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RESUMO

O empeconhamento é uma doenca tropical negligenciada e problema geral notificado
em todo o globo, tendo milhdes de casos anualmente. No Brasil os tratamentos podem
ou nao ser totalmente eficazes dependendo da espécie causadora. A espécie
Bothrops erythromelas é um exemplo que burla a eficacia da soroterapia anti peconha
nos efeitos locais. Dito isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito inibidor dos
produtos da espécie Doyerea emetocathartica frente a peconha de B. erythromelas.
Para isto, o material vegetal passou por etapas: secagem em estufa, trituracao,
maceracao com etanol 70% (extrato hidroetandlico - EHE) e liofilizacao deste, e parte
do material liofilizado (1000 g) foi submetido a um particionamento liquido-liquido com
diferentes solventes, obtivendo-se as fases (hexanica e butandlica). Posteriormente
executou-se ensaios de inibicao in vitro da degradacao de &cido hialurdnico pela acéo
da peconha, onde incubou-se em uma placa de 96 pocos o EHE e as fases em
diferentes dilui¢cdes junto do substrato e da peconha. Em um leitor de microplacas foi
avaliada a absorbancia de cada poco, afim de analisar a capacidade inibitéria de cada
um destes produtos. Tanto o extrato bruto quanto as fases hexanica e butandlica
apresentaram resultados positivos quanto a eficiéncia na preservacao do substrato
presente nos testes, experimentos esses que atestaram maior atividade inibitéria do
extrato de fase butanodlica (4.630%) no enfrentamento dos efeitos da peconha se
comparada com a fase hexanica (3.095%) e o extrato bruto (4.191%), onde houve
uma inibicdo da degradacgéo do acido hialurénico mais eficaz, sendo esses, valores
referentes a maior concentracdo de cada extrato. Os resultados atestam boas
respostas dos extratos testados, através das quais, produtos isolados destes
compostos podem vir a ser sintetizados, e formas de terapia adjuvantes a soroterapia

podem vir a ser criadas através destes produtos.

Palavras-chave: Bothrops sp; etnobotanica; cabeca de nego.



ABSTRACT

The evenoming is a neglected tropical disease and a widespread problem reported all
over the world, with millions of cases every year. In Brazil, treatments may or may not
be totally effective, depending on the causative species. The Bothrops erythromelas
species is an example that circumvents the efficacy of anti-venom serotherapy in terms
of local effects. That said, the aim of this study was to evaluate the inhibitory effect of
products from the species Doyerea emetocathartica against the venom of B.
erythromelas. To do this, the plant material was dried in an oven, crushed, macerated
in 70% ethanol (hydroethanolic extract - HEE) and freeze-dried. Part of the freeze-
dried material (1000 g) was subjected to liquid-liquid partitioning with different solvents
to obtain the hexane and butanolic phases. Subsequently, in vitro inhibition tests were
carried out on the degradation of hyaluronic acid by the action of the venom, in which
the EHE and the phases were incubated in a 96-well plate in different dilutions with
the substrate and the venom. The absorbance of each well was evaluated in a
microplate to analyze the inhibitory capacity of each of these products. Both the crude
extract and the hexanolic and butanolic phases showed positive results in terms of
their efficiency in preserving the substrate present in the tests. These experiments
attested to the greater inhibitory activity of the butanolic phase extract (4.630%) when
compared to the hexane phase (3.095%) and the crude extract (4.191%), where there
was a more effective inhibition of hyaluronic acid degradation. These values refer to
the highest concentration of each extract. The results attest to the good responses of
the extracts tested, through which products isolated from these compounds can be
synthesized and forms of adjuvant therapy to serotherapy can be created using these

products.

Keywords: Bothrops sp; ethnobotany, cabeca de nego.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas € um grupo composto por enfermidades
gue prevalecem majoritariamente em areas de zonas tropicais, de modo a impactar
gravemente comunidades carentes e em situacao de vulnerabilidade. Estas doencas
causam consequéncias graves para a saude de milhares de pessoas. O
empeconhamento por serpentes é um grave problema de saude publica em muitas
regides do mundo, representando cerca de 2,7 milh6es de acidentes por ano. No
Brasil, em 2020, foram registrados 31.395 de acidentes por serpentes peconhentas,
dos quais aproximadamente 70% sao infligidos pelo género Bothrops, ou jararacas,
como sdo popularmente chamadas. Vitimas de acidentes ofidicos por espécies de
serpentes do género Bothrops desenvolvem manifestacfes locais e sistémicas como
edema, dor, equimose, bolhas, mionecrose, hemorragia gengival, hematuria,
epistaxe, hemorragia, e infiltracdo de leucécitos (Who, 2017; Who, 2019; Brasil,
2022). Na pegonha de serpentes peconhentas, incluindo o género Bothrops, 90% do
peso seco das suas peconhas consiste em proteinas, podendo estas serem
enzimaticas ou ndo como: serino-peptidases, metalopeptidases, L-aminoacido
oxidase, fosfolipases, hialuronidases, desintegrinas, lectinas de tipo C e peptideos
natriuréticos (Nunes et al. 2020).

O tratamento especifico indicado pelo Ministério da Saude para
empeconhamentos com serpentes se baseia em soros antiofidicos (Mol, 2018). No
Brasil sdo produzidos pelo Centro de Pesquisa e Producdo de Imunobioldgicos
(CPPI), Instituto Butantan, Instituto Vital Brasil e Fundagdo Ezequiel Dias — FUNED,
através da utilizacéo de anticorpos provenientes de equinos, e por meio deste, 0 soro
antibotropico (SAB), é produzido com pegonhas oriundas de um pool de espécies do
género Bothrops que mais ocorrem no territorio nacional, sendo elas: B. jararaca
(50%), B. alternatus (12,5%), B. moojeni (12,5%), B. jararacucu (12,5%) e B.
mattogrossensis (12,5%), este soro por sua vez € distribuido pelo Ministério da
Saude, abastecimento este, sujeito a complicacbes e até a escassez, o que
potencializa o risco de sequelas relacionadas aos efeitos locais da peconha,
principalmente nos casos envolvendo criancas e idosos, sendo infelizmente a

soroterapia ndo se mostra totalmente eficaz frente aos efeitos locais causados pela
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peconha de Bothrops erythromelas. (Nunes et al., 2020; Fan et al., 2019; Silva et al.,
2017).

A serpente Bothrops erythromelas pertence a familia Viperidae, e € considerada
como a espécie que causa mais incidentes de picadas no Nordeste brasileiro, é
encontrada em todo o territério da Caatinga, que por sua vez € um bioma exclusivo
do Brasil (Nery et al., 2020).

Desta forma, a etnobotanica se define pelo conhecimento do ser humano para
com as formas de vida vegetais e suas preparacfes terapéuticas ou nao. O
conhecimento que envolve as plantas e suas partes, tanto na forma de preparacdes
de alimento como na forma de modos de tratamentos medicinais de diversas
condic¢Bes clinicas visando a cura ou a sua atenuacédo de sinais e sintomas (Fontana
et al., 2021).

O Brasil sendo detentor de uma flora robusta e diversificada, possui potenciais
terapéuticos e toxicos altissimos. Tendo em vista estes atributos, estudos em torno
da etnobotéanica e sua divulgacdo em meios cientificos requer atencdo especial. As
plantas com propriedades medicinais sdo aquelas capazes de interferir na fisiologia
de um sistema biol6gico através de seus metabdlitos secundarios, provocando um
efeito farmacoldgico (Silva; Bindchen, 2012).

Sendo os acidentes por serpentes peconhentas responsaveis por um nidmero
abundante de casos graves, que sao capazes ou nao de acarretar desde sequelas,
gue podem ir de necroses até amputacdes de membros, gerando incémodos
permanentes e reducdo na qualidade de vida, até obitos e tendo ciéncia desses fatos,
€ de interesse publico que sejam investigadas e apresentadas novas vias terapéuticas
gue busquem atingir resultados similares ou complementares a soroterapia na
abordagem médica. Em compostos naturais ou seus produtos isolados podemos
encontrar candidatos com potencial de demonstrar avangos como terapia alternativa
para a intoxicacao por B. erythromelas, uma espécie ausente no pool da confeccao
do SAB, e com grande incidéncia de acidentes ofidicos no Nordeste brasileiro. De
modo a reduzir a morbidade dos acidentes bem como sequelas (Silva; Pardal, 2018;
Araujo et al., 2018; Nunes et al., 2020; Arruda et al., 2021).
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos obter fases separadas do extrato
hidroetandlico da espécie vegetal Doyerea emetocathartica e investigar o potencial
efeito das mesmas, na neutralizacdo de toxinas da pegonha da serpente B.

erythromelas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Acido Hialurénico

O éacido hialurénico (AH) é classificado como um glicosaminoglicano
(polissacarideo) composto de unidades alternadas e repetitivas de acido D-glicurénico
e N-acetil-D-glicosamina com propriedades hidrofilicas, as quais provocam aumento
do volume tecidual. Este polissacarideo € abundante na matriz extracelular e bastante
presente em muitos 6rgdos bem como no liquido sinovial, corddo umbilical, humor
vitreo e cartilagem, tendo uma ampla gama de funcdes morfofisiologicas, dentre elas,
a funcéo de estabilizar a matriz extra celular que juntamente com outros componentes
retarda a infiltracdo de microorganismos e também atua em cascatas de sinalizacéo
celular que geram respostas biolégicas, principalmente relacionadas a imunologia do
individuo, sendo sintetizado principalmente pelos fibroblastos (Franca; Tambourgi.,
2023; Vasconcelos et al., 2020; Souza, 2023).

As descobertas sobre esse componente bioldégico se prolongaram durante
muito tempo, e por muitas vezes houve testes em animais sob variadas demandas
terapéuticas que foram desde a traumatologia até a oftalmologia e a dermatologia,
consolidando o AH como substancia fundamental em diversos compartimentos dentro
de um sistema bioldgico, onde se viu a necessidade de sintetizar esta molécula,
visando fins terapéuticos, tendo sido o AH como molécula desenvolvido em 1989 por
Endre A. Balazs, possuindo biocompatibilidade e auséncia de imunogenicidade
(Souza, 2023).

3.2 Bothrops sp.

Dentre as serpentes pertencentes a familia Viperidae, no Brasil, 0 género
Bothrops é o que desperta maior interesse do ponto de vista médico, uma vez que é
o responsavel pelo maior numero de acidentes ofidicos notificados no pais, bem como
apresenta um grande potencial farmacol6gico (Nery et al., 2016; Brasil, 2020).

Assim como as demais espécies da familia Viperidae, subfamilia Crotaline, o
género Bothrops é munido de um 0Orgao sensorial que serve como diferencial na
identifcacdo de seprentes peconhentas, a fosseta loreal, 6rgdo termorreceptor que
permite que o animal perceba a variacdo de temperatura entre o0 ambiente e sua presa

e as caudas das jararacas ndo possuem maiores modifica¢cdes o que as diferencia
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das espécies do género Crotalus, possuindo uma cauda com um simples e abrupto
afunilamento. Elas se distribuiram por toda a América do Sul, ocupando todos 0s
biomas brasileiros e possuem cerca de 47 espécies catalogadas atualmente (Uetz e
Hosek, 2023).

A soroterapia especifica tem sido eficaz contra a letalidade e no tratamento das
alteraces fisioldgicas induzidas pela peconha botrépica, no entanto pouco eficaz
para os efeitos locais, tendo o SAB um pool que integrado por anticorpos para as
peconhas de quatro espécies do género Bothrops sendo elas: 12,5% B.
Jararacacussu; 12,5%; B. alternatus; 12,5% B. moojeni; 12,5% B. jararaca; 12,5% B.
neuwiedi (Silva, 2018). A B. erythromelas € uma espécie ausente no pool, mesmo
sendo a espécie mais proeminente em numeros de acidentes no Nordeste brasileiro.
Isso implica em efeitos bioquimicos mais acentuados no ser humano decorrentes das
diferencas bioquimicas da toxina produzida por essa espécie para as outras
presentes no pool, o que vai acarretar na singularidade clinica no paciente acometido
pela intoxicacdo. Uma consequéncia da auséncia da peconha no pool sdo agravos
principalmente locais, agravos esses que sdo devidos as particularidades da peconha
da B. erythromelas, concedem poder proteolitico, edematogénico e inflamatério além
de afetar diretamente a coagulacédo sanguinea. (Nunes et al., 2019).

A peconha botropica provoca acao proteolitica sobre os tecidos bioldgicos,
decorrente da atuacédo de enzimas como a hialuronidases, esse componente € visto
como potencial agente no dano da matriz extracelular e € provavel que desempenhem
um papel de fator de disseminacdo. Esta toxina estd presente nas peconhas de
serpentes, principalmente do género Bothrops. A hialuronidase integra um grupo de
proteinas enzimaticas constituidos de toxinas capazes de hidrolisar
preferencialmente o AH, um polissacarideo longo e linear que consta na matriz
extracelular das células, ela é uma glicoproteina popularmente conhecida como
“fatores de disseminagao” sendo elas, atuantes no rompimento estrutural da
membrana extracelular (MEC) através da degradacgéo do AH, facilitando a difuséo de
toxinas do local da picada para a circulacdo e demais compartimentos do corpo do
paciente. E, por aumentarem a taxa de distribuicdo de outras toxinas, agem como

toxinas “amplificadoras” (Boldrini-Franga et al., 2017; Silva, 2018).

3.2.1 Bothrops erythromelas
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No estado da Paraiba, observa-se um predominio de acidentes botropicos,
sendo estes 6 vezes maiores que acidentes crotalicos e 16 vezes maior que acidentes
elapidicos, entre os anos de 2007 e 2015, variando sua incidéncia de acordo com a
regiao e do Estado (Brasil, 2018; Bernarde, 2014).

No Nordeste brasileiro a B. erythromelas € a espécie dominante do género
Bothrops. Sendo a Unica representante desse grupo endémica da Caatinga. A
espécie apresenta habitos noturnos, sendo ela terrestre, de dieta generalista,
podendo ocorrer preferéncialmente em ambientes secos e em ambientes umidos da
Caatinga (Menezes, 2018).

A B. erythromelas (figura 1) é considerada uma serpente que habita
preferencialmente as areas quentes do Nordeste brasileiro da Bahia ao Ceara e areas
de transic&o. E o unico viperideo endémica da Caatinga, sendo registrada em toda a

regido (Modesto; Menezes, 2018).

Figura 1: Captura da imagem de uma Bothrops erythromelas in situ.

[
»

Fonte: acervo de pesquisa, equipe de estudos.

A maioria dos registros da B. erythromelas sdo de areas de baixa altitude,
abaixo dos 600 metros. Além disso € uma espécie conspicua encontrada em
vegetacdes arboreas, arbustivas e herbaceas, embora possa ser encontrada em
areas transicdo com a Mata Atlantica do Nordeste, nos estados de Rio Grande do
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Norte, Paraiba, Pernambuco e Bahia (Uchba et al., 2023; Reis, 2016).

E estimado que as peconhas das serpentes de interesse médico sejam
compostas por proteinas em praticamente todo seu conteudo total (aproximadamente
90% do peso seco), principalmente por enzimas (fosfolipases, L-aminoacido oxidase,
metalopeptidases e serinopeptidases) além de proteinas ndo enzimaticas
(desintegrinas, lectinas de tipo C e peptideos). A menor parte da pegonha, isto €, a
parte ndo proteica, compreende anions e cations inorganicos além de lipideos,
carboidratos e aminoacidos. Peconha esta, detentora de fracdes que apresentam
bandas com massa molecular entre 24, 29, 31, 36, 55 e 100 KDa, as quais nao sao
inibidas pelo soro antiveneno comercial para acidentes com este género de serpente.
(Nunes et al., 2019).

A peconha de B. erythromelas como exposto anteriormente, potencial local de
protedlise e de interferéncia direta na cascata de coagulagéo, ativando isoladamente
ou simultaneamente o fator X e a protrombina, podendo atuar simulando efeitos da
trombina, convertendo o fibrinogénio em fibrina, podendo gerar posteriormente uma
incoagulabilidade e consequentemente um quadro de hemorragia local. Tendo em
vista as limitagcdes da soroterapia anti-peconha descritas, torna-se importante a busca
por alternativas complementares para o tratamento de acidentes ofidicos (Nunes et
al., 2019).

3.3 Etnobotanica
3.3.1.1 Familia Curcubitacea

As espécies que integram a familia das cucurbitaceas sdo caracterizadas por
se apresentarem como trepadeiras, possuindo aparéncia herbacea ou lenhosa, sendo
perenes ou anuais. Possuem na sua estrutura a presenca de tubérculos subterraneos
ou superficiais e por se tratarem de organismos de natureza tropical sdo em sua
grande parte sensiveis a baixas temperaturas, caracteristica essa que acaba por
gerar condigBes que dificultam sua propagacgéo por territérios onde as temperaturas
nao sao ideais (Brandao Filho et al., 2018).

Nacionalmente, as cucurbitaceas possuem uma enorme diversidade de
espécies vegetais, algumas de interesse econdémico pelo seu uso alimentar,

ornamental e terapéutico. As plantas dessa familia sdo cultivadas principalmente para
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fins alimentares, aromaticos, medicinais, ornamentais ou como fonte de matérias-

primas para alguns produtos (Brandao Filho et al., 2018; Pereira, 2017).

3.3.1.2 Doyerea emetocathartica

A Doyerea emetocathartica, cujo sindbnimo botanico em desuso é Apodanthera
congestiflora antes se sofrer reclassificacdo botanica, € uma planta da familia das
cucurbitaceas e se distribui pela América do Sul bem como pelo territorio brasileiro e
em especial na regido Nordeste. E popularmente conhecida no Brasil como: cabeca-
de-negro, batata-de-teil, cabeca-de-til, a qual é utilizada medicinalmente em
diferentes partes do mundo e € utilizada como cha para tratar dores de coluna e para
tornar o0 sangue menos Vviscoso, este que € preparado através do uso das raizes da
planta (Videres, 2017; Pereira, 2017).

Em relatos populares, a presenca da D. emetocathartica é encontrada em
diversas regifes do Brasil em conjunto com o Lagarto popularmente conhecido teiu
(Salvator merianae), onde o0 mesmo em embates com serpentes peconhentas como
a jararaca da seca e outros membros do género Bothrops, utilizaria o consumo de
partes da D. emetocathartica para anular os efeitos da peconha da serpente (Costa-
Neto, 2000).

Embora haja poucos estudos com a nova nomenclatura da planta (D.
emetocathartica), héa alguns estudos sobre a espécie vegetal em si, ainda que grande
parte destes sejam destinados exclusivamente as raizes, ainda existe muito a se
saber sobre 0os demais componentes (Silvestre, et al., 2021). Ainda baseando-se na
antiga nomenclatura da espécie (A. congestiflora), foi elaborado um ensaio in vivo
com outra espécie do género (A. villosa) conduzido por Vilar, Carvalho e Furtado
(2007) que resultou em efeitos favoraveis ao retardo dos efeitos da peconha de uma
espécie do género Bothrops (B. jararaca) in vivo, com a sobrevida dos roedores
testados.

A morfologia da D. emetocathartica é muito caracteristica da familia
Cucurbitaceae, ela perde suas folhas na época de estiagem e sobrevive basicamente
com a agua armazenada no paquipddio, uma parte caracteristica da planta, possui
caule delgado juntamente com gavinhas, que sdo modificacbes de ramos que
representam uma sinapomorfia presente na familia Curcubitaceae. Nessa familia as

folhas séo espiraladas, simples ou compostas frequentemente ovalado-oblongadas,
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lobuladas ou trilobuladas, sem estipulas com presenca de dentes cucurbitéides e
suas flores sdo estaminadas reunidas em fasciculos nodais e frutos elipticos,
rostrados, alaranjados (Lima, 2010).

De acordo com os dados levantados na literatura, a D. emetocathartica € uma
planta que se distribuindo por todo semiarido nordestino e além, desde o sertdo do
Piaui até o norte de Minas Gerais onde ainda afirma-se que o preparo do cha além
de efeitos no tratamento de dores também € apontado como eficiente no uso externo
para o tratamento de manchas e pruridos na pele, mas até os dias atuais, os relatos
na literatura dessa espécie sao escassos e se referem apenas ao uso das raizes
(Silvestre et al., 2021).

As cucurbitacinas (figura 2), quimicamente identificadas como saponinas
triterpénicas sdo os metabolitos mais presentes nessa familia, onde a maioria dos
compostos pertencentes a esta classe possuem uma ampla capacidade terapéutica,
visto que possuem varia¢des estruturais de grande potencial farmacoldgico, entre
estas variacfes estdo as norcucurbitacinas das quais trés foram identificadas na
espécie D. emetocathartica por Silvestre et al (2021) (cayaponosideo Cb5b,
cabenosideo C e fevicordina C2 glicosideo), onde no respectivo trabalho dentre as
atividades que esses compostos desempenham estd a atividade anti-inflamatéria,
demonstrando que essas substancias tém potencial para atuar nas vias do sistema
imunologico (Silvestre et al., 2021).

Mediante o exposto, destacam-se as plantas medicinais como candidatas a
precursoras de substancias inibitérias naturais e componentes farmacologicamente
ativos, uma vez que podem aliviar alguns dos sintomas do empeconhamento,
especialmente os efeitos locais (Silva, 2018). Sendo assim, plantas medicinais
apresentando atividades anti-inflamatoria e antioxidante apresentam potencial
aplicagcdo no tratamento, especialmente, dos efeitos locais induzidos pelo

empeconhamento ofidico (Silva et al., 2018)

Figura 2: Estrutura geral da cucurbitacina

Fonte: Ali et al., 2019
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4 METODOLOGIA
4.1 Caracterizacdo da pesquisa

Este trabalho é de natureza aplicada, caracterizado por uma metodologia de
abordagem quantitativa, com objetivo exploratério e procedimentos experimentais,
conforme a classificacdo proposta por Lakatos (2022). As etapas a seguir descrevem
0 processo de realizacdo de todas as etapas do projeto proposto, desde a coleta do
material vegetal e tratamento, até a interpretacdo dos dados estatisticos obtidos.

4.2 Materiais
4.2.1 Peconha ofidica

A peconha de B. erythromelas foi obtida em parceria com museu vivo Répteis
da Caatinga, Puxinand, Paraiba, Brasil (7°18'17.3"S 35°96'78.3"W), através de
ordenha de espécimes em cativeiro (figura 3), e 0 mesmo passou pelo processo de

liofilizac&o e foi acondicionado a 4 °C protegida de incidéncia solar até o seu uso. O
projeto encontra-se registrado no SISGEN sob niumero de cadastro A590C61.

Figura 3: Captura do processo de extracdo manual da pegonha bruta

Fonte: acervo de pesquisa, elaborada pela equipe de pesquisa
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4.2.2 Material Vegetal

O material vegetal de D. emetocathartica (figura 4) foi coletado na cidade de
barra de Santana, Paraiba (7°30'12.4"S 35°57'39.8"W), no dia 21 de outubro de 2022,
em época de estiagem, e utilizou-se as folhas e caules das plantas adultas
selecionadas. Mediante esta acéo, foi confeccionada uma exsicata para identificacao
etnobotanica da planta citada e para analises de verificacdo da sua autenticidade,
além disso, foi feito o deposito desta no Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM),
na Universidade Estadual da Paraiba sob o nimero de registro 1000.

Figura 4: Exemplares de Doyerea emetocathartica in situ
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Fonte: acervo de pesquisa, elaborada pela equipe de pesquisa

4.2.3 Obtencao da droga vegetal

O processo de secagem das plantas foi realizado em estufa com renovacéo e
circulacdo de ar, a temperatura de cerca de 50 °C, até atingir a estabilizacdo da
umidade dos exemplares. Apos a secagem, o material foi triturado usando um moinho
de rotor. Em seguida, foi acondicionado em frasco, hermeticamente fechado,
protegendo-o do ar e da radiacéo solar (Silvestre, 2020).

4.2.3.1 Obtencéao do extrato hidroalcodlico

Para obter o extrato hidroalcodlico, 1000g de p6 de D. emetocathartica e 5000
mL de etanol (70%), foi submetida & maceragdo e descanso por 72 horas em
recipiente de vidro, sendo feita uma agitacédo de duracédo de 1 minuto a cada 24 horas,
sendo esse um processo de extracdo por exaustdo, mediante isso o material foi
mantido em repouso e apos o término das 72 horas foi retirado o solvente do frasco.
Feito isso, foi repetido esse processo de extracdo por mais 8 ciclos, chegando ao total
de extracoes.
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Havendo a necessidade de remoc¢édo do etanol do extrato, foi feito a rota
evaporacao do etanol presente no solvente, como descrito por Silvestre, 2020,
retirando quase totalmente o etanol, sendo o etanol 70% de dificil remoc&o completa
do extrato, lancou-se mado de um método adicional, que foi a evaporacao do tipo
rocket, sendo esse Util para fazer a secagem do residuo aquoso do extrato. Embora
tenha sido eficaz, ainda foi possivel observar umidade no material e sabendo que o
rota evaporador ndo elimina a agua contida na mistura, submeteu-se o extrato a
liofilizacdo, visando obter um material ideal, resultando em aproximadamente 250
gramas de extrato hidroetandlico dos galhos secos de D. emetocathartica (figura 5).

Figura 5: Fluxograma da obtencéo do material vegetal
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Fonte: Acervo de pesquisa, elaborada pelo autor

4.2.3.2 Obtencao de fases

Para as particdes liquido-liquido, foram submetidos 100 gramas do extrato
hidroetandlico e submetemos ao processo de particao liquido/liquido, que é realizada
através de uma suspensao do extrato em uma mistura entre metanol e agua (7:3).
Utilizamos primeiramente o hexano, sendo ele o solvente mais apolar, logo em
seguida diclorometano, seguido de acetato de etila e por fim adicionamos o butanol,
sendo este o0 mais polar.

Em uma ampola de separacao (figura 6) foram adicionamos 500 mL da
suspensao previamente obtida. Em seguida foram adicionados 500 mL de hexano,

gue foi utilizado para a extracdo dos componentes lipofilicos do extrato. Pela grande
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diferenca de densidade entre os solventes utilizados, eles se tornam imisciveis,
possibilitam a separacdo. Coletou-se o hexano, reservou-se 0 mesmo e repetimos o
processo até atingir a exaustdo. Apés isso, o0 processo foi repetido utilizado
separadamente diclorometano, acetato de etila e butanol, para a obtencao das fases

hexanica, diclorometano, acetato de etila e butanol.

Figura 6: Processo de particéo liquido-liquido da amostra.

g . .
LA ¢

o

Fonte: Acervo de pesquisa, elaborado pelo autor



23

Com o final do processo e tendo sido obtido essas extracdes completas,
utilizou-se o aparelho rota-evaporador para remover todo o restante dos solventes de

suas respectivas fases para obter-se os extratos de fases Hexanica e Butandlica.

Figura 7: Fluxograma obten¢éo das fases
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4.3 Ensaio de inibi¢do de atividade hialuronidasica

Visando avaliar a potencial eficacia das fases do extrato perante a acgéo
inflamatéria da peconha de B. erythromelas, utilizou-se o método turbidimétrico,
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usando AH como substrato, tendo base em ensaios anteriores com algumas
adaptactes (Félix-Silva et al., 2017; Paixao-Cavalcante et al., 2015; Da Silva et al,
2022).

Lancou-se méo de diferentes concentracdes de extrato que por sua vez foram
pré-incubadas em banho maria por 30 minutos a 37°C em um volume final de 80 pL
em tampdo acetato de sédio 0,2 M, pH 6,0, este contendo em si NaCl 0,15 M. Em
seguida, 20 pL de substrato (0,5 pg/mL+ em tampéao acetato) foram adicionados e
incubados durante 60 minutos a 37°C em estufa. O processo enzimatico cessou
mediante adi¢cdo de 200 pL de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) a 2,5% em
hidréxido de sédio a 2%. Apdés 10 minutos exatos em temperatura ambiente, as
absorbancias foram lidas em 405 nm em aparelho leitor de microplacas (Epoch-
Biotek, Winooski, VT, EUA). Brancos foram preparados semelhantemente,
substituindo o substrato por tampao em volume igual ao do substrato utilizado. Uma
concentracdo minima hialuronidasica foi definida como a menor fracdo de peconha
suficientemente capaz de gerar um decréscimo de 50% da turbidez do substrato em
relacdo ao controle em que se incubou apenas o0 mesmo (auséncia de peconha).

Durante 0s ensaios de inibicAo enzimética, a concentragdo minima
hialuronidasica (1 mg) foi pré-incubada com proporgées crescentes de cada fase do
extrato (1:12,5, 1:25, 1:50 1:100, 1:200), a 37°C durante 30 minutos e, logo apds isso,
0 ensaio foi realizado de acordo com a descricdo antes mencionada. Os resultados
foram expressos em porcentagem de atividade hialuroniddsica em relacdo ao
controle, o qual se caracteriza por apenas a peconha ter sido incubada (1:0 m/m
peconha:extrato, considerando 100% de atividade hialuronidase), como média + erro

padrao da média, com N = 3.

4.4. Tratamento estatistico

Os resultados foram expressos em média e desvio padrdao (N=3) apos

tratamento de dados por ANOVA, os testes foram executados por meio do software

Excel versao 16.0. Os valores para significancia foram definidos como p > 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Inibicdo de atividade hialuronidasica

Os experimentos expressaram resultados promissores, indicando que as
amostras de extrato hidroetandlico de D. emetocathartica sendo das fases Butanol
(figura 10) e Hexano (figura 9), bem como o extrato hidroetandlico bruto (figura 8)
demonstraram ser eficazes na inibicdo de atividade hialuronidasica. O controle se deu
por considerar a atividade da peconha sem extratos referente a 100% negativo.
Implicando dizer que a concentracdo do extrato é proporcional a conservagcédo do
substrato.

Tal panorama indica a presenca de potenciais compostos com diferentes
polaridades capazes de propiciar a neutralizacdo da atividade hialuronidasica
desencadeada pela peconha de B. erythromelas.

O extrato bruto obteve bons resultados no teste de inibicdo da atividade da
hialuronidase da toxina de B. erythromelas, contendo degradacdo de
aproximadamente 4.191% na proporcdo do melhor desempenho testado (1:200),

diminuindo a eficacia em concentrac6es mais baixas (figura 8).

Figura 8: Avaliagdo do desempenho inibitério da degradacdo do acido hialurdnico causada pelo
veneno de B. erythromelas em diferentes concentracdes na presenca do Extrato bruto de Doyerea

emetocathartica.
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Fonte: Acervo de pesquisa, elaborado pelo autor.

O extrato de fase hexanica de niumero 5 gerou bons resultados no teste de
inibicdo da atividade da hialuronidase da toxina de B. erythromelas, proporcionando
uma inibicdo de aproximadamente 3.095% na proporcdo do melhor desempenho

testado (1:200), diminuindo a eficacia em concentracdes mais baixas (figura 9).

Figura 9: Avaliagdo do desempenho inibitério da degradacdo do acido hialurdnico causada pelo
veneno de B. erythromelas em diferentes concentracdes na presenca do Extrato de fase hexanica de

Doyerea emetocathartica.
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Se destacando dos anteriores o extrato de fase butandlica obteve os melhores
resultados dentre os trés extratos testados, onde no teste de inibicdo da atividade da
hialuronidase da toxina de B. erythromelas, ele gerou um grau de inibicdo de
aproximadamente 4.630% na propor¢ao do melhor desempenho testado (1:200),

diminuindo a eficacia em concentragfes mais baixas (Figura 10)

Figura 10: Avaliacdo do desempenho inibitério da degradacédo do &cido hialurdnico causada pelo
veneno de B. erythromelas em diferentes concentrag@es na presenca do Extrato de fase butandlica de
Doyerea emetocathartica.
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Embora os resultados estejam de acordo com os resultados obtidos no trabalho
de Medeiros (2018) e o extrato bruto de D. emetocathartica tenha obtido sucesso nos
testes frente a peconha, suas fases separadas igualmente geraram resultados
satisfatérios, os quais geraram respostas positivas.

A fase Butandlica se mostrou mais eficaz nos testes feitos, fato esse que se da
pela capacidade de conservar a integridade do substrato (AH) em contato com a
toxina, o que indica uma possivel interagdo do extrato com o conteudo da peconha
no lugar do AH, o que indica uma possivel presenca de maior quantidade de
compostos com potencial inibitério ou compostos com maior poder de inibicdo da
atividade exercida pela peconha da serpente em um sistema biologico, considerando
que a efetividade de hialuronidases implica diretamente na degradacdo de outras
proteinas, sendo essa deteriora¢cdo do AH uma porta de entrada que permite maiores
danos ao organismo num todo (Silva, 2018).

O empeconhamento botrépico é caracterizado pelo rapido desenvolvimento de um
processo inflamatério local. A fisiopatologia da formacdo do edema € gerado por
muitos fatores, envolvendo a acdo direta de componentes da peconha na
microvasculatura, aumentando o0 acesso as matrizes celulares pelos capilares
sanguineos, e o efeito de mediadores enddgenos liberados por componentes da
peconha, tais como: histamina, prostaglandinas, cininas e produtos do sistema

complemento. Esta resposta imunolégica frequentemente gera no corpo edemas
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graves, isquemia e compresséao neural, que podem resultar (0 que geralmente ocorre)
em uma sindrome compartimental que pode levar a perdas permanentes de tecidos
ou amputacao do local, quando afetado por necrose (Félix-Silva, 2018; Franca et al.,
2023).

Félix-Silva et al., (2018), ao estudar a atividade edematogénica das espécies
Jathropa mollisima e Jathropa gossipiifolia (Euphorbiaceae) frente a peconha da
serpente B. erythromelas, observou indicios do seu potencial antiedematogénico.
Apesar das espécies vegetais pertencerem a uma familia diferente da espécie
estudada na presente pesquisa, fica clara a relacdo de extratos vegetais diversos na
neutralizacdo das atividades locais deflagradas por toxinas botrépicas. Sendo o AH
um importante fator para o espalhamento dos componentes toxicos pelo organismo
(Franca et al., 2023), proporcionando condi¢cdes que contribuem para diferentes
toxinas a atingirem seu alvo fisiolégico com maior competéncia.

O artigo acima referenciado, ao indicar o potencial antiedematogénico dessas
duas espécies, ainda corrobora com nossos resultados para atividade anti
hialuronidasica da D. emetocathartica, uma vez que o AH, como fator de
disseminacdo, auxilia na producéo de células e mediadores inflamatorios (Franca et
al., 2023) (figura 11). Ou seja, os compostos de D. emetocathartica avaliados

constituem, ainda, potenciais neutralizantes dessa atividade.

Figura 11: Processo de interagdo de peconha com matrizes celulares contendo acido hialurénico.
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Fonte: Franca et al., 2023

Os dados apresentados neste trabalho indicam que uma provavel e futura
possibilidade de produto que alcance inibicdo de componentes nocivos ao ser
humano presentes na peconha de B. erythromelas, visto que o SAB produzido no
Brasil se mostra incapaz de incapacitar integralmente o poder toxico da peconha,
ilustrando a necessidade de novas estratégias na producdo de soros anti peconha
com um amplo potencial neutralizante no tratamento do empeg¢onhamento botrépico
ao redor do Pais. Juntos, os resultados destacam o potencial antiofidico do extrato
hidroetandlico de D. emetocathartica e suas fases hexanica e butandlica, sugerindo
gue esta espécie € um potencial auxiliar na manutencdo do tratamento de efeitos

locais decorrentes do empeconhamento botrépico.
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6 CONCLUSAO

Produtos naturais foram e continuam sendo 6timas vias de pesquisa, de onde
podemos extrair compostos e isolar moléculas ativas com indmeros potenciais
farmacologicos. No ofidismo 0s extratos vegetais se mostram promissoras
ferramentas de tratamento paralelo e adjuvante aos acidentes com serpentes
peconhentas.

A espécie vegetal D. emetocathartica. € uma espécie valiosa para os estudos
fitoquimicos, a qual mediante os experimentos executados com sucesso frente as
capacidades bioquimicas da peconha da espécie B. erythromelas. Como exposto, 0s
resultados destacam que o extrato hidroetandlico de D. emetocathartica. bem como
suas fases hexanica e butandlica, demonstram possuir poder de intervencéo contra a
peconha no organismo, e, portanto, sdo candidatos a serem precursores de
substancias cada vez mais isoladas para este fim, no entanto mais estudos sao

necessarios para garantir a eficacia clinica destes compostos.
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