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AVALIACAO DE PRODUTOS VEGETAIS NA INIBICAO DE ATIVIDADES
INDUZIDAS PELA PECONHA DE Bothrops erythromelas Amaral (1923)

Betsy Dantas de Medeiros™

RESUMO

Acidentes ofidicos representam um grave problema de saude publica. No Brasil, o género
Bothrops ¢é responsavel por 90% dos acidentes ofidicos, sendo a espécie B. erythromelas
responsavel pelo maior nimero desses acidentes no Nordeste brasileiro. O envenenamento
botropico gera multiplos efeitos locais e sistémicos que se caracterizam por dor, edema,
necrose tecidual, hemorragias e coagulopatias. O soro antiofidico € o antiveneno convencional
utilizado, o qual neutraliza eficientemente os efeitos sistémicos, mas ndo os efeitos locais.
Nesse contexto, ha necessidade de pesquisas que visem alternativas complementares a
soroterapia. O presente estudo teve como objetivo realizar uma avaliagdo dos potenciais
antiofidicos de extratos das espécies Apodanthera congestiflora, Cnidoscolus quercifolius e
Tacinga palmadora frente ao veneno da serpente Bothrops erythromelas. Ensaios in vitro
utilizando ensaio de imunodifusdo dupla de Ouchterlony e o método de avaliacdo da
turbidimetria, com leitura de microplacas de 96 pocos, foram realizados para analisar a
inibicdo das atividades hialuronidésica, fosfolipdsica e proteolitica, importantes no
envenenamento botropico, nas proporgdes 1:1, 1:10, 1:50 e 1:100 (veneno:extrato). Os
resultados demonstraram uma inibi¢do de 32,73% da atividade proteolitica na proporcao de
1:50 (veneno:extrato) para C. quercifolius, uma taxa de inibicdo otima da atividade
hialuronidésica de 100% e 91% para A. congestiflora e T. palmadora, respectivamente, e
inibi¢ao de 10% da atividade fosfolipasica para T. palmadora. Diante dos resultados, pode-se
concluir que os extratos destas espécies podem constituir fontes de moléculas bioativas com
atividades antiofidicas contra a pegonha de B. erythromelas, e que possam auxiliar no
tratamento dos efeitos locais deflagrados pelos envenenamentos botropicos.

Palavras-Chave: Plantas antiofidicas. Veneno botropico. Atividade biologica. Jararaca-da-
seca.

1 INTRODUCAO

Existem cerca de 3.672 espécies de serpentes no mundo (UETZ; FREED; HOSEK,
2017), distribuidas em 20 familias. O Brasil possui 10% do total de espécies conhecidas,
distribuidas em 9 familias, 75 géneros e 392 espécies (CARDOSO et al., 2009; COSTA;
BERNILS, 2015). Dentre estas, duas familias abrangem as serpentes pegconhentas que sao
consideradas de interesse da satde no pais: a familia Viperidae, a qual inclui os géneros
Crotalus (Cascavel), Bothrops e Bothrocophias (Jararaca) e Lachesis (Surucucu); e a familia
Elapidae, que engloba o género Micrurus (Coral) (BERNARDE, 2014; BRASIL, 2009).

" Aluna de Graduagdo em Ciéncias Biologicas na Universidade Estadual da Paraiba — Campus I.
Email: betsydantas@gmail.com



No Brasil ocorrem aproximadamente 29.000 acidentes ofidicos por ano, com uma taxa
de letalidade de aproximadamente 0,44% (BERNARDE, 2014). Destes, 85% ocorrem com as
espécies do género Bothrops (SARTIM et al., 2016). Na Paraiba, em 2016, foram notificados
2.086 casos de acidentes ofidicos, sendo 1.807 ndo identificados e 222 do género Bothrops
(DATASUS, 2018).

Os géneros Bothrops e Bothrocophias representam o grupo mais importante de
serpentes peconhentas no Brasil, sendo catalogadas mais de 60 espécies em todo territorio
(BRASIL, 2009). Seu veneno se constitui por misturas complexas compostas por diversas
proteinas e peptideos biologicamente ativos que tem potencial para induzir quadros
inflamatorios locais, a exemplo da mionecrose, hemorragia, bolhas ¢ edema; e disturbios
hemostaticos sist€émicos notados a partir do envenenamento, como coagulopatia, hemorragia,
choque cardiovascular e insuficiéncia renal aguda. (BERNARDE, 2014; BRASIL, 2009;
NASCIMENTO, 2007).

A peconha botropica possui trés agdes principais: hemorragica, coagulante e
proteolitica, desencadeadas por acdo conjunta das diversas toxinas encontradas no veneno,
como fosfolipases A2 (Phospolipase A2 - PLA2), metaloproteases (Snake venom
metaloproteases - SVMPs), serinoproteases (Snake venom serine proteases - SVSPs),
miotoxinas, hialuronidases e nucleotidases (BRASIL, 2001).

A atividade hemorragica da peconha se deve principalmente a acdo de hemorraginas
ou SVMPs, que promovem a degradagdo dos componentes da matriz extracelular do
endotélio, como colageno IV, laminina e fibronectina, causando o aumento da permeabilidade
vascular, desestruturando a parede do vaso e causando a hemorragia. As SVMPs sdo
responsaveis também por efeitos locais como dor, edema, inflamacao e necrose (AMORIM et
al., 2017; ARAUJO et al., 2011; VILLALTA-ROMERO et al., 2017).

A atividade coagulante ¢ desencadeada pela presenca de SVSPs do tipo thrombin-like,
que hidrolisam o fibrinogénio em fibrina para formacdo do coagulo plaquetério; e de pro-
coagulantes ativadores do fator II (protrombina) e do fator X. As SVSPs sdo capazes de
interferir na regulagao das principais reacoes biologicas na cascata de coagulagdo sanguinea,
sistema fibrinolitico e indugdo da agregacdo plaquetdria no sangue, podendo provocar
incoagulabilidade sanguinea e coagulagdo intravascular disseminada (BRASIL, 2001;
SANTOS et al., 2018; SENISE, 2014).

Das agdes principais do veneno, Azevedo-Marques, Cupo e Hering (2003), destacaram
a atividade proteolitica como a de maior importancia para caracterizagdo do acidente, por

meio de seus efeitos clinicos. A atividade proteolitica ¢ causada por proteases, encontradas em



abundancia nas pe¢onhas ofidicas, que possuem acdo citotoxica direta nos tecidos, podendo
acarretar necrose tecidual. As proteases presentes na peconha agem degradando proteinas
teciduais ou clivando proteinas da parede vascular, gerando efeitos potentes sobre a
hemostasia da vitima (GOPI et al., 2016; SANTOS et al., 2018; SARTIM et al., 2016).
Portanto, a inibi¢do das proteases dos venenos € de suma importdncia quando se estuda a
atividade antiofidica de moléculas (CARDOSO, 2009).

Além das proteases, as hialuronidases e PLA2 provocam a liberagcdo de mediadores da
resposta inflamatoria, sendo responsavel pelo dano tecidual local (BRASIL, 2001). As PLA2
sdo as enzimas mais abundantes do veneno botropico, hidrolisam os fosfolipideos de
membrana, liberando o dcido araquiddnico, que estd envolvido na biossintese de mediadores
inflamatorios, gerando como efeitos hemolise, miotoxicidade, efeitos na agregacdo
plaquetaria e formacao de edema (GOPI et al., 2016; KANG et al., 2011; PEREIRA et al.,
2010). A hialuronidase tem como substrato o dcido hialurdnico presente na matriz
extracelular. Ela ¢ responsavel por degrada-lo, atuando como um “fator de espalhamento”,
contribuindo na rapida difusdo das toxinas a partir da inoculag¢do até os tecidos e sistema
circulatorio das vitimas, potencializando a toxicidade da peconha, possuindo um papel
fundamental no envenenamento ofidico (BORDON, 2012).

O tratamento indicado para o envenenamento € a soroterapia antiveneno, que utiliza o
soro hiperimunizado provindo de cavalos (VILAR; CARVALHO; FURTADO, 2005). Apesar
de reverter de maneira satisfatoria os efeitos sistémicos, a soroterapia € pouco eficaz na
neutralizagdo de efeitos locais. Além disso, o soro antibotropico fabricado no Brasil ndo inclui
o veneno de B. erythromelas, espécie endémica da Caatinga e responsavel pelo maior nimero
de acidentes ofidicos notificados na Paraiba (JORGE et al., 2015; NUNES, 2016; OLIVEIRA,
2011). Diante do exposto, Luna et al. (2010) realizaram uma andlise de eficiéncia de
neutralizagdo da peconha pelo soro antibotropico distribuido nacionalmente, no qual foi
observado a existéncia de componentes da peconha com peso molecular variando entre 29 e
31 kDa que ndo foram neutralizados de maneira eficiente pelo soro antiofidico comercial.

Muitas espécies da flora brasileira sdo utilizadas pela populagdo para o tratamento de
acidentes ofidicos e muitas delas nunca foram estudadas experimentalmente pela comunidade
cientifica para verificar e validar cientificamente tal potencial (MOURA; MOURAO;
SANTOS, 2015; VILAR, 2005). O estudo do efeito de extratos vegetais sobre as diferentes
atividades dos venenos tem se revelado promissor, pois varias espécies tém mostrado efeitos
neutralizantes das peconhas ofidicas (FELIX-SILVA et al., 2014, 2017; FERNANDES, 2011;
MOURA et al., 2014, 2016; SOARES; FONTES; GIGLIO, 2004). O Nordeste possui uma
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diversidade de plantas frequentemente utilizadas como medicinais no tratamento de diversas
enfermidades (MOSCA, 2009).

A Apodanthera congestiflora Cogn. (Curcubitaceae) compreende uma espécie
endémica do Brasil, presente nas regides Nordeste e Sudeste (REFLORA, 2018). A planta ¢
conhecida popularmente por ‘“cabeca-de-negro”, sendo reportado seu uso pela populagdo
como planta medicinal para tratamento de dores na coluna, dores de dente, manchas na pele,
coceira e dores em geral, indicando um potencial analgésico (DA SILVA, 2012; ROQUE,
2010). Um estudo realizado com outra espécie do género, A. villosa, por Carvalho, Vilar e
Furtado (2007), apontou que o extrato aumentou o tempo de sobrevida de animais
experimentais inoculados com pegonha de Bothrops jararaca.

A Tacinga palmadora (Britton & Rose) N.P. Taylor & Stuppy (Cactaceae) ¢ endémica
do Nordeste do Brasil ¢ conhecida como “palmatoria” ou “quipa” (REFLORA, 2018;
TAYLOR et al., 2017). As cacticeas tém sido amplamente utilizadas na medicina popular
como analgésicos, antibioticos, diuréticos e para problemas intestinais (HOLLIS, 1995). A T.
palmadora ¢ utilizada pela populacdo local do Nordeste, sendo seu cha empregado para fins
terapéuticos contra asma, parasitose, inflamacdes em geral e problemas uretrais
(ALBUQUERQUE, 2007; ANDRADE; MARQUES; ZAPPI, 2006).

A Cnidoscolus quercifolius Pohl (Euphorbiaceae), endémica da Caatinga, possui como
caracteristica a presenca de tricomas urticantes, que se concentram em quase todas as suas
partes vegetativas e florais que, em contato com a pele, podem causar dor intensa e localizada
(GOMES et al., 2014a; MELO; SALES, 2008). C. quercifolius é conhecida pela populagio
como “favela” ou “faveleira” e possui multiplos usos na medicina popular, dentre eles,
destacam-se a acdo anti-inflamatoria, antisséptica, anti-hemorragica, antimicrobiana para o
tratamento de infecgdes renais, dermatologicas, hematomas (AGRA et al., 2008) ¢ como
cicatrizante, no tratamento de feridas (OLIVEIRA; FERNANDES; COSTA JUNIOR, 2011).
As atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva e antimicrobiana foram reportadas e validadas
cientificamente em outros estudos (GOMES et al., 2014a,b; PEIXOTO SOBRINHO et al.,
2012).

Tendo em vista a quantidade de acidentes ofidicos que ocorrem no pais, com
consideravel taxa de morbidade e mortalidade, e a n3o inclusio da peconha de B.
erythromelas no pool do soro antiveneno distribuido nacionalmente, ¢ importante o
desenvolvimento de estudos que busquem terapias alternativas ou complementares para o
tratamento destes envenenamentos. O uso de produtos naturais para tal finalidade se torna

interessante, considerando a facilidade de obtencdo do mesmo na natureza e o amplo
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potencial terapéutico de tais substancias, que vem sendo demonstrado por diversos grupos.
Assim, os extratos vegetais podem ser uma alternativa complementar ao tratamento ofidico.
Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos inibitorios
dos extratos das espécies vegetais de Apodanthera congestiflora, Tacinga palmadora e
Cnidoscolus quercifolius frente ao veneno da serpente Bothrops erythromelas, além de
determinar concentragdes Otimas para neutralizacdo das atividades proteolitica, fosfolipasica e

hialuronidasica deflagradas pelo veneno botropico.

2 METODOLOGIA
2.1 Material vegetal
2.1.1 Coleta das plantas e identificacdo

As raizes da T. palmadora (TP) foram coletadas em setembro de 2016 (periodo de
seca), no Sitio Farinha, proximo a praca do Meio do Mundo, latitude: -7.15, longitude: -
36.1167, distrito Nazaré, municipio de Pocinhos, Paraiba. O material vegetal foi preparado
para confecgdo da exsicata e enviado ao Herbario Jayme Coelho de Moraes da UFPB/Areia e
esta registrada sob o numero EAN 1724.

As partes aéreas da C. quercifolius Pohl (CQ) foram coletadas nas cidades de Santa
Luzia e Sao Mamede, localizadas na mesorregido da Borborema e microrregido do Serido
Ocidental do Estado da Paraiba, nas seguintes coordenadas geograficas, respectivamente, 6°
52’ 19”’s e 36° 55’ 08”0, € 6° 55° 19’s e 37° 05’ 45’0, a partir de plantas adultas
selecionadas.

As raizes de A. congestiflora Cogn. (AC) foram coletadas na cidade de Barra de
Santana, Paraiba, no més de Novembro de 2015 (coordenadas: 6°43° 187 s¢ 36° 3’ 46" 0). O
material foi identificado e depositado no Herbdrio Manuel de Arruda Camara (ACAM) na
Universidade Estadual da Paraiba, sob o nimero 1000.

O processo de secagem das plantas foi realizado em estufa com renovacao e circulagdo
de ar, a temperatura de 40°C, até estabilizagdo da umidade. Apds a secagem, o material foi
triturado em moinho de rotor vertical. Em seguida, foi acondicionado em frasco,

hermeticamente fechado, protegendo-o do ar e da radiagdo solar.
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2.1.2 Preparo dos extratos

A preparagdo dos extratos foi realizada pela equipe do Laboratorio de Fitoquimica
(CCBS — UEPB). O material vegetal de TP e CQ foi submetido a extracdo com etanol 96%
(v:v). Foram realizadas extracdes num intervalo de 48h para TP e 72 horas para CQ. Os
extratos foram submetidos a processo de evaporacdo a 50 °C, obtendo-se assim o extrato
etandlico bruto (EEB).

Para a obtencdo do extrato hidroalcoo6lico, 50 g de p6 de AC e 350 mL de mistura
hidroalcodlica (50% v/v), foi submetida a extracdo por maceragdo por 72 h. Apds esse
periodo, o obtido foi filtrado. Para o extrato aquoso, o p6 de AC foi submetido a extracdo
aquosa a quente, usando agua destilada como solvente, mantidos sob agitacao (500 rpm) por
15 minutos e filtrado posteriormente. Ambos os filtrados obtidos passaram pela técnica de
spray dryer (LABMAQ — MSD 0.5), o qual se deu temperatura de 100 °C. Por fim, obteve-se
o extrato hidroalcoolico (EHA) e o extrato aquoso nebulizado (EAN), respectivamente.

Obteve-se, assim:

» Extrato etanodlico bruto de Cnidoscolus quercifolius (EEB-CQ)

= Extrato etanolico bruto de Tacinga palmadora (EEB-TP)

» Extrato hidroalcoolico de Apodanthera congestiflora (EHA-AC)

= Extrato aquoso nebulizado de Apodanthera congestiflora (EAN-AC)

2.2 Pegonha ofidica

O veneno de Bothrops erythromelas (BeV) foi obtido no Museu Vivo de Répteis da
Caatinga, Puxinana, Paraiba, Brasil, através de extragao manual e entdo liofilizado e mantido
a -20°C até o uso. A solugao do veneno foi preparada em tampao fosfato salino (PBS),
contendo os seguintes constituintes: NaCl 137 mM, KC1 3 mM, KH,PO4 1,5 mM, Na,HPO4
10 mM e pH 7,4. A quantificacdo foi expressa pelo teor de proteina, determinado pelo ensaio

de Bradford (1976) usando albumina como padrao.

2.3 Ensaios enzimaticos in vitro
2.3.1 Ensaio de neutralizacdo pelo método de Ouchterlony
O Método de Ouchterlony foi realizado para avaliar o efeito inibitorio do extrato

frente ao veneno. Para tal, foi preparada uma solucdo de agarose a 2% (m:v), distribuida em
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placas de Petri, com 15mL em cada uma das placas. Apds a solidificagdo, foram feitos sete
orificios utilizando uma ponteira, com distancia de 1,5 cm entre si, sendo aplicadas as
amostras a serem testadas (Figura 1), nas propor¢des 1:1, 1:10, 1:50 e 1:100 (veneno:extrato).
As placas foram incubadas em temperatura ambiente por 48 horas. Apos esse periodo, foram
lavadas com NaCl 150 mM e deixadas para secar em estufa a 37°C por 24 horas. As linhas de
precipitacdo foram reveladas com Coomassie Brilliant Blue 250-R 0,12% por 15 minutos,
sendo retirado o excesso do corante por lavagens sucessivas em solugcdo descorante
(OUCHTERLONY, 1953).

Figura 1. Esquema utilizado no teste de Ouchterlony
I 1. Concentragao 1:1 (veneno:extrato)
e 2. Concentragao 1:10 (veneno:extrato)

@ 3. Concentragao 1:50 (veneno:extrato)

4. Concentragdao 1:100 (veneno:extrato)

5. Controle (H20)

° ° 6. Soro antibotropico (SAB)
Veneno: Bothrops erytromelas

Fonte: elaborado pela autora
2.3.2 Inibicéo da atividade proteolitica sobre a azocaseina

A atividade proteolitica da peconha foi determinada por método turbidimétrico
utilizando azocaseina como substrato, conforme descrito previamente na literatura, com
pequenas modificagdes (PEREANEZ et al., 2013).

Diferentes concentragdes de pegconha foram pré-incubadas por 30 min a 37°C em um
volume final de 100 pL. Em seguida, em cada tubo, 100 pL de azocaseina (10 ug/mL'1 em
tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,4 contendo NaCl 200 mM e CaCl, 5 mM) foram adicionados e
incubados por 90 min a 37 °C. A reacdo enzimatica foi interrompida pela adi¢cdo de 100 uL de
acido tricloroacético a 5%. Apds 30 min em repouso a 8 °C, os tubos foram centrifugados a
15.000 g por 10 min a 22 °C. O sobrenadante (100 pL) foi removido e misturado com igual
volume de NaOH 0,5 M em uma microplaca de 96 pogos. Ap6s 10 min a temperatura
ambiente, as amostras foram lidas a 440 nm em leitora de microplacas (Epoch-BioTek,
Winooski, VT, EUA). Brancos foram preparados da mesma forma, substituindo o substrato

por igual volume de tampdo. Uma concentracdo minima proteolitica foi definida como a
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menor quantidade de peconha capaz de produzir um aumento de 0,2 unidades de absorbancia
em relag@o ao controle no qual se incubou apenas substrato (auséncia de peconha).

Para os ensaios de inibicdo, a concentracdo minima proteolitica (5 pg) foi pré-
incubada com proporgoes crescentes de cada extrato (1:1, 1:10, 1:50 e 1:100) a 37°C por 30
min, e em seguida o ensaio realizado conforme descrito anteriormente. Os resultados foram
expressos como porcentagem de atividade proteolitica em relagdo ao controle em que apenas
peconha foi incubada (1:0 m/m, pegonha:extrato, considerado 100% de atividade proteolitica),

como média + erro padrao da média, com n = 3.

2.3.3 Inibicao da atividade fosfolipase A

A atividade da fosfolipase A, da pegonha foi determinada por método turbidimétrico
utilizando gema de ovo como substrato, conforme descrito previamente na literatura, com
pequenas modificagdes (FELIX-SILVA et al., 2017).

Primeiramente, a gema de ovo foi misturada com PBS na propor¢ao 1:3 (v/v) e
centrifugada a 400 rpm por 2 min a temperatura ambiente, para a partir do sobrenadante
obter-se a suspensao estoque de gema de ovo. A concentragdo de substrato a ser utilizada nos
ensaios foi determinada como aquela que daria uma absorbancia de 0,6 a 925 nm, que foi uma
diluicdo de 10% da suspensdo estoque de gema de ovo em tampao Tris-HCl 50 mM, pH 7,4
contendo NaCl 200 mM e CaCl, 5 mM.

Para o ensaio, diferentes concentracdes de peconha foram pré-incubadas por 30 min a
37 °C em um volume final de 100 pL. Em seguida, 100 pL de substrato foram adicionados e
incubados por 30 min a 37 °C. Passado o periodo de incubacio, a absorbancia foi lida a 925
nm, utilizando uma leitora de microplacas (Epoch-BioTek, Winooski, VT, EUA). Brancos
foram preparados da mesma forma, substituindo o substrato por igual volume de tampao.
Uma concentragdo minima de fosfolipase A, foi definida como a menor quantidade de
peconha capaz de produzir um decréscimo de 50% da turbidez em relagdo ao controle em que
se incubou apenas substrato (auséncia de peconha).

Para os ensaios de inibicdo, a concentragdo minima fosfolipasica (5 pg) foi pré-
incubada com propor¢des crescentes de cada extrato (1:1, 1:10, 1:50 e 1:100
(veneno:extrato)), a 37 °C por 30 min e, em seguida, o ensaio foi realizado conforme descrito
anteriormente. Os resultados foram expressos como porcentagem de atividade fosfolipasica

em relacdo ao controle em que apenas peconha foi incubada (1:0 m/m, pegonha:extrato,
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considerado 100% de atividade fosfolipase A;), como média + erro padrdo da média, com n =
3.

2.3.4 Inibicao da atividade hialuronidasica

A atividade da hialuronidase da peconha foi determinada por método turbidimétrico
utilizando 4cido hialurénico como substrato, conforme descrito previamente na literatura, com
pequenas modificagdes (PAIXAO-CAVALCANTE et al., 2015).

Diferentes concentragdes de pegonha foram pré-incubadas por 30 min a 37 °C em um
volume final de 80 pL. em tampao acetato de sodio 0,2 M, pH 6,0 contendo NaCl 0,15 M. Em
seguida, 20 uL de substrato (0,5 pg mL" em tampdo acetato) foram adicionados e incubados
por 60 min a 37°C. A reacao enzimatica foi interrompida pela adi¢do de 200 pL de brometo
de hexadeciltrimetilamonio a 2,5% em hidréxido de sodio a 2%. Apos 10 min em repouso a
temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas a 405 nm em leitora de microplacas
(Epoch-BioTek, Winooski, VT, EUA). Brancos foram preparados da mesma forma,
substituindo o substrato por igual volume de tampdao. Uma concentra¢do minima
hialuronidasica foi definida como a menor quantidade de peconha capaz de produzir um
decréscimo de 50% da turbidez em relagdo ao controle em que se incubou apenas substrato
(auséncia de pegonha).

Para os ensaios de inibi¢do, a concentragdo minima hialuronidasica (5 ug) foi pré-
incubada com proporgdes crescentes de cada extrato (1:1, 1:10, 1:50 e 1:100), a 37°C por 30
min e, em seguida, o ensaio realizado conforme descrito anteriormente. Os resultados foram
expressos como porcentagem de atividade hialuronidasica em relacdo ao controle em que
apenas pegonha foi incubada (1:0 m/m, pegonha:extrato, considerado 100% de atividade

hialuronidase), como média + erro padrao da média, com n = 3.
2.4 Andlise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).
Andlises de variancia (ANOVA) de uma via seguido de teste de Tukey foram realizados
utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.01 (San Diego, CA, EUA). Valores de p

menores que 0,05 foram considerados significativos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Imunodifusao dupla de Ouchterlony

Para o teste de imunodifusdo dupla de Ouchterlony, observou-se que nao houve
neutralizagdo do veneno, utilizando os extratos de C. quercifolius, A. congestiflora e T.
palmadora, pois ndo foi possivel observar a formagdo de linhas de precipitagdo nas
concentragoes testadas para nenhum extrato (Figura 2).

O teste de imunodifusdao dupla baseia-se na formacdo de um imunocomplexo entre
dois componentes, em geral, antigeno e anticorpo, difundidos em meio solido (FISCHER,
2007; MOLINARO, 2009). A formacdo de um complexo entre extrato e toxinas ndo foi
observada, sugerindo que o ensaio de imunodifusdo dupla ndo foi sensivel, nas concentragdes
utilizadas para o teste. Uma hipotese a ser elencada ¢ que esse resultado pode ter ocorrido pela
baixa propor¢do veneno:extrato.

A concentragdo de agar (2%) também pode ter ocasionado a formagao de uma malha
mais fina, dificultando a difusdo dos componentes, visto que Felix-Silva et al. (2017) e
Vejayan, Ibrahim e Othman (2007) utilizaram 1% e 0,5%, respectivamente, tendo observado a

formacao dessa linha.

Figura 2. Teste de neutralizagdo de atividades do veneno pelos extratos. Pogo central (BeV);
Pocos 1-4 (extratos); 5 (controle); 6 (soro antibotropico - SAB). Propor¢ao veneno:extrato
(p/p). Todos os extratos seguiram o mesmo padrao.

Fonte: elaborada pela autora.
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3.2 Avaliacao da atividade proteolitica sobre a azocaseina

O extrato etanolico bruto de C. quercifolius (EEB-CQ) causou uma diminui¢do na taxa
de atividade proteolitica do veneno de B. erythromelas. A partir da concentragdo 1:10
(veneno:extrato m/m), com inibicdo de 20,59%, pdde-se observar uma diminui¢do gradual
dessa atividade, chegando a uma taxa de inibi¢ao de 32,73% na concentragao 1:50.

Essa inibicdo foi considerada significativa estatisticamente, principalmente na
concentragdo 1:50 (m/m), com p<0.001 (figura 3a), sendo relevante pois, como observado em
estudo realizado por Felix-Silva et al. (2017), o soro antibotrépico (SAB) ndo ¢ capaz de
neutralizar a atividade proteolitica de B. erythromelas. Estudos fitoquimicos do EEB-CQ
realizados pela equipe do Laboratorio de Fitoquimica da UEPB indicaram a presenca de
taninos e flavonoides no extrato.

Diversos estudos comprovam o papel dos taninos em se ligar a proteinas, podendo
atuar diretamente sobre os constituintes do veneno, provocando o bloqueio competitivo dos
receptores, além dos flavonoides que atuam como quelantes do ion zinco presente nas
metaloproteases dos venenos ofidicos, o que pode explicar a inibi¢ao desta atividade. (MORS
et al., 2000; MOURA et al., 2014; SOARES, 2005; VERRASTRO, 2018). Dessa maneira,
esse extrato pode constituir um potencial produto terapéutico para o tratamento do
envenenamento ofidico, que possui esta como uma das principais atividades, importante
dentro do espectro dos envenenamentos botropicos, principalmente no que diz respeito ao
veneno da serpente B. erythromelas.

O extrato etanolico bruto de T. pa/madora (EEB-TP) causou um aumento de atividade
proteolitica, potencializando a a¢do do veneno, tendo uma diferenca significativa a partir da
concentragdo 1:25 (veneno:extrato m/m) (Figura 3b). A causa desse aumento ndo foi
elucidada, baseada em dados da literatura. Entretanto, é possivel relacionar tal observagao a
interacdo de componentes do extrato com proteases do veneno, atuando como cofatores e
ativando-as.

Os extratos aquoso nebulizado (EAN-AC) ¢ hidroalcoolico (EHA-AC) de A.
congestiflora nao demonstraram nenhuma inibi¢ao significativa da atividade proteolitica do
veneno sobre a azocaseina, como observado nas figuras 3c e 3d. Estudos por Pinto et al.
(2017) revelaram a auséncia de taninos e flavonoides no extrato hidroalcodlico de A.

congestiflora, o que pode explicar a ndo inibigdo da atividade proteolitica.
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Figura 3. Avaliacao da inibicao da atividade proteolitica sobre a azocaseina. a) Extrato
etanolico bruto de C. quercifolius. b) Extrato hidroalcoolico de T. pa/madora. c) Extrato
aquoso nebulizado de A. congestiflora. d) Extrato hidroalcoolico de A. congestiflora
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Os valores representam média + E.P.M. (n=3). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o grupo
controle no teste ANOVA seguido por teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 Avaliacao da inibicao da atividade fosfolipasica

De acordo com o teste realizado para avaliar a inibigao da atividade fosfolipasica do
veneno de B. erythromelas pelos extratos avaliados, nenhum mostrou inibigao significativa
em qualquer concentracdo testada (Figura 4). Embora o EEB-TP tenha reduzido em 10% essa
atividade (Figura 4a), tal resultado ndo apresentou relevancia estatistica (p>0,05).

Esse resultado foi semelhante com o estudo realizado por Felix-Silva (2014) e
Maiorano (2005), que testaram o extrato de Jatropha gossypiifolia ¢ Mikania glomerata,

respectivamente, contra a agdo da peconha do género Bothrops, ndo encontrando inibi¢do
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significativa da atividade fosfolipasica para o veneno avaliado, por essa metodologia, o que
ndo descaracteriza a importancia desses extratos como antiofidicos, visto que ha outras
atividades que podem ser neutralizadas. Outros métodos podem ser realizados para verificar a

neutralizagdo da atividade fosfolipasica.

Figura 4. Avaliacao da inibicao da atividade fosfolipasica. a) Extrato hidroalcoolico de T.
pamadora. b) Extrato hidroalcooolico de A. congestiflora. c) Extrato etanélico bruto de C.
quercifolius. d) Extrato aquoso nebulizado de A. congestiflora.
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Os valores representam média + E.P.M. (n=3). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o grupo
controle no teste ANOVA seguido por teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.

3.4 Avaliacao da inibicao da atividade hialuronidasica

O EHA-AC foi capaz de inibir de forma eficiente a atividade hialuronidasica do

veneno de B. erythromelas, promovendo uma inibi¢do total desta atividade a partir da
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concentragdo de 1:25 (veneno:extrato m/m) (Figura 5a). Esse resultado corrobora com estudos
realizados com outras espécies, como a Jatropha gossypiifolia, que inibiu 100% a atividade
do veneno de B. erythromelas (FELIX-SILVA et al., 2017) e Euphorbia hirta, inibindo 93%
da atividade do veneno de Naja naja (GOPI, 2016).

O EEB-TP mostrou inibicao de até 91% da atividade hialuronidasica do veneno, na
maior concentracdo testada (Figura 5b). Ambos os extratos mostraram uma taxa de inibigao
relevante. E provavel que estes possam ser utilizados como fonte de produtos capazes de
diminuir o dano local causado pelos envenenamentos botropicos, visto que em estudos
experimentais, a neutralizacdo da hialuronidase por extratos vegetais inibiu o dano tecidual,
retardando a difusdo e os efeitos letais da peconha (BORDON, 2012; GIRISH et al., 2004).

Estudos fitoquimicos por Pinto et al. (2017) revelaram a presenca de terpenos e
alcaloides no extrato EHA-AC, enquanto que o estudo fitoquimico de EEB-TP realizado pelo
Laboratorio de Fitoquimica da UEPB revelaram a presenca de alcaloides e flavonoides. Esses
componentes foram reportados por Girish et al. (2009) como inibidores de hialuronidase, o
que pode explicar essa 6tima taxa de inibi¢ao da atividade.

A hialuronidase ¢ uma enzima amplamente distribuida em venenos de serpentes, sendo
crucial na difusdo das toxinas, potencializando a toxicidade dos venenos. Isso ocorre porque a
hialuronidase catalisa a hidrolise do tecido conjuntivo e degradacdo do &cido hialurdnico,
componente da matriz extracelular, (GIRISH et al., 2002; MARQUES JUNIOR, 2014), o que
deflagra o dano local. Assim, a inibicdo desta enzima ¢ um fator chave no tratamento do
envenenamento ofidico, podendo reduzir a velocidade de difusdo das toxinas e diminuir o
dano tecidual (BORDON, 2012; GIRISH et al., 2004).

O EAN-AC (Figura 5c) e o EEB-CQ (Figura 5d) ndo apresentaram atividade inibitoria
do veneno sobre a hialuronidase em nenhuma das concentracdes testadas. Apesar de ser
possivel observar uma diminuigdo visual na concentragdo de 1:1 (figura 5d) do teste com
EEB-CQ, o extrato ndo foi completamente diluido, restando pequenos fragmentos que
interferiram na leitura da turbidez, resultando em falsos positivos e muita divergéncia entre as

concentragoes, sendo entao esse resultado desconsiderado.
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Figura 5. Avaliacao da atividade hialuronidasica. a) Extrato hidroalcoolico de A.
congestiflora. b) Extrato hidroalcoolico de T. palmadora. c) Extrato aquoso nebulizado de A.
congestiflora. d) Extrato etanolico bruto de C. quercifolius.
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Os valores representam média = E.P.M. (n=3). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o grupo
controle no teste ANOVA seguido por teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.

A importancia do estudo dos extratos vegetais da-se por seu uso na medicina
tradicional ser indicado para diversos fins, e multiplos estudos farmacoldgicos confirmam os
efeitos biologicos atribuidos popularmente a essas plantas. A importancia médica das plantas
tem originado varios estudos etnofarmacoldgicos e experimentais que resultaram na
descoberta de muitas propriedades vegetais interessantes. Assim, a busca por novos
compostos que possam ser utilizados como suplemento a soroterapia antiofidica torna-se
fundamental (MENDES et al., 2008; MOSCA, 2009; SOARES et al., 2005; VALE et al.,
2011).

A serpente B. erythromelas possui ampla importancia médica na regido Nordeste, por

ser responsavel pela maioria dos envenenamentos ofidicos. Seu veneno nao esta incluso no
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pool de venenos usados na fabrica¢do do soro antiofidico, o que leva a uma ineficiéncia na
neutralizagdo de algumas atividades desencadeadas pelas toxinas desse veneno. A busca por
novas alternativas para diminuir ou retardar efeitos causados por sua pegonha vem mostrando
resultados positivos com diversas espécies vegetais, como a Jatropha mollissima (GOMES,
2015) e J. gossypiifolia (FELIX-SILVA et al, 2017).

Embora o mecanismo de acdo dos extratos testados ainda seja desconhecido, pode-se
pressupor que as propriedades de neutralizacdo ocorrem pela associagcao de seus componentes
com toxinas do veneno (MENDES, 2008). E importante destacar que além dos testes in vitro
de neutralizagdo das diversas atividades do veneno de B. erythromelas, faz-se necessario
avalia-los frente a outras atividades biologicas, sendo importante a realizagao de testes /in vivo,

para que a propriedade antiofidica possa ser assegurada.

4 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu concluir, a partir da analise de inibi¢ao das atividades da
peconha, que o extrato de Cnidoscolus quercifolius foi capaz de neutralizar cerca de 32% da
atividade proteolitica de Bothrops erythromelas. A espécie Tacinga palmadora potencializou
a atividade proteolitica, entretanto inibiu 91% da atividade hialuronidéasica e 10% da atividade
fosfolipasica. O extrato hidroalcodlico de Apodanthera congestiflora, inibiu 100% da
atividade hialuronidasica, enquanto que seu extrato aquoso nebulizado ndo inibiu nenhuma
atividade testada.

A complementagdo do soro antiofidico com antitoxinas naturais, advindas de extratos
de plantas antiofidicas, como antitoxinas que inibam as atividades proteolitica,
hialuronidasica e fosfolipasica, pode aumentar a capacidade do soro antiveneno em
neutralizar toxinas ofidicas e melhorar o tratamento no envenenamento botropico.

Testes in vivo, como atividade edematogénica, hemorragica, inflamatoria e miotoxica
poderdo ser feitos posteriormente para confirmar as atividades inibitorias dos testes que foram
realizados /n vitro no presente estudo, além de outras metodologias /in vitro que podem ser
aplicadas ao estudo do potencial antiofidico destes extratos. Estudos posteriores podem
utilizar diferentes fracdes dos extratos, moléculas isoladas, outras partes das plantas, para
verificar possiveis diferencas, visto a diversidade de metabolitos secundarios que ocorrem em

diferentes proporgdes frente as diversas partes da planta.
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EVALUATION OF VEGETABLE PRODUCTS IN THE INHIBITION OF THE
ACTIVITIES INDUCED BY Bothrops erythromelas Amaral (1993) VENOM

Betsy Dantas de Medeiros'

ABSTRACT

Snakebites represent a serious public health problem. In Brazil, Bothrops snakes are
responsible for 90% of snakebites, and B. erythromelas is responsible for the largest number
of the cases in the Northeast of Brazil. The bothropic venom induces multiple local and
systemic effects, characterized by pain, edema, tissue necrosis, hemorrhage and coagulopathy.
The antiophidic serum is the conventional antivenom used, which effectively neutralizes the
systemic effects, but not the local effects. In this context, is relevant the search of
complementary alternatives to serum therapy. The present study aimed to evaluate the
antiophidic potentials of the extracts of the species Apodanthera congestiflora, Cnidoscolus
quercifolius and Tacinga palmadora against Bothrops erythromelas venom. In vitro assays
using Ouchterlony double immunodiffusion assay and turbidimetry assay method with 96
well microplate readings were performed to evaluate the inhibition of hyaluronidase,
fosfolipase A2 and proteolytic activities, importants in the bothropic envenomation in 1:1,
1:10, 1:50 and 1:100 proportions (venom: extract). The results demonstrated a inhibition of
32.73% of proteolytic activity at the ratio of 1:50 (venom:extract) for C. quercifolius,
inhibition of 100% and 91% of hyaluronidase activity for A. congestiflora and T. palmadora,
respectively, and 10% inhibition of phospholipase A2 activity for T. palmadora. In view of
the results, it can be sources of bioactive molecules with antiophidic activities against B.
erythromelas venom and which may help in the treatment of local effects deflagrated by the
bothropic envenomation.

Keywords: Antiophidic plants. Bothropic venom. Biological activity. Jararaca-da-seca.
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