experiment. Its 

peak was within the first 24 hours (day 1), as illustrated in Figure 2A. As well as the mice paw 

edema, the increase of local temperature was also a symptom caused by PpV injected in the 

paw (Figure 2B). Both, edema and temperature, decrease with pretreatment followed by daily 

treatments. The snake venom metalloproteinases are the main group related to the edematogenic 

effect in this venom. Especially the patagonfibrase, a metalloproteinase capable of inducing cell 

recruitment and contributing to edema, hemorrhage, and local inflammation. The edema 

presents a different modulation than nociception. In addition, the cyclooxygenase (COX) 1 

cascade metabolites appear to participate in edema modulation (Peichoto et al., 2011; Lopes et 

al., 2017). These data indicate a possible interference of the extract in PGs production, 

especially along COX-1, which seems to modulate the edematous process. 

It should be noted that phospholipases A2 (PLA2s) are a protein group related to COX 

and widely distributed in snake venoms, which can trigger diverse effects in victims, among 

them neurotoxicity, myotoxicity, anticoagulant effects, cytotoxicity, cardiotoxicity, and edema 
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(Xiao et al., 2017). However, PpV appears to present low or lack PLA2s activity, thus this 

enzyme does not participate in the edema-forming effect produced by PpV (Peichoto et al., 

2004, 2012; Zelanis et al., 2010). Therefore, the beginning of the COX process is probably due 

to endogenous PLA2, in which plant extract could be interfering. 

Pretreatment with the extract also decreased creatinine to baseline levels in the group 

tested (HCCE + Venom), although this reduction was not significant compared to the Venom 

group (Figure 3A). In addition, when analyzing the ratio of organ weight in relation to body 

weight (Figure 3B), there are evidences that mice liver was significatively damaged by PpV. In 

this case, HCCE cannot protect the organ. These records are in accordance with Peichoto et al. 

(2006) who showed that PpV can induce a systemic effect. Authors also indicated that a 

subcutaneous administration, as applied here, can cause damage in the cerebrum, lung, besides 

severe peritubular capillary congestion in kidney and hydropic degeneration in liver. However, 

pretreatment with HCCE, accompanied by daily administration of the extract for 3 days, 

presented a partial protector effect in these cases. 

On the other hand, the genotoxicity verified in PBMC was inhibited by HCCE (Figure 

4B) possibly due to antioxidant potential of the extract (Costa et al., 2020). The oxidative stress 

also reached organs of the mice such as brain, liver, and kidneys (Figure 5). These harmful 

effects of the venom on these organs are in agreement with damages mentioned above by 

Peichoto et al. (2006). Measured lipid peroxidation affected the liver and kidneys, while the 

carbonylation attained all the tested organs. These tests showed that oxidative stress may persist 

for days after venom exposure, as in Bothrops envenomation (Strapazzon et al., 2015). In 

addition, the antioxidant potential of HCCE decreases the lipoperoxidation verified in the liver 

and kidneys. Besides, the extract reduced carbonylation in the brain. In this context, H. 

chrysotrichus bark aided in the treatment of envenomed animals. 
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5. Conclusion 

This is the first work to analyze the therapeutic potential of the Golden trumpet 

Handroanthus chrysotrichus against snake envenomation. In conclusion, results obtained after 

pretreatment with hydroethanolic bark extract of H. chrysotrichus suggest a protective action 

against snake envenoming, especially against cardinal signs of inflammation such as pain, 

edema, and heat. A hypothesis would be the interference of the extract in the synthesis or 

degradation of prostaglandins and kinins. Moreover, H. chrysotrichus seems to minimize the 

organs damage and to treat systemic oxidative stress triggered by envenoming. 

Finally, we highlighted the importance of new researches in order to find agents that can 

assist snake envenoming therapy. H. chrysotrichus bark extract constitutes a rich source of 

natural compounds with the potential to neutralize the toxic activities of snake venoms. A better 

understanding of its mechanisms and compounds may elucidate the scientific bases of its use 

in folk medicine and provide alternatives for clinical management of snakes envenoming. 
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Figure 1. Nociception test (A) and mechanical hyperalgesia (B, C, and D) evaluated in mice. 

Data are expressed in mean ± SEM. Nociceptive test was analyzed using one-way ANOVA 

followed by Tukey's multiple comparisons test, and mechanical hyperalgesia tests analyzed by 

two-way ANOVA followed by Bonferroni's test (letters different indicate significative 

difference between bars; * indicate significative difference compared to Saline; and # indicate 

significative difference compared to HCCE + Venom group).  
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Figure 2. Paw edema (A) and temperature (B) measurements over the treatment days. Data are 

expressed in mean ± SEM and analyzed using two-way ANOVA followed by Bonferroni's test 

(letters different indicate significative difference between bars). 
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Figure 3. Organ toxicity evaluation. Creatinine K levels (A) and ratio of organ/body weights 

(B) in mice treated. Data are expressed in mean ± SD and analyzed using by one and two-way 

ANOVA, respectively, followed by Tukey's test (* indicate significative difference compared 

to Saline). 
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Figure 4. Viability (A) and genotoxicity (B) evaluated peripheral blood mononuclear cells. 

Data were expressed as mean ± SD and analyzed by one-way ANOVA followed by Bonferroni's 

test (letters different indicate significative difference between bars). 
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Figure 5. Evaluation of oxidative stress in brain (A, D, and G), liver (B, E and H), and kidneys 

(C, F, and I) of mice treated. Data are expressed in mean ± SD and analyzed by one-way 

ANOVA followed by Bonferroni's test (letters different indicate significative difference 

between bars). 
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7. DISCUSSÃO GERAL 

O propósito deste estudo foi investigar o perfil fitoquímico do extrato hidroetanólico da 

casca de ipê-amarelo Handroanthus chrysotrichus, além do seu potencial toxicológico e 

farmacológico in silico e in vitro (Artigo 1) e avaliar, in vivo, os riscos associados ao uso 

medicinal de forma aguda e subcrônica (Artigo 2). Após estas análises, verificou-se a ação 

protetora do extrato em casos de envenenamentos pela serpente Philodryas patagoniensis 

(Manuscrito 2). 

A fim de alcançar estes objetivos, utilizou-se metodologias e modelos diversos. 

Inicialmente, após a obtenção do extrato, buscou-se algum indicativo da presença de compostos 

bioativos no mesmo. O ensaio utilizando o modelo Artemia salina indicou esta possibilidade 

(MCLAUGHLIN, 1991). Identificados os principais compostos do extrato, o próximo passo foi 

a avaliação farmacológica e toxicológica in silico. Tal abordagem é caracterizada por realizar 

uma triagem eficiente de protótipos de fármacos e análogos, por meio da modelagem molecular, 

sem que ocorra experimentação desnecessária (ARROIO; HONÓRIO; SILVA, 2010). Análises 

in vitro complementaram estas avaliações e demonstraram o potencial do extrato para os testes 

in vivo. Destaca-se que os resultados obtidos in vitro nem sempre condizem com experimentos 

in vivo. Assim, a utilização de animais (vertebrados) na pesquisa biomédica é fundamental, pois 

representam a fisiologia como um todo (MENDES; SOUZA, 2017). Ao seguir estes passos ao 

longo do estudo, o conhecimento acerca do ipê-amarelo H. chrysotrichus se enriqueceu e 

respeitou-se os aspectos éticos que resguardam o bem-estar animal. 

Desta forma, os resultados iniciais sugerem altos níveis de polifenóis no extrato 

estudado e a ocorrência de cinco compostos majoritários: α-curcumeno, β-bisaboleno, 4-(4-

metilfenil) pentanal, ácido pentanóico e acetato de isoamila (Artigo 1). Salienta-se que 

substâncias consideradas como princípios ativos vegetais advém, na sua maioria, do 

metabolismo secundário das plantas. Esses componentes do extrato possuem prioritariamente 

funções ecológicas e biológicas, como defesa (contra insetos, microorganismos), gustativas, 

odoríferas e visuais (coloração) (MAZID; KHAN; MOHAMMAD, 2011; VERPOORTE; 

MEMELINK, 2002). Desta forma, por exemplo, o composto majoritário α-curcumeno age 

biologicamente protegendo a planta contra insetos (JÚNIOR, 2003), e com potencial 

propriedades anti-inflamatória e analgésica (LISA; ISLAM; QAIS, 2020). 

Simulações computacionais apontaram atividades biológicas que estão de acordo com 

o uso tradicional do ipê-amarelo e, em geral, os compostos encontrados apresentaram baixa 

probabilidade de toxicidade nestas previsões, exceto pelo efeito carcinogênico do α-curcumeno 
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e do β-bisaboleno (Artigo 1). As predições realizadas com o uso de bioinformática são 

abordagens iniciais úteis na avaliação de compostos encontrados, pois os extratos vegetais são 

misturas complexas de diferentes metabólitos. Após uma elucidação estrutural do extrato, essas 

avaliações prévias podem predizer possíveis ações terapêuticas ou tóxicas destes fitoquímicos 

de maneira independente (ARVIDSON et al., 2008). No entanto, o sinergismo entre estes 

compostos deve ser considerado na determinação das atividades atribuídas às plantas na 

medicina tradicional, pois a avaliação in silico pode mascarar a real atividade medicinal ou 

toxicológica da planta. 

In vitro, o extrato exibiu atividade antioxidante, sem demonstrar citotoxicidade ou 

genotoxicidade (Artigo 1). Em geral, extratos vegetais com níveis de compostos fenólicos 

proeminentes, como os encontrados aqui, revelam-se como eficazes neutralizadores de radicais 

livres e inibidores de peroxidação lipídica (efeito danoso a membranas celulares) (RICE-

EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997). Para  Halliwell e Gutteridge (2007), um antioxidante 

é uma substância que, quando presente em baixas concentrações, comparadas a de um substrato 

oxidável, retarda ou inibe significativamente a oxidação deste substrato. E, desta forma, é capaz 

de reduzir os danos oxidativos induzidos por várias doenças (SALGUEIRO et al., 2016b), bem 

como os gerados em casos de envenenamento da P. patagoniensis (Manuscrito 2). 

Contudo, testes in vivo demonstraram alguns efeitos adversos que merecem atenção, 

tanto nos casos de exposição aguda quanto subcrônica (Artigo 2). Análises do extrato de H. 

chrysotrichus indicam alterações comportamentais e bioquímicas em camundongos causadas 

pela mesma. E caracterizam o fígado, os rins e os glóbulos brancos como alvos primários do 

extrato. Portanto, ao considerar esta pesquisa como translacional, deve haver preocupação com 

o uso correto e seguro desta planta medicinal. Os efeitos adversos ocasionados pelo consumo 

de plantas é um tema frequentemente ignorado. Em média, apenas 5% dos usuários conhecem 

os efeitos adversos provenientes do uso de plantas medicinais (SOUZA et al., 2013). Logo, é 

uma questão importante a ser trabalhado por pesquisadores, profissionais de educação e da 

saúde. 

Ainda em nosso estudo, os testes realizados contra os efeitos lesivos ocasionados pela 

peçonha da P. patagoniensis, agente tóxico utilizado nos testes (Manuscrito 1), indicam que o 

ipê-amarelo H. chrysotrichus é capaz de minimizar os sinais cardinais de inflamação: dor, 

edema e calor. Além de proteger os camundongos contra danos oxidativos desencadeados pela 

peçonha, como mencionado anteriormente (Manuscrito 2). Estes resultados alicerçam o uso 

da casca do ipê-amarelo pela medicina tradicional e estão de acordo com pesquisadores que 

apontam extratos vegetais como uma rica fonte de compostos naturais, os quais podem 
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neutralizar as atividades tóxicas das peçonhas de cobra (NÚÑEZ et al., 2004). Ainda que, a 

administração contínua do extrato tenha causado efeito per se nos testes de hiperalgesia 

mecânica, em linha com testes anteriores (Artigo 2). Dados que reforçam a necessidade de 

cautela na recomendação desse composto para consumo contínuo. 

Em suma, com base nos resultados aqui apresentados, pode-se conferir ao extrato da 

casca do ipê-amarelo efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios, considerando o alívio de sinais 

cardinais da inflamação – dor, edema e calor (Figura 6). Efeitos relevantes nos casos de 

exposição a serpentes, pois a administração do soro antiofídico neutraliza a toxicidade sistêmica 

induzida pela peçonha, mas não oferece proteção contra o estresse oxidativo induzido pela 

peçonha. E, sem a adoção de uma terapia alternativa, os danos oxidativos e a infiltração de 

mediadores inflamatórios continuarão mesmo após a administração do soro (SEBASTIN 

SANTHOSH et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Representação esquemática das interações do extrato hidroetanólico da casca do ipê-amarelo 

Handroanthus chrysotrichus com as complicações causadas pela peçonha do gênero Philodryas. Fonte: autor. 
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8. CONCLUSÕES 

Em suma, os resultados aqui apresentados culminam na tese de que o extrato 

hidroetanólico da casca do ipê-amarelo Handroanthus chrysotrichus apresenta atividades, in 

silico e in vitro, condizentes com seu uso medicinal. O extrato também exibe, nas formas 

testadas, ação protetora contra envenenamento por serpente, especialmente contra os sinais 

cardinais de inflamação como dor, edema e calor. Fato que fundamenta, nestes casos de 

envenenamentos, o tratamento com o ipê-amarelo adotado por populares. 

Por outro lado, ensaios in silico e in vivo, sugerem que o extrato pode desencadear 

efeitos adversos quando administrado em altas concentrações ou em casos de exposições de 

longa duração. Assim, seguindo às devidas precauções, esta planta pode vir a ser um potencial 

agente terapêutico para o tratamento complementar do estresse oxidativo e da inflamação 

relacionados aos envenenamentos por serpentes. 

Ainda, abrem-se novas perspectivas para avaliação do extrato da casca do ipê-amarelo 

H. chrysotrichus, como a composição e efeitos desta planta em outras formas de extração, visto 

que alguns componentes podem não ser extraídos ou ainda serem perdidos no extrato 

hidroetanólico. Além disso, uma investigação mais detalhada poderia descobrir metabólitos-

chave e seus papéis na atuação do ipê-amarelo, elucidando as bases científicas de seu uso na 

medicina popular. Outros meios de administração do extrato também poderiam ser testados, 

como cataplasma in situ. 

Por fim, com base nos dados experimentais e ensaios biológicos, dá-se uma nova 

dimensão às ações do ipê-amarelo nos níveis orgânico, celular e bioquímico. E destaca-se a 

importância de pesquisas para encontrar, em uma extensa diversidade vegetal, agentes que 

possam auxiliar nas diversas terapias, em especial no envenenamento por cobras. 
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