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RESUMO

Inibicao dos efeitos locais do veneno de Bothrops pauloensis por alcalbides esteroidais de
Solanum campaniforme Roem. & Schult. (Solanaceae). Roberta Jeane Bezerra Jorge e
Helena Serra Azul Monteiro. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade
Federal do Ceara, Fortaleza, Brasil, 2011.

Envenenamentos por serpentes sdo um importante problema de saude muito difundido em
paises tropicais. Entre as espécies mais perigosas da América do Sul encontra-se 0 género
Bothrops. Acidentes ofidicos causados por espécies Bothrops podem desenvolver
rapidamente dano tecidual local grave, incluindo edema, hemorragia, mionecrose, ulceragéo
de pele e dor. A soroterapia tradicional tem eficacia limitada contra esses efeitos. Compostos
naturais isolados de plantas, principalmente a partir de espécies usadas na medicina popular
para tratar envenenamentos de serpente, podem ser uma boa alternativa para encontrar novos
compostos para melhorar o tratamento do envenenamento e minimizar as sequelas das
vitimas. Atividade antiofidica dos novos alcaldides esteroidais: 1 -22,23-epoxi-solanida-1,4,9-
trien-3-ona (1), 2-22,23-epoxi-solanida-1,4-dien-3-ona (2) 3-3,9-dihidroxi-22,23-epoxi-9-10-
secosolanida-1,3,5(10)-trieno (3) isolados das folhas de Solanum campaniforme foram
testados através da inibicdo da atividade fosfolipasica, atividade proteolitica, miotoxicidade,
hemorragia e necrose induzidas pelo veneno de Bothrops pauloensis. Os trés compostos
foram capazes de inibir completamente a liberacdo de creatina quinase de masculos estriados
esqueléticos e minimizar as altera¢fes histoldgicas sem inibir a atividade fosfolipasica A, do
veneno total de B. pauloensis. A inibicdo da miotoxicidade parece ser independente da
atividade catalitica de fosfolipase (PLA,) e pode estar relacionada a inibi¢do da PLA, Lys 49,
enzimaticamente inativas, e / ou uma acao indireta sobre metaloproteinases. Houve também, a
inibicdo da atividade proteolitica do veneno em diferentes substratos com os trés alcaloides A
hemorragia, bem como a necrose de pele, ambas induzidas por metaloproteases presentes no
veneno, foram reduzidas na presenca dos alcaldides 1 e 2, mas ndo com o alcaléide 3. A
inibicdo das atividades proteoliticas e a reducdo dos efeitos hemorragicos e necrosantes
induzidas pelo vBp, principalmente atribuidos aos alcal6ides 1 e 2, podem estar associadas
com a interagdo destes compostos com as metaloproteases presentes no veneno e/ou com ions
metalicos bivalentes necessarios para sua acao.

Palavras-chave: Alcaldides de Solanaceas; Bothrops; Necrose; Hemorragia.



ABSTRACT

Inhibition of the local effects of Bothrops pauloensis by steroidal alkaloids from Solanum
campaniforme Roem. & Schult. (Solanaceae). Roberta Jeane Bezerra Jorge and Helena
Serra Azul Monteiro. Departament of Phisiology and Pharmacology, Federal University of

Ceara, Fortaleza, Brazil, 2011.

Snake envenoming is an important health problem widespread in tropical countries. Among
the most dangerous species in South America is the Bothrops genus. Snakebites accidents
caused by Bothrops species quickly develop severe local tissue damage, including swelling,
hemorrhage, myonecrosis, skin ulceration and pain. The traditional serum therapy has limited
effectiveness against these effects. Natural compounds isolated from plants, mainly from
species used in folk medicine to treat snakebite, are a good choice to find new lead
compounds to improve the snakebite treatment and minimize the sequelae of the victims.
Antiophidic activity of the new steroidal alkaloids: 22-epoxy-solanide-1,4,9-trien-3-one (1),
22-epoxy-solanide-1,4-dien-3-one (2) and 3,9-dihydroxy-22,23-epoxy-9,10-secosolanida-
1,3,5(10)-triene (3) isolated from leaves of Solanum campaniforme was tested through
inhibition of phospholipasic activity, proteolytic activity, myotoxicity, hemorrhage and
necrosis induced by Bothrops pauloensis venom. The three compounds were able to complete
inhibit the creatine kinase release from skeletal muscles and minimize the histological
changes, without inhibiting the phospholipasic A2 activity of whole venom. The inhibition of
myotoxicity appears to be independent of catalytic activity of phospholipase A2 (PLA2) and
may be related to inhibition of PLA2 Lys 49, enzymatically inactive, and / or an indirect
action on metalloproteinases. There was also, the inhibition of proteolytic activity of the
venom on different substrates with three alkaloids. Hemorrhage as well as skin necrosis, both
induced by metalloproteases present in the venom, were reduced in the presence of alkaloids 1
and 2 , but not with the alkaloid 3. Inhibition of proteolytic activities and the reduction of
hemorrhagic and necrotizing effects induced by vBp, mainly attributed to the alkaloids 1 and
2, may be associated with the interaction of these compounds with the metalloproteases
present in the venom and / or divalent metal ions required for their action.

Keywords: Solanaceous Alkaloids; Bothrops; Necrosis; Hemorrhage.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos sdo um problema de saide publica em regies tropicais no
mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento da América do Sul, Africa e Asia,
sendo importante causa de morbidade e mortalidade e incluidos pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) na lista de doencas negligenciadas (HARRISON et al., 2009).

Podem ocasionar sérios problemas & saude humana, pois 50 a 75% dos 5 milhdes de
acidentes registrados no mundo por ano, requer tratamento para prevenir a morte, amputacoes
ou sequelas permanentes (OPAS, 2007). Ocasionando 50.000 mortes anuais especialmente
nas areas rurais de paises tropicais (MOHAPATRA et al., 2011).

No Brasil, ocorrem quatro géneros de serpentes venenosas, com dezenas de
subespécies reconhecidas. Os géneros Bothrops (jararacas) e Micrurus (corais) podem ser
encontrados em todo o territdrio nacional, enquanto o género Crotalus (cascavéis) se distribui
preferencialmente pelo Sudeste e Sul e as Lachesis (surucucus), na regido Amazonica e de
Mata Atlantica (BERNILS, 2009).

Apesar das falhas de notificagcdo, o Sistema Nacional de Notificacdo de Agravos
(SINAN) do Ministério da Saude calcula que em 2010 ocorreram 29.635 casos de acidentes
ofidicos, com uma incidéncia de 15,5/100.000 habitantes, tendo ocasionado 146 6bitos no
pais (BRASIL, 2011). A grande maioria destes acidentes é provocada por espécies do género
Bothrops (90,5%), seguido pelo género Crotalus (7,7%), Lachesis (1,4%) e, por fim, as
espécies do género Micrurus, responsaveis por 0,4% dos acidentes notificados (BRASIL,
2001; FRANCA, 2003).

As serpentes do género Bothrops (familia Viperidae, subfamilia Crotalinae) sdo
encontradas na América Central e América do Sul, totalizando 28 espécies (BERNILS, 2009).
Os venenos botropicos possuem diversas atividades toxicas, entre elas destacam-se a
atividade hemorragica, proteolitica, coagulante, miotoxica, edematogénica, trombocitopénica
e necrosante. As manifestacdes clinicas podem ser locais e sistémicas (GUTIERREZ et al.,
2009a; 2009b).

A imunoterapia antiveneno é o Unico tratamento especifico contra o envenenamento
por serpentes, sendo eficaz principalmente contra as alteragdes sistémicas se administrado em
tempo habil. Todos os anos milhares de pessoas em regides tropicais sdo envenenadas, com
significativa mortalidade ou morbidade grave ao longo da vida. Infelizmente, o fornecimento

de soro antiveneno em muitos paises tropicais tem sido extremamente baixo ao longo dos
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anos e as tragicas consequéncias humanitarias e econémicas do tratamento dos
envenenamentos representam sérios problemas sobre as comunidades afetadas (BROWN &;
LANDON, 2010).

Embora a soroterapia seja em geral, clinicamente eficaz no envenenamento sistémico,
existem diversos efeitos adversos do soro antibotrépico, como choque anafilético, reacdo
pirogénica e a doenca do soro. Além disso, sua eficacia é limitada contra os efeitos do
envenenamento local que se desenvolvem rapidamente ap6s uma mordida, como a dor
intensa, edema, hemorragia localizada, e necrose, que muitas vezes resultam em cicatrizes e
deformidades permanentes (GOMES et al., 2010).

O uso de plantas medicinais tem sido uma pratica eleita ao longo da histéria humana,
cujo conhecimento, reunidos através da experiéncia de muitas geracdes, representa milénios
de sabedoria popular, desde os tempos em que a Unica disponibilidade de recursos medicinais
foi obtida a partir do reino vegetal (SOARES et al, 2005). Ainda hoje, indigenas e
determinadas comunidades locais utilizam ervas medicinais para curar uma variedade de

doencas, incluindo os acidentes ofidicos (GOMES et al, 2010).

Solanum é reconhecido como o maior e 0 mais complexo género da familia
Solanaceae, que inclui vérias espécies de interesse medicinal e econémico (WINK, 2003).
Plantas do género Solanum produzem uma grande variedade de compostos bioativos, sendo
os alcaldides esteroidais e glicoalcaldides os mais caracteristicos (NINO et al., 2009). Muitas
destas sao popularmente conhecidas como “jurubebas”, as quais sdo largamente utilizadas na
medicina popular, especialmente no tratamento de doencas da pele ou doengas relacionadas
ao figado e bago (MATOS, 1999; LORENZI & MATQS, 2008), também como diureético,
antiinflamatério, calmante, antiespasmadico e antiepilético, além de terem sido relatadas para
o tratamento antiofidico (CHIFUNDERA et al., 1998; LOC & KIET, 2011).

Em vista do exposto, faz-se necessaria a busca de agentes alternativos neutralizantes
de fontes naturais, bem como de compostos sintéticos, que possam vir a se tornar ferramentas
terapéuticas importantes para complementar e melhorar as a¢fes da soroterapia convencional,
principalmente frente as alterac6es locais promovidas pelo envenenamento por serpentes do

género Bothrops.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Venenos botropicos: constituintes, atividades toxicas e farmacoldgicas

Venenos de serpentes sdo uma mistura complexa de enzimas, glicoproteinas
complexas, polipeptidios e componentes ndo-protéicos sintetizados e armazenados em pares
de glandulas altamente especializadas, ligadas as presas por dutos. Os componentes dos
venenos permitem que as serpentes possam confinar, imobilizar e digerir suas presas, além de
ser um mecanismo de defesa contra predadores (MACKESSY & BAXTER, 2006; CALVETE
et al., 2009; ESPINO-SOLIS et al., 2009).

Apbs a inoculagdo, essa mistura de componentes mostra uma rica variedade de acdes
bioldgicas, agindo como toxinas e atacando varios sistemas fisioldgicos, levando muitas vezes
a morte e debilitacdo da presa ou vitima. As toxinas de serpentes em sua maioria exibem suas
atividades farmacoldgicas por conta prdpria. No entanto, algumas proteinas formam
complexos, covalentes ou ndo covalentes, com outras proteinas para exibir atividade
farmacoldgica mais potente. Estas interacdes sinérgicas entre as proteinas do veneno
aumentam sua poténcia letal (DOLEY & KINI, 2009).

Estudos nas Gltimas duas décadas tém demonstrado que as toxinas dos venenos das
serpentes pertencem a superfamilias de proteinas enzimaticas e ndo-enzimaticas. As proteinas
dentro de cada familia compartilham semelhancas notaveis em suas estruturas primarias,
secundarias e tercidrias, mas podem diferir entre si em seus efeitos farmacoldgicos
(ANGULO & LOMONTE, 2009; KANG, 2011).

Cerca de 90 a 95% do peso seco dos venenos ofidicos tém propriedade protéica, e sdo
essas proteinas as responsaveis por quase a totalidade dos efeitos bioldgicos encontrados
(BJARNASON & FOX, 1994; KOH, 2006). Em menor proporcéo, a fragdo ndo-protéica dos
venenos é composta de substancias inorganicas, tais como, calcio, cobre, ferro, potassio,
magnésio, manganés, sodio, fosforo, colbato e zinco, estando alguns destes componentes
relacionados a mecanismos cataliticos de certos componentes enzimaticos presentes no
veneno. Outros componentes incluem, substancias organicas como aminoacidos livres,
pequenos peptideos, carboidratos, fosfolipideos e aminas biogénicas (MARKLAND, 1998;
WARREL, 2010).

Sao componentes da fracdo proteica dos venenos botropicos as proteinas enzimaticas;
Fosfolipase A,, metaloproteases, serino proteases, L-amino &cido oxidase (LAAO),

nucleotidase e fosfodiesterase e as proteinas ndo-enzimaticas; miotoxinas sem atividade de
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fosfolipase, lectinas tipo C, desintegrinas, fatores de crescimento e proteinas secretorias ricas
em cisteinas (ESPINO-SOLIS et al., 2009; CALKOSINSKI et al., 2010; KANG, 2011).

A superfamilia da Fosfolipases A, (PLA;) é composta de muitos grupos diferentes de
enzimas que atuam na hidrélise de fosfolipideos de membrana especificamente na ligacéo 2-
acil éster em uma variedade de fosfolipideos, resultando na geragdo de mediadores lipidicos e
segundos mensageiros que desempenham fungfes importantes na regulacdo das atividades
celulares (KINI, 2003; BURKE & DENNIS, 2009).

Encontram-se amplamente distribuidas em tecidos de mamiferos, microorganismos e
venenos de répteis e artropodes. Os venenos das serpentes sdo abundantes em PLA,, além de
desempenhar um papel digestivo na hidrolise de fosfolipideos, podem também exercer uma
grande variedade de atividades farmacologicas e/ou toxicas como neurotoxicidade,
miotoxicidade, cardiotoxicidade, hemorragica, hemolitica, edema, efeitos pro-coagulantes e
anticoagulantes (SOARES & GIGLIO, 2003; SCHALOSKE & DENNIS, 2006;
MONTECUCCO et al., 2008).

Venenos de Bothrops sdo ricos em fosfolipases (PLA;) acidas e basicas com Asp ou
Lys na posicao 49 no seu sitio ativo, ambas podem ser encontradas em proporcdes variaveis,
dependendo da espécie (FERNANDEZ et al., 2010). PLA, Asp49, sdo assim denominadas
por possuirem um residuo de aspartato na posicdo 49, estas exibem atividade catalitica. As
PLA, Lys49 (PLA, homdlogas), mostram um residuo de lisina na posicdo 49 e ndo exibem
atividade catalitica. As PLA;, enzimaticamente ativas requerem célcio para a estabilizacdo da
conformacao catalitica do sitio ligante de célcio, e o residuo de Asp na posicao 49 é essencial
para a ligacdo do célcio a proteina, sendo importantes para sua acdo de hidrdlise dos
fosfolipideos de membrana (LOMONTE et al., 2009).

As isoformas bésicas parecem ter adquirido a maior toxicidade, especialmente no
caso das enzimas com atividades neurotoxica e miotoxica (FERNANDEZ et al., 2010;
CARDOSO et al., 2010). Todas PLA; acidas purificadas de venenos de serpentes da familia
Viperidae, até 0 momento, apresentam um residuo Asp na posicao 49. Estas isoformas 4cidas
geralmente tém uma maior atividade catalitica do que as PLA,s béasicas Asp49, sobre o0s
substratos convencionais testados in vitro (SANTOS-FILHO et al., 2008). Apesar disso,
muitas PLA,s acidas ndo séo letais ou mostram uma fraca poténcia letal em animais
experimentais (ARAUJO et al., DANIELE et al., 1995; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002).
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As PLA,s &cidas de venenos de serpentes do género Bothrops tém sido pouco
exploradas e ainda ndo estdo claramente caracterizadas. Em geral, quando PLA; &acidas
apresentam atividade miotdxica, esta atividade € reduzida, tanto in vivo quanto in vitro, em

comparacdo com outras PLA; basicas, altamente miotoxicas (SANTOS-FILHO et al., 2008).

As PLA, bésicas tém sido comumente referidas como PLA; miotoxicas, por
mostrarem dano local no musculo esquelético com drésticas alteracbes degenerativas e
mionecroticas dentro de poucos minutos apds sua injecdo intramuscular em animais
experimentais (GUTIERREZ & LOMONTE, 2003).

A neutralizacdo seletiva de PLA, bésicas pelo uso de anticorpos especificos, quase
anula a lesdo muscular induzida pelo veneno total de B. asper, indicando que estas toxinas séo
0s principais componentes responsaveis pela acdo miotoxica do veneno nesta espécie
(ANGULO & LOMONTE, 2009).

Quando administrados por via endovenosa, as miotoxinas PLA; Lys 49 ndo aumentam
o0s niveis plasmaticos de creatina quinase (CK), uma enzima marcadora de dano muscular
esquelético, em contraste com o aumento rapido desses niveis quando injetadas localmente,
indicando que elas agem induzindo lesées musculares locais de inicio rapido (GUTIERREZ
& OWNBY, 2003; GUTIERREZ et al, 2008).

Agrupamentos de residuos carregados positivamente (hidrofébicos) encontrados na
superficie de vérias proteinas e peptideos podem interagir com membranas bioldgicas para
formar estruturas com capacidade para penetrar na bicamada lipidica. Nas PLA; Lys49, a alca
C-terminal apresenta alto conteddo de residuos carregados positivamente (CINTRA-
FRANCISCHINELLI et al., 2010; MONTECUCCO et al., 2009).

LAAO sdo flavoenzimas diméricas, glicosiladas, que catalisam a desaminacgdo
oxidativa estereoespecifica de uma vasta gama de L-aminoacidos, para formar alfa-
cetoacidos, peroxido de hidrogénio e amonia. O peroxido de hidrogénio parece estar
relacionado a toxicidade do veneno (RODRIGUES et al., 2009; NAUMANN et al., 2011).

Este grupo de enzimas é responsavel pela cor amarela do veneno liofilizado (KANG, 2011).

Os efeitos bioldgicos destas enzimas durante o envenenamento ainda ndo estdo
claramente compreendidos. No entanto, estudos in vitro mostram que elas exibem diversas
atividades como pro-apoptose, inibicdo da agregacdo plaquetaria e disturbios da hemostasia
(DOLEY & KINI, 2009; RODRIGUES et al., 2009; NAUMANN et al., 2011).
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As serinoproteases e metaloproteases sdo complexos da protease que afetam a cascata
de coagulacdo sanguinea e ajudam na digestdo das presas, promovendo assim danos teciduais.
Embora a maioria delas sejam farmacologicamente ativas por si sO, algumas requerem co-
fatores (Zn #*, Ca 2*, fosfolipideos) para exercerem uma atividade ideal (DOLEY & KINI,
2009). Algumas proteases exercem atividade na liberacdo de cininas que podem contribuir
para dor local, vasodilatagéo e hipotenséao sisttmica (CARDOSO et al., 2010).

As desintegrinas sdo um grupo ndo-enzimatico de moléculas pequenas que se ligam
seletivamente a moléculas de integrinas. Possuem dominios ricos em cisteina e lectinas tipo-
C, geralmente conjugadas a metaloproteases. Dominios ricos em cisteina sdo capazes de
aumentar o rolamento de leucdcitos na microcirculacdo e inibir a agregacdo plaquetéria
induzida pelo colageno, contribuindo para os efeitos hemorragicos. Proteinas com dominios
de lectinas tipo C, interagem com receptores destas em plaguetas e estdo envolvidas na
inducdo de disturbios da coagulacdo como atividades hemaglutinantes, agregacdo plaquetéria
e inibicéo da atividade da trombina (CALVETE et al., 2005).

2.2 Bothrops pauloensis

A serpente de Bothrops pauloensis (Figura 1) conhecida popularmente como jararaca-
pintada pode ser encontrada em todo territorio brasileiro, principalmente em zonas rurais e
periféricas de grandes cidades das regides Sul e Sudeste, preferindo ambientes imidos como
matas e areas cultivadas, além de locais onde haja facilidade para proliferacdo de roedores
(OLIVEIRA et al., 2009).

Bothrops pauloensis foi descrita primeiramente por Amaral (1925) como Bothrops
neuwiedi pauloensis como uma das 12 subespécies de B. neuwiedi. (RODRIGUES et al.,
2009). Apds uma revisao sistematica do complexo B. neuwiedi, as 12 subespécies deste
complexo, resultaram em sete subespecies distintas e aceitas pela Sociedade Brasileira de
Herpetologia (BERNILS, 2010). Um (ltimo estudo realizado por Fenwick et al., (2009)
baseados em caracteristicas morfoldgicas e moleculares evidenciadas por informagdes
filogenéticas, classificaram a B. pauloensis e outras nove espécies do género, como

Bothropoides pauloensis.

O veneno de Bothrops pauloensis (B. pauloensis), de acordo com 0S compostos
isolados até o momento, tem mostrado uma variedade de fosfolipases, principalmente
miotdxicas: BnSP-6 e BnSP-7 (PLA; miotoxica Lys49), Bp-PLA, (PLA; &cida miotoxica
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Asp49), BnpTX-I e BnpTX-Il (PLA; basicas miotoxicas Asp49) e Bp-12 (PLA; Lys49), além
de outras fracbes como Bp-LAAO (LAAO), BpSP-I (serinoprotease trombina-like) e

neuwiedase (metaloprotease).

Rodrigues e colaboradores, (1998) isolaram e caracterizaram as PLA, mitdxicas
BnSP-6 e BnSP-7, mostrando alta similaridade com miotoxinas Lys49 de outros venenos
botrépicos. A BnSP-7 apresentou atividades anticoagulante, mionecrosante e edematogénica
(RODRIGUES et al., 1998), bactericida (contra Escherichia coli), bloqueio de contracéo
neuromuscular, ruptura de lipossomas calcio independentes (SOARES et al., 2000), dano
tecidual local e regeneracdo tardia, com aumento da producdo/liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, além do aumento da expressao de metaloproteinases de matriz do tipo 2 e 9
(OLIVEIRA et al., 2009).

BnpTX-I mostrou efeitos neurotdxicos e bactericida (contra E. coli), além de
apresentar atividades anticoagulante, mionecrosante, edematogénica, citotdxica contra
mioblastos/miotdbulos, comuns também para a toxina BnpTX-1l (RODRIGUES et al., 2004).
Em um estudo anterior Borja-Oliveira e colaboradores (2003) haviam mostrado com o veneno

total de B. pauloensis um efeito neurotéxico com acgéo pré-sinaptica.

A Bp-12, PLA; enzimaticamente inativa, apresentou alta homologia com outras
fosfolipases de venenos botrépicos contendo lisina na posicdo 49, e foi responsavel tanto
diretamente quanto indiretamente, pelo bloqueio na juncdo neuromuscular em preparagédo de
nervo frénico-diafragma (RANDAZZO-MOURA et al., 2008).

Inducdo de agregacdo plaquetaria, atividade hemolitica, edema intenso, miotoxicidade
com abundante infiltrado leucocitario e dano muscular apds 24 horas de injecdo, foram

reportadas para a fracdo enzimaticamente ativa Bp PLA, (Rodrigues et al., 2007).

A Bp-LAAO, isolada por Rodrigues e colaboradores (2009) exibiu atividades
antitumoral contra as linhagens de cancer de mama (SKBR-3), células leucémicas T agudas
(Jurkat) e tumor ascitico de Erlich (ETA), bactericida diante das cepas de E. coli (gram
negativa) e Staphylococcus aureus (gram positiva) e leishmanicida frente Leshimania ssp (L.

amazonensis, L. donovani, L. braziliensis, L. major) com efeitos dose - dependentes.

Uma alta atividade coagulante e calicreina — simile, foram mostradas para a BpSP-I.
Em contrapartida, esta serinoprotease trombina — simile ndo apresentou atividade
hemorragica e miotdxica, apenas edema moderado em doses mais elevadas (COSTA et al.,
2009).
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A neuwiedase, caracterizada bioquimicamente por Rodrigues e colaboradores (2000),
mostrou alteracBes hematoldgicas (aumento ou reducdo de elementos figurados do sangue
periférico) e hemostaticas (fibrinogendlise e atividade coagulante), hemorragia pulmonar na
presenca de altas doses desta fracdo e auséncia de alteracOes teciduais locais apos
envenenamento sistémico (1ZIDORO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2001).

Figura 1. Macho de Bothrops pauloensis sobre a fémea durante a corte
Fonte: http://www.incttox.com.br/destaque/ciclo-reprodutivo-das-serpentes-fase-i/



http://www.incttox.com.br/destaque/ciclo-reprodutivo-das-serpentes-fase-i/
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2.3 Efeitos do envenenamento botrdpico e a soroterapia tradicional

A peconha botropica € extremamente complexa e compreende uma variedade de
substancias farmacologicamente ativas que atuam sinergicamente na inducdo das alteracfes
fisiopatologicas decorrentes do envenenamento, responsaveis pelo desenvolvimento de lesdes
locais e sistémicas, e alteracBes no local do acidente que se desenvolvem rapidamente apos o
envenenamento (GOMES et al., 2010).

Os efeitos locais frequentemente incluem dor, edema, hemorragia local e inflamacéo.
Este quadro clinico na maioria das vezes evolui resultando em necrose tecidual (GUTIERREZ
& LOMONTE, 1995). Efeitos sistémicos resultam em coagulopatia, hipotenséo arterial,
alteracdes hemodinamicas, hemdlise intravascular, dano agudo do miocardio, edema
pulmonar, insuficiéncia renal aguda, faléncia de multiplos 6rgaos e hemorragias distantes dos
locais da picada, tais como hemorragia gengival, macrohematuria, hemorragia uterina e
gastrintestinal (KAMIGUTI et al.,1996; WARRELL, 2005).

Uma das complicacBes que traz grande preocupacdo nos acidentes ofidicos sdo as
alteracdes renais, como glomerulonefrite aguda, necrose tubular aguda e insuficiéncia renal
aguda (IRA), esta Gltima relacionada aos casos de letalidade pelo envenamento (SITPRIJA,
2008). A patogénese da IRA ainda ndo esta completamente elucidada. No entanto, sabe-se
que as lesdes renais podem ser produzidas pela acdo isolada ou combinada de diferentes
mecanismos isquémicos e/ou nefrotoxicos desencadeados pelas atividades bioldgicas dos
venenos no organismo (PINHO et al., 2000; GRISOTTO et al., 2006; DE SOUZA et al.,
2008). Estudos com rim isolado demonstraram que, 0s venenos de diferentes espécies de
Bothrops alteram os pardmetros da funcdo renal (HAVT et al., 2001; BARBOSA et al., 2002;
MARTINS et al., 2005).

No entanto, a leséo tecidual local € um dos grandes problemas apds envenenamentos
por serpentes do género Bothrops (Figura 2). A magnitude destes efeitos depende do tipo de
peconha, da quantidade injetada e do hospedeiro. Em muitos casos, 0 dano tecidual é t&o
intenso que leva a severas consequéncias como degeneragdo vascular e isquemia, as quais
podem culminar com a amputacdo do membro afetado (NISHIOKA et al. 1992; WARRELL,
2010).
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Figura 2. AlteracGes locais promovidas por acidentes com Bothrops. A: Edema, sangramento
e equimose em mao esquerda (OLIVEIRA, 2008); B: Sangramento eritematoso e edema no
tornozelo direito (OROPEZA et al., 2000); C: Equimose, bolhas e edema em peé direito; D:
necrose tecidual grave em perna direita (WHO, 2007).

Mionecrose e hemorragia induzidas por venenos de Bothrops sdo provavelmente
devido, principalmente, a acdo direta de toxinas nas células musculares e microvasos,
respectivamente. Por outro lado, o edema depende da direta agcdo dos componentes do veneno
na microvasculatura, bem como sobre a liberagcdo de um nimero de mediadores inflamatorios
nos tecidos, tais como eicosandides, aminas vasoativas, citocinas entre outros (TEIXEIRA et
al., 2009).

Mesmo tendo sido feito avangos importantes para o entendimento da patogénese da

hemorragia e mionecrose no envenenamento por Bothrops, o estudo das alteragdes
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patoldgicas induzidas por estes venenos na lesdo tecidual local tem recebido pouca atencdo,
apesar de sua relevancia clinica (JIMENEZ et al., 2008).

O tratamento eficaz para envenenamento botrépico sistémico € a administracao
intravenosa de soro antibotropico, e em alguns casos, de antiveneno botrépico-crotalico
(CORREA-NETTO et al., 2010). Os antivenenos sao preparados por hiperimunizagdo de
animais, principalmente cavalos e ovelhas (ESPINO-SOLIS et al., 2009). A soroterapia
neutraliza de forma eficiente os efeitos toxicos sistémicos, impedindo muitas vezes vitimas
fatais. Administracdo imediata de antiveneno adequado para pacientes sistemicamente
envenenados melhora a taxa de recuperacdo da coagulapatia em diversos estudos de pacientes
envenenados por Bothrops em paises sul-americanos e asiaticos (CARDOSO et al, 1993;.
CARON et al, 2009).

No entanto, 0s antivenenos apresentam desvantagens, tais como: induzir reacdes
adversas, variando de leves a graves, e ser ineficaz na neutralizagdo do dano tecidual local
(GUTIERREZ et al., 2009c). As reacbes adversas podem variar em 37 a 87% dos casos
(CARDOSO et al., 1993; CRUZ et al., 2009) e podem incluir reac6es anafilaticas leves com
nauseas, vomitos e urticaria e efeitos mais graves como angioedema, broncoespasmo e
hipotensdo (BROWN & LANDON, 2010; CARDOSO et al, 1993; CARON et al., 2009), que
ndo podem ser previstos por meio de testes de sensibilidade (FAN et al., 1999;
PREMAWARDHENA et al.,1999). A maioria dessas reacdes pode ser devido a acdo de altas
concentracdes de proteinas presentes em imunoglobulinas hiperimunes disponiveis no
antiveneno (GOMES et al., 2010).

Além da administracdo do antiveneno, o tratamento também pode incluir uma série de
intervencdes adicionais, tais como a manutencdo do liquido corporal, equilibrio de eletrolitos
e bom fluxo urinério; além de administracdo do toxdide tetanico, dialise, alcalinizacdo
precoce da urina por bicarbonato de sbédio em pacientes com mioglobindria ou
hemoglobindria; antibidticos em caso de desenvolvimento de infeccdo local e intervengdes

cirurgicas no debridamento do tecido necrosado (CRUZ et al., 2009).

Outros problemas sdo a baixa disponibilidade do tratamento em areas distantes, 0s
atrasos na administracdo, necessidade de refrigeracéo, e de alto custo e baixa eficacia (CRUZ
et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2009c). Além disso, a variabilidade inter e intra-especifica

na composicdo do veneno entre as espécies devem também ser consideradas, uma vez que
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existem variacdes entre os periodos de tempo no ano, idade da amostra e distribuicéo
geogréfica, que podem afetar a neutralizagdo do antiveneno (CALVETE et al., 2009).

O uso de extratos de plantas como antidoto para venenos de animais € uma opcao
antiga de muitas comunidades, que ndo tém acesso rapido a soroterapia. Além disso,
dependendo do tempo entre o acidente e o tratamento, a capacidade do anti-soro para
neutralizar os efeitos locais do envenenamento pode ser apenas parcial (SOARES et al., 2005;
GOMES et al., 2010).

Devido a esses fatores, tratamentos alternativos para picada de serpente estdo sob
investigacdo, e 0s extratos vegetais, principalmente os ja utilizados na medicina popular,
constituem uma rica fonte de moléculas com diversas propriedades farmacologicas (MORS et
al., 2000; SOARES et al., 2005). Varios estudos tém mostrado que extratos de diferentes
plantas sdo capazes de neutralizar os efeitos toxicos dos venenos de serpente. Porém, muitos
deles ainda carecem do conhecimento do mecanismo de acdo de suas propriedades
antiofidicas (MORS et al., 2000; GOMES et al., 2010).

2.4 Plantas e seus compostos isolados antiofidicos para o género Bothrops

Vérias plantas sdo usadas popularmente contra os acidentes ofidicos e muitos estudos
buscam validar suas propriedades antiofidicas a partir do isolamento e caracterizacdo de
componentes que sao capazes de inibir as propriedades enzimaticas, farmacoldgicas e toxicas
dos venenos de diferentes serpentes. Apesar do nimero consideravel de extratos de plantas
que foram encontrados para neutralizar o veneno de Bothrops, apenas alguns principios ativos

tém sido isolados e caracterizados a nivel estrutural e funcional (Tabela 1).

Tabela 1. Fitocompostos ativos contra veneno de serpentes do género Bothrops

Fitocompostos Especies Atividade Testada Referéncias

Diterpeno clerodano  Baccharis trimera  PLA,, H, F, Cs, M, JANUARIO et al,

E 2004
Bredemeyeroside B e Bredemeyera L DAROS et al.,
D floribunda 1996; PEREIRA et
al., 1998
Edunol Brongniartia L REYES-CHILPA

podalyrloides etal., 1994


http://gbi.fmrp.usp.br/plantvenom/en/plant/brongniartia-podalyrloides

Derivados do acido
elagico

Acido Rosmarinico
(CF)
Ar-turmerone

Wedelolactona e

demetilwedelolactona

Harpalicina |

Cabenegrinas A-l e
A-ll

Macrolobinas A e B

4-nerolidilcatecol

Casearia sylvestris
Cordia verbenacea

Curcuma longa

Eclipta prostrata

Harpalyce
brasiliana

Cabeca de negro
Harpalyce
brasiliana

Pentaclethra
macroloba

Piper peltatum
Piper umbellatum

PLA2, M, E
E, M

E,H, N

PLA2, H, E, M, Cd

PLA;, P, M

Cd, L, M, ES

H,F,C,M

PLA;, M, E, Cs, P

DA SILVA et al.,
2008
TICLI et al., 2005

FONSECA et al.,
2004; MELO et al.,
2005;

DIOGO et al, 2009;
MELO et al.,1994;
MELO et al., 2010

DA SILVA et al.,
2004

NAKAGAWA et
al., 1982
XIMENES, 2009

DA SILVA etal.,
2007

NUNEZ et al.,
2005
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Nota: C: coagulante; Cd: Cardiotoxica; Cs: Caseinolitica; D:desfibrinante; E: Edema; ES:
Efeitos sistémicos; F: Fibrinogenolitica; PLA,: fosfolipasica A,; H: Hemorragica; L.:
Letalidade; M: Miotoxica; N: Necrose Pl: Plaguetopenia; P:Proteolitica.

A Baccharis trimera (Asteraceae), conhecida como carqueja possui um potencial
efeito antiofidico, inibindo o efeito hemorragico, a atividade proteolitica, 0 edema e a
miotoxicidade induzida pelo veneno de algumas espécies do género Bothrops. Este efeito
parece ser pela inativacao primaria de metaloproteases e miotoxinas presentes nestes venenos
(BERNARD et al, 2001).

Posteriormente, Januario e colaboradores (2004) identificaram o diterpeno clerodano,
0 Bt-CD, nomeado 7a-hidroxi-3 ,13-clerodadiene-16, 15:18,19 -diolide, como o componente
ativo isolado de B. trimera que exibiu propriedades anti-proteolitica e anti-hemorragica contra
venenos de serpentes botrépicas. Bt-CD apresentou inibicdo completa da hemorragia e
protedlise causada por venenos de serpentes do género Bothrops (B. alternaltus,
B.jararacussu, B.moojeni, B.neuwiedi e B.pirajai). Este inibidor foi capaz de neutralizar a

atividade hemorragica, fibrinogenolitica e caseinolitica de metaloprotenases isoladas de
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B.neuwiedi e B. jararacussu. Bt-CD também inibiu parcialmente o edema e miotoxicidade

induzidas pelo veneno de B. jararacussu e suas miotoxinas isoladas (BthTX-1 e II).

Uma saponina triterpendide, nomeada bredemeyeroside B (B-D-xylopyranosyl-(1-4)-
[B-D-apiofuranosyl-(1-3)]-a- Lrhamnopyranosyl-(1-2)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1-3)]-B-D-
fucopyranoside), foi isolada das raizes de Bredemeyera floribunda (Polygalaceae) e
apresentou atividade contra a letalidade de veneno de serpentes botropicas em camundongos
(DAROS et al , 1996). Outra saponina triterpenoide identificada como bredemeyeroside D (-
D-xylopyranosyl-(1-4)-a-L-rhamnopyranosyl-(1-2)-[a-Lrhamnopyranosyl-(1-3)]-a-D-
fucopyranoside), isolada da mesma planta, também mostrou uma significativa reducdo da

letalidade promovida pelo veneno de B. jararaca (PEREIRA et al., 1998).

Um pterocarpano prenilado, edunol, isolado de Brongniartia podalyrioides e B.
intermédia (Leguminosae), plantas utilizadas no México contra acidentes ofidicos, reduziu a
mortalidade de ratos quando injetado via intraperitoneal imediatamente apds a injecdo de
veneno de B. asper pela mesma via (REYES-CHILPA et al., 1994).

A estrutura molecular e propriedades do edunol, isolado de Brongniartia séo
semelhantes aos relatados para cabenegrinas A-1 e A-II (DA SILVA et al, 2004),
pterocarpanos isolados da planta chamada Cabeca de Negro, nédo identificada botanicamente
pelos fabricantes do extrato utilizado na preparacdo do antidoto oral fabricado e vendido no
norte e nordeste do Brasil e disponivel para os trabalhadores das plantacdes (NAKAGAWA et
al, 1982). Ximenes (2009) demonstrou que a Cabenegrina A-Il foi eficiente em bloquear a
maioria dos efeitos bioquimicos, hematoldgicos e pressoricos promovidos pelo veneno de B.

jararacussu em ratos.

O extrato da planta Harpalyce brasiliana Benth, também €é usado no nordeste do
Brasil contra picadas de serpente e seu composto isolado harpalycina 1 (4'-desidroxi-
cabenegrina A-I), erroneamente chamada de edunol, apresentou propriedades antimiotoxica,
antiproteoliticas e antifosfolipasica contra a peconha de B.jararacussu (DA SILVA et al,
2004).

O extrato aquoso das folhas de Casearia sylvestris (Flacourtiaceae), popularmente
conhecida no Brasil como "guagatonga” foi capaz de inibir as atividades anticoagulante,
hemorragica, edematogénica e miotdxica exercidas por varios venenos de serpentes do género

Bothrops e suas toxinas PLA, purificadas (BORGES et al., 2000), além de neutralizar a
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atividade hemorragica, coagulante e proteolitica induzidas por cinco venenos botropicos (B.
asper, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi e B. pirajai) e trés metaloproteinases (BaP1 e
BH4 de B. asper e Bn2 de B. neuwiedi) (BORGES et al, 2001).

O extrato hidroalcodlico das folhas C. sylvestris inibiu o bloqueio neuromuscular
causado pela miotoxina bothropstoxina-1 (BthTX-1) de B. jararacussu em preparacdes
isoladas de nervo frénico-diafragma em ratos (OSHIMA-FRANCO, 2005). Posteriormente,
Cavalcante e colaboradores (2007), identificaram que o extrato aquoso das folhas da mesma
planta, também inibiu o dano muscular e as atividades de bloqueio neuromuscular induzidas
por serpentes do género Bothrops (B. jararacussu, B pirajai e B. moojeni) e suas toxinas
PLA, Lys49 (BthTX-I, piratoxina-1 e miotoxina Il) em preparagdes de nervo frénico-

diafragma em camundongos.

Em estudo semelhante, além da inibicdo da mionecrose e o blogueio neuromuscular
em camundongos através do veneno total de B. jararacussu e sua miotoxina Lys49 isolada
(BthTX-1), o extrato metanodlico das folhas de C. sylvestris, potencializou a secrecdo de
acetilcolina, sugerindo uma inibicdo do bloqueio pré-sindptico da toxina (CINTRA-
FRANCISCHINELLI et al, 2008).

Da Silva et al. (2008), ao buscarem a elucidacdo do modo de acdo da C.sylvestris
sobre os efeitos dos veneno botrépicos, isolaram o &cido elagico e trés de seus derivados
(&cido elagico 30-O-metil, &cido elagico 3,30-di-O-metil e &cido eldgico 3-O-metil-30, 40 -
metilenodioxi) como inibidores da atividade fosfolipasica, edematogénica e miotoxica do

veneno de B. jararacussu e sua miotoxina BthTX-Il1 (PLA; Asp 49).

Ticli e colaboradores (2005) analisaram os possiveis efeitos de neutralizacdo do
extrato metanolico Cordia verbenacea (Boraginaceae) sobre o veneno de Bothrops
jararacussu e suas principais fosfolipases A, (BthTX-1 e II). Os autores isolaram o acido
rosmarinico como substancia mais ativa contra os efeitos edematogénicos e miotoxico do

veneno e suas fracoes.

Santos e colaboradores (2003) demonstraram o efeito benéfico do extrato aquoso da
Curcuma longa na prevencdo da necrose em cédes envenenados com Bothrops alternatus.
Outros pesquisadores utilizaram a aplicacdo topica do extrato concentrado de C. longa e
Kalanchoe brasiliensis em diferentes tempos mostrando bons resultados na redugdo de
edema, halo hemorragico e prevengdo de necrose causada pelo veneno de B. alternatus
(FONSECA et al, 2004).
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Estudos com um composto isolado da C. longa, o ar-turmerone, mostrou que este foi
capaz de abolir a atividade hemorragica do veneno botropico em ratos. Segundo os autores, 0
ar-turmerone age como um inibidor enzimatico das enzimas proteoliticas e hemorragicas de
B. jararaca, possui acdo antitoxinas e promove uma inativacdo quimica, estando envolvido
também em mecanismos imunologicos (FERREIRA et al, 1992). Em outro estudo Melo e
colaboradores (2005) mostraram que a aplicacdo topica de ar-turmerone em coelhos foi eficaz
na inibicdo da evolucdo do edema, necrose e hemorragia local apds envenenamento com B.

alternatus.

O extrato aquoso de Eclipta prostrata e seu constituinte isolado (wedelolactona) foram
capazes de neutralizar as atividades miotoxicas, proteoliticas e hemorragicas dos venenos de
B. jararacussu, de B. jararaca e suas toxinas isoladas BthTX-1 e bothropasina,
respectivamente. (MELO et al, 1994). Em outro estudo, além da wedelolactona, outro
coumestano isolado de E. prostrata identificado como demetilwedelolactona inibiram a
atividade miotoxica induzida por PLA,; Asp49 bésicas (BthTX-1l e BthA-1-PLA,) isoladas do
veneno de B. jararacussu (DIOGO et al, 2009). Melo e colaboradores (2010) mostraram que
um coumestano sintético derivado da wedelolactona inibiu os efeitos cardiotdxicos

edematogénicos e miotdxicos dos venenos de B. jararacussu e B. jararaca.

O extrato aquoso de Pentaclethra macroloba (Fabaceae) promoveu inibicdo total das
atividades hemorragica e nucleolitica e inibicdo parcial dos efeitos miotdxicos, fosfolipasicos,
edematogénicos e letais induzidos por véarios venenos de serpentes do género Bothrops (B.
alternatus, B. asper, B.jararacussu, B. moojeni, B. pirajai, B. moojeni B. neuwiedi) e suas
toxinas isoladas (DA SILVA et al, 2005).

Da Silva e colaboradores (2007), identificaram saponinas triterpenodides chamadas de
macrolobinas A e B, como os componetes ativos isolados da P. macroloba capazes de
neutralizar as atividades hemorrégica, fibrinogenolitica e proteolitica promovidas por
metaloproteases de classe Pl e P-lll isoladas de B.neuwiedi e B. jararacussu. Estes
componentes também promoveram inibicdo parcial das atividades coagulantes e
fibrinogenolitica induzidas por B.jararacussu e sua enzima trombina-simile (BjussuSP-I) e as
atividades fosfolipasicas e miotoxicas promovidas pelo veneno de B jararacussu e suas PLA;
béasicas (BthTX-1 e BthTX-II).

PreparacOes de treze plantas da familia Piperaceae foram descritas por serem

amplamente utilizadas na medicina popular, da Colombia, como neutralizantes de venenos de
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serpentes (OTERO et al 2000a). Em outro segmento do estudo os autores identificaram que
apenas o extrato etandlico das folhas e ramos de Piper arboreum, promoveu redugdo parcial

da atividade hemorragica do veneno de B. asper (OTERO et al, 2000b).

Nufiez e colaboradores (2005) isolaram e identificaram o 4-nerolidilcatecol como
componente responsavel pelo efeito inibidor dos extratos metanolicos de Piper umbellatum L.
e da Piper peltatum L. frente as atividades fosfolipasica (inibicdo total), miotdxica e
edematogénica (inibicéo parcial) da miotoxina I (PLA, Asp49) isolada do veneno de B. asper.

2.5 O género Solanum e a espécie Solanum campaniforme

A familia Solanaceae, a qual o género Solanum pertence, é uma familia que contém
muitos dos vegetais e frutas essenciais a alimentacao, sendo composta por aproximadamente
106 géneros, contendo 2300 espécies (AGRA et al., 2009). E amplamente distribuida por toda
regido tropical e de clima temperado no mundo, com centros de diversidade ocorrentes nas
Américas Central e do Sul, bem como na Australia e na Africa, com menor frequéncia na
Europa e na Asia (EDMONDS et al., 1997; WINK, 2003). Esta familia inclui frutas e
legumes de importancia econdmica, como por exemplo: batata (Solanum tuberosum), tomate
(Solanum  lycopersycum), berinjela (Solanum melongena), pimentos, plantas ornamentais,
como Petunia (Petlnia spp.) e os jasmins (Solanum jasminoides), e outras plantas medicinais
como a Atropa belladona L. (beladona), Datura stramonium L. (datura), e Hyoscyamus niger
L. (meimendro negro) (JAIN et al., 2011).

Solanum L. € o maior género de Solanaceae, com cerca de 1400 espécies (BOHS,
2005). Este género é bem representado no Brasil, sendo amplamente distribuido de Norte a
Sul em diversas regides fitogeograficas (SILVA et al., 2006). O nome genérico Solanum é
geralmente considerado ser derivado do latim solari — consolar ou aliviar — que se refere aos
efeitos calmantes ou sedativos associados a muitas de suas espécies (EDMONDS et al.,
1997). No Brasil, sdo encontradas cerca de 350 espécies, muitas das quais sao comumente
conhecidas como “jurubeba” e amplamente utilizadas na medicina popular (BRAGA, 2001,
SILVA et al., 2008).

Dentre as diferentes espécies da familia das Solanaceas, varias do género Solanum
possuem a reputacdo popular de apresentarem propriedades farmacologicas. Na medicina
popular tanto a parte aérea como a raiz séo utilizadas em diferentes preparagdes. Dependendo
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da cultura local e das espécies de Solanum existem variadas indicacGes, tais como: afeccGes
do aparelho respiratério (tosse, gripe, bronquite, asma), Doencgas Sexualmente Transmissiveis
(gonorréia, sifilis), afeccdes nos olhos (conjuntivite; glaucoma, catarata), afeccdes de pele
(verrugas, queimaduras, micoses, erisipela), verminoses, diabetes, ulcera, febre, dor,
inflamacdo, reumatismo, alergias, hepatite, convulsdo, agitacdo, colicas abdominais e renais,
hemorroidas, aumento da diurese e aumento de fertilidade em mulheres, cicatrizagdo e no
tratamento de acidentes com animais peconhentos (LORENZI, 1991; MATTOS-FILHO,
1997; RODRIGUES, 2001; AMIR & KUMAR, 2004; LORENZI & MATOS, 2008; JAIN et
al., 2011).

Diversos estudos tém relatado importantes atividades bioldgicas de interesse
terapéutico do extrato e de compostos isolados das varias espécies do género Solanum como,
por exemplo: citotoxica (SUN et al., 2010), antitumoral, antiinflamatéria, antipirética,
antioxidante, hepatoprotetora, diurética (JAIN et al., 2011), antiulcerogénica (MALLIKA,
SHYAMALA, 2006), moluscicida (SILVA et al., 2008), anti-helmintica (JARALD et al.,
2008), antifungica, antiviral, leishmanicida (NINO et al., 2009), antinociceptiva
(PANDURANGAN et al., 2010), antimicrobiana (LOBO et al., 2010), hipoglicemiante
(KAR, 2006), anti-dislipidémica (GONCALVES et al., 2006), anticonvulsiva e
antihipertensiva (RIVERO et al., 2002).

Quimicamente o género é caracterizado por produzir uma grande variedade de
metabolitos secundarios estruturalmente diversificados e complexos, tais como, compostos
fendlicos, principalmente flavonas e flavondis, incluindo seus heterosideos, saponinas
esteroidais, licoalcaldides, glicoalcaloides e alcaldides esteroidais (IKEDA et al., 2003;
HALE et al., 2008). Estes ultimos, além de serem 0s principais responsaveis pela resisténcia
natural das espécies em seu ecossistema (FRIEDMAN, 2006), sdo 0s principais responsaveis
pela maioria dos efeitos terapéuticos encontrados (WINK, 2003; FUKUHARA et al., 2004;
DISTL; WINK, 2009).

Solanum campaniforme (Solanum campaniforme Roem. & Schult.) é um arbusto
popularmente conhecido como “jurubeba brava” (Figura 3), 0 qual é encontrado em todas as
regides brasileiras, sendo no Nordeste, distribuido nos estados do Maranhdo, Ceara, Paraiba e
Pernambuco (STEHMANN et al.,, 2010). As plantas deste género destacam-se pela
capacidade de biossintetizar esterdides e alcaldides, livres ou na forma de heterosideos
(PINTO et al., 2011).
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Um ou mais 4&tomos de nitrogénio estdo presentes tipicamente como aminas primarias,
secundarias ou terciarias. 1sso normalmente confere basicidade ao alcaléide, facilitando seu
isolamento e purificacdo, uma vez que sais solUveis em agua podem ser formados na presenca
de acidos minerais (WINK, 2003). Os alcaldides esteroidais compartilham em geral das
propriedades de outros grupos de alcaldides, ou seja, sd0 compostos naturais basicos, que na
sua forma livre sdo sollveis em solventes organicos, e seus sais sdo solUveis em &gua
(IKEDA et al., 2003; DISTL; WINK, 2009).

Figura 3. Solanum campaniforme Roem. & Schult.
Fonte: Prof Dr. Edilberto R. Silveira - Departamento de Quimica - UFC
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O estudo fitoquimico das folhas de S. campaniforme permitiu o isolamento e
caracterizacdo estrutural de trés alcaldides esteroidais de esqueleto solanidano: 1 -22,23-
epoxi-solanida-1,4,9-trien-3-ona (1), 2-22,23-epoxi-solanida-1,4-dien-3-ona 2
3-3,9-dihidroxi-22,23-epoxi-9-10-secosolanida-1,3,5(10)-trieno  (3). Embora este tipo de
esqueleto seja comum em espécies de Solanum, os alcaldides 1-3 estdo sendo registrados pela

primeira vez na literatura (Figura 4).

1385

718,3

Figura 4. Alcaloides esteroidais isolados da Solanum campaniforme (1-3).

Fonte: Prof2. Dr2 Otilia Deusdénia Loiola Pessoa - Departamento de Quimica - UFC
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Alcalbides esteroidais sdo essencialmente andlogos de nitrogénio de saponinas
esterdides, como a diosgenina, que € um precursor de hormdnios esterdides e
antiinflamatdrios esteroidais. A estrutura dos alcalOides esteroidais é semelhante ao dos
glicocorticdides. Os alcaldides esteroidais de esqueleto solanidano possuem em geral uma
cadeia lateral que cicliza-se formando dois anéis fundidos, com um atomo de nitrogénio como
cabeca de ponte (MILNER et al., 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

Apesar do tratamento convencional baseado na soroterapia ser, na maioria dos casos,
eficiente na neutralizacdo das alteracgdes sistémicas, a neutralizacdo do dano tecidual local ndo
é alcancada de maneira eficaz, principalmente por causa do rapido desenvolvimento da lesdo
tecidual apds o envenenamento. Além disso, 0 atraso em atingir os centros de saude onde o

antiveneno esta disponivel, contribui muito para a limitacdo da eficacia do antiveneno.

Em vista disso, é importante a busca de novos inibidores de veneno, seja sintético ou
de fonte natural, para complementar a soroterapia tradicional, principalmente a partir de

plantas utilizadas na medicina popular.

E reportado o uso popular de espécies do género Solanum como antiofidico, porém
ndo ha estudos que confirmem esta atividade em nenhuma espécie. Portanto sdo relevantes

estudos que possam validar ou néo este efeito.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

. Estudar o efeito inibitorio de alcaldides esteroidais isolados da Solanum
campaniforme frente as alteracGes locais promovidas pelo veneno da serpente Bothrops

pauloensis in vitro e in vivo.

4.2 Objetivos especificos

. Investigar os efeitos dos alcaldides esteroidais de Solanum campaniforme

frente as atividade fosfolipasica e proteolitica (in vitro) do veneno de Bothrops pauloensis;

. Avaliar os efeitos dos alcaldides esteroidais de Solanum campaniforme frente
as atividades miotoxica, hemorragica e necrosante (in vivo) do veneno de Bothrops

pauloensis;
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5. Materiais e Métodos
5.1. Veneno, substéncias, drogas e reagentes

O veneno de Bothrops pauloensis foi cedido pelo Prof. Dr. Marcos Hikari Toyama da
Universidade Paulista Julio Mesquita (UNESP).

Os trés alcaldides esteroidais isolados das folhas de Solanum campaniforme foram
cedidos pela Profa Dra. Otilia Deusdénia Loiola Pessoa do Departamento de Quimica da
Universidade Federal do Ceara (UFC). As folhas de S. campaniforme foram coletadas no
municipio de Guaramiranga, Ceard - Brasil, em outubro de 2007, e identificadas pelo
professor Edson P. Nunes do Departamento de Biologia da UFC. Uma exsicata (n ° 41038) foi
depositada no Herbério Prisco Bezerra da UFC.

Todos os substratos e reagentes utilizados neste trabalho foram pro-anélise e obtidos

de fornecedores credenciados (Sigma®, EUA).

5.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (18-22 g) obtidos no biotério central
(BIOCEN) da Universidade Federal do Ceard. Os animais foram mantidos em temperatura
constante (22 + 2°C), em ciclo claro/escuro de 12 horas, com &gua e comida ad libitum. Os
cuidados com os animais de experimentacdo estdo de acordo com o Guia para Cuidado e
Utilizacdo de Animais de Laboratério, publicado pelo Instituto Nacional de Salde dos
Estados Unidos da América (NIH, publicacbes 85-23, revisado em 1996) e com

regulamentacéo brasileira recentemente aprovada.

5.3. Protocolos experimentais
5.3.1. Ensaios in vitro

5.3.1.1. Atividade da fosfolipase A,

A atividade fosfolipasica A, (PLA;) foi mensurada seguindo o protocolo descrito por
Cotrim e colaboradores (2011) em placas de 96 pocos, utilizando o &cido 4-nitro-3-
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octanoiloxi-benzdico (4N30OBA, Biomol, EUA) como substrato. Foram utilizadas amostras
com uma concentragdo de 2mg/ml tanto de veneno total de Bothrops pauloensis (vBp) quanto
para os trés alcaloides previamente incubados (por 30 minutos a 37 ° C) e nao incubados com
0 veneno. O experimento foi conduzido utilizando uma razdo de 1:1 (peso:peso / VBp :
Alcaldides 1-3). As amostras foram solubilizadas em dimetil sulfoxido DMSO-PBS a 10%. A
curva padréo do ensaio foi composta da adi¢do de 200 pL de tampé&o (Tris-HCI 10 mM, CaCl,
10 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0), 20 puL de substrato (4N3OBA), 20 ul de 4gua e 20 pL de
amostra para um volume final de 260 uL. Como branco aplicam-se todos os componentes,
exceto as substancias de estudo. A atividade da enzima, expressa como a velocidade inicial da
reacdo (Vo), foi calculada com base no aumento da absorbancia ap6s 20 minutos de
incubacdo da reacdo enzimatica. Todos os ensaios foram realizados com absorbancia em
425nm, lidos em intervalos de 5 min, usando um leitor de placas Spectramax 340 multiwell
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Uma unidade de atividade enzimética é definida como
quantidade de enzima necesséria para produzir 1 nmol de croméforo por minuto. A atividade
especifica é dada pela relacdo entre a unidade enzimatica (em nmol/min) e o teor de proteina

(em mg).

5.3.1.2. Atividades Proteoliticas

a) Atividade proteolitica sobre a Azocaseina

Atividade proteolitica foi determinada usando-se a azocaseina (Sigma-Aldrich®, EUA) como
substrato (ESCALANTE et al., 2006). Para o estudo de inibicdo, utilizou-se uma razdo de 1:1
e 1:3 (peso:peso / vBp : Alcalbides 1-3). As substancias de estudo foram dissolvidas na
solucéo tampdo de 25 mM Tris, 150 mM de NaCl, 5 mM de CaCl,, com pH 7,4. Adicionou-se
20 pL da solugédo do veneno (2 mg/mL) ou do veneno pré-incubado ( 37°C por 30 min) com
cada alcaldide (10 pL da solucdo do veneno [4 mg/mL] e 10 pL da solucéo do inibidor [4 ou
12 mg/mL] a 180 pL da solucdo de azocaseina (5 mg / mL). Apos incubagédo por 90 min a 37
° C a reacdo foi interrompida pela adigdo de 200 pL de acido tricloroacético a 5%. As
amostras foram centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos. O Sobrenadante (150 pL) foi
transferido para a placa de 96 pogos e logo apds, adicionou-se 150 pL de NaOH 0,5M. O
branco ndo conteve as amostras em estudo. A atividade proteolitica foi quantificada em leitora

de microplacas para ELISA Asys Hightech, modelo Expert Plus e as absorbancias foram
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medidas a 450 nm. Uma unidade de atividade proteolitica é correspondente a um aumento de

0,2 na absorbancia (por quantidade de veneno).

b) Ensaio com Na-benzoil-DL-Arg-p-nitroanilida (BAPNA)

O substrato cromogénico sintético Na-BENZOIL-p -ARGININA p-NITROANILIDA
(DL-BApNA) foi utilizado para a determinacdo da inibicdo da atividade proteolitica dos
alcaldides (1-3) pré-incubados com o vBp. Este substrato tem sido empregado para medir a
atividade amidasica para enzimas proteoliticas, tais como tripsina, quimiotripsina, fator Xa,
calicreina plasméatica humana, trombina e plasmina humana. Neste substrato, peptideos
derivados de p-nitroanilida, tém sido amplamente utilizados principalmente pela alta
sensibilidade fotométrica na absorbancia de 410 nm da p-nitroanilida liberada apds hidrélise
enzimatica, segundo o método de Erlanger e colaboradores (1961) modificado para leitora de
microplacas de 96 pocos (PONCE-SOTO et al., 2007).

O DL-BApNA foi usado em uma solucgdo 0,1 M para dosagem das fragdes (1 mg/mL);
20 pL da amostra foram colocados em um meio de incubacdo que contém 1000 pL de uma
solucdo de substrato previamente dissolvido em DMSO 1% como solucdo estoque para ser
utilizado na propor¢éo de 1/10 (10 pL) em tampéo (Tris—HCI, 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl
100 mM, pH 7.8) mais 250 uL de tampdo para um volume final de 1270 pL. Apos 30
minutos, a reacdo foi bloqueada com acido acético 30% (500 pL). O ensaio foi realizado em
triplicata e a reacdo lida a uma absorbancia de 410 nm em um VERSA Max microplate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Uma unidade de atividade (U) é expressa como pmoles
de p-nitroanalida liberados por minuto. Os resultados foram expressos em percentual de

protedlise.

5.3.2. Ensaios in vivo
5.3.2.1. Atividade miotoxica

A atividade miotoxica foi avaliada através da determinacdo dos niveis de atividade da
enzima creatina quinase (CK) plasmatica em diferentes tempos e através de anélise
histolégica.

Para realizacdo deste método, os animais foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos (controle, vBp, vBp + 1, vBp + 2 e vBp + 3) com 30 animais cada para posterior coleta

de sangue nos tempos de 2, 4, 8, 24 e 48 horas. Os animais receberam injecOes
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intramusculares no masculo gastrocnémio direito de 50 pL de solugdo contendo 50 pg de
veneno de vBp. Estudos de inibicdo foram realizados injetando-se 50 pL de uma solugédo
mista, composta de 50 pg de vBp e 50 pg de cada alcaldide, dissolvido em DMSO 1% em
PBS (pH 7,2). Antes da injecédo, as misturas contendo vBp e os inibidores foram previamente
incubadas por 30 min a 37 ° C. Os controles negativos receberam apenas 50 pL de 1%
DMSO-PBS.

Apdls os animais serem anestesiados com halotano, as aliquotas de sangue foram
colhidas com auxilio de capilares heparinizados através do plexo retro-orbital, em intervalos
de 2-48 horas. Apés cada coleta de sangue os animais foram eutanasiados. Amostras dos
musculos foram retiradas e preparadas para posterior anélise histoldgica.

O plasma foi separado por centrifugagdo a uma temperatura de 4 °C, a 3500 r.p.m. por
15 minutos. A atividade de CK foi determinada com auxilio de um KIT de dosagem sérica de
CK (CK-NAC - Labtest Diagnostica®), utilizando-se 0,02mL de amostra e 1mL de reagente
incubados por 3 minutos a 37°C e realizando-se leituras a 340 nm apds 5 minutos.

A atividade foi expressa em U / L, com uma unidade correspondente a producédo de 1
umol de NADH por minuto a 37 ° C. Mede-se fotometricamente a velocidade de reducéo do
NADP+ a NADPH, cuja concentracdo € diretamente proporcional a atividade da CK no
plasma.

5.3.2.2. Atividade hemorragica e necrosante

Camundongos machos Swiss (18-22 g, n = 10) foram anestesiados com pentobarbital
sodico (50 mg / kg, ip), para terem seu dorso tricotomizado onde foi injetado por via
intradérmica 50 puL de uma solucdo contendo 50 pg de vBp. Para os testes de neutralizagéo,
50 pL de uma solucdo mista composta de 50 ug de vBp e 50 ug de cada alcaléide, dissolvido
em DMSO 1% em PBS (pH 7,2) foram utilizadas. Antes da inje¢do, as misturas contendo vBp
e 0s inibidores foram previamente incubadas por 30 min a 37 ° C. Controles negativos
receberam 50 pL de 1% DMSO-PBS. Apobs 2 h, cinco animais foram eutanasiados, as peles
dorsais removidas e as superficies internas foram examinadas, fotografadas e separadas para
histologia. As imagens foram analisadas utilizando o software Image Tool 3.00 (University of
Texas Health Science Center, San Antonio; http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). A
intensidade da area hemorragica foi determinada pela equacdo: 1 = A x (N - H), onde | é a
intensidade da area hemorrégica, a 4rea hemorragica foi medida em mm?, N a intensidade de

cor média ndo-hemorragico pele e H é a intensidade de cor média na area hemorragica,


http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html
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conforme descrito por Esmeraldino e colaboradores (2005). Ap6s 72 h, os outros cinco
animais foram eutanasiados e 0 mesmo procedimento foi feito. Areas de necrose foram

expressas em mmz.

5.4. Anélise Histologica

Depois da devida fixacdo dos tecidos (pele e musculo gastrocnémio) em formol
tamponado a 10% por 24 a 48 horas, foram realizados cortes transversais atingindo toda a
espessura do fragmento e eleitos dois cortes para serem colocados em cassetes histoldgicos
(PROPHET et al., 1992). O material foi processado rotineiramente para exame histoldgico em
processador automatico de tecidos Lupe® modelo PT09 (histotécnico), para ser entdo
desidratado em concentracdes crescentes de 70 a 100% de etanol. Apds o processamento,
realizou-se a inclusdo do material em parafina, utilizando o equipamento para Banho
Histoldgico Modelo BHO05. O material nos blocos de parafina foi cortado em 4 um de
espessura e colocado em laminas histologicas para posteiror processo de coloracdo. Os cortes
histoldgicos foram obtidos utilizando-se microtomo de impacto (Poycut S, Leica, Alemanha)
equipado com navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica, Alemanha). As ldaminas foram
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina. A analise histopatoldgica foi realizada pelo
patologista Dr. Dalgimar Beserra de Menezes e posteriormente foram registradas através de

fotomicrografias.

5.5. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média = SEM. A significancia das diferencas
entre as médias foi avaliada por uma analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
Dunnett, quando os grupos experimentais foram comparados com o grupo controle. Os
resultados foram considerados significantes quando p< 0,05.

5.6. Aspectos Eticos
O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais da Universidade Federal do Ceara (CEPA).
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6.1. Neutralizacéo das atividades enzimaticas do veneno total de Bothrops pauloensis

A Figura 5 mostra a atividade PLA; do veneno total de Bothrops pauloensis (vBp)

utilizando o acido 4-nitro-3-octanoiloxi-benzéico (4N3OBA) como substrato diante dos

tratamentos com cada um dos alcal6ides (1-3). Apos incubacdo com cada alcal6ide na razdo

de 1:1, nenhum deles apresentou inibi¢&o da atividade enzimética do veneno.
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Figura 5. A inibicdo da atividade enzimatica foi analisada utilizando o 4N3OBA como substrato com
absorbancia em 425 nm e a um intervalo de 5 minutos. VBp : Alcal6ides 1, 2 e 3 (Figuras 5A, 5B e 5C) ndo
mostraram diminuic¢do da atividade enzimatica do veneno. Nota: Tampao (reacdo sé com a solugdo tampédo sem
substrato e alcal6ide), Branco: reacdo s6 com o substrato 4N3OBA, 1, 2 ou 3 s/4AN30OBA (alcaléide sem o
substrato 4N3OBA), 1, 2 ou 3 + 4N30OBA (alcaldide com o substrato 4N3OBA), VBp (veneno total de Bothrops
pauloensis), VBp + 1, 2 ou 3 NI (veneno total de Bothrops pauloensis ndo incubado com o alcal6ide), VBp + 1,
2 0u 31 (veneno total de Bothrops pauloensis previamente incubado com o alcal6ide).
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As atividades proteoliticas induzidas pelo vBp tanto sobre a azocazeina quanto sobre o
DL-BApNA, foram inibidas pelos trés alcal6ides. O vBp teve sua atividade diminuida sobre
a azocaseina (Figura 6) em ambas razdes (1:1 e 1:3), com dados semelhantes. A atividade
proteolitica do veneno de B. pauloensis sobre o DL-BApNA (Figura 7) foi de 100%, ap0s
incubacdo os alcaloides 1, 2 e 3 inibiram essa atividade em 92%, 80% e 75% respectivamente.
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Figura 6. Inibicdo da atividade proteolitica dos compostos 1-3 isolados da S. campaniforme contra o vBp sobre a
azocaseina. A e B: Atividade Proteolitica na razdo 1:1 e 1:3 respectivamente, calculados em unidades por minuto
(U/min). Resultados expressos como média + S.E.M. A andlise foi realizada por ANOVA, com p0s-teste de
Dunnett com nivel de significancia de * p <0,05.
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Figura 7. Inibicdo da atividade proteolitica dos compostos 1-3 isolados da S. campaniforme contra o vBp sobre 0
DL-BApNA . Atividade Proteolitica na razdo 1:1, calculados em percentual de protedlise (%). Resultados
expressos como média £ S.E.M. A analise foi realizada por ANOVA, com pés-teste de Dunnett com nivel de

significancia de * p <0,05.

6.2. Inibicao dos efeitos bioldgicos do veneno total de Bothrops pauloensis

A atividade antimiotéxica dos compostos 1-3, testadas contra vBp, estd mostrado na
Figura 8. Quando o veneno foi administrado sozinho, a atividade de creatina quinase (CK)
plasmatica aumentou apds 2, 4 e 8 horas, retornando aos niveis normais apds 24 e 48 horas de
administragdo intramuscular (i.m.). Quando o veneno foi pré-incubado com cada alcal6ide, a
atividade plasmaética de CK permaneceu em niveis normais. Realizou-se analise histolégica

nos tempos em que houve inibicdo dos niveis de CK alterados com a administracdo do

veneno.
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Figura 8. Inibicdo da atividade miotdxica do vBp pelos compostos 1-3 da S. campaniforme. Atividade da
creatina quinase (CK) plasmatica é mostrada em unidades por litro (U/L). Resultados expressos como média +
S.E.M. *Significancia em relacdo ao grupo controle, # significancia em comparagdo com o grupo VBp (controle
positivo). A analise foi realizada por ANOVA, com pos-teste de Dunnett com nivel de significancia de * p
<0,05.

A analise histopatoldgica do tecido muscular estriado esquelético coletado nos tempos
de 2, 4 e 8 horas, (Figuras 9, 10 e 11) revelou auséncia de alteragcbes nos grupos controle
(PBS), porém, hemorragia intensa, fibras musculares em degeneracgdo difusa, dissociacdo das
fibras evidenciando a presenca de edema e infiltrado inflamatorio discreto a moderado nos

grupos com o VBp.

Em todos 0s grupos com o veneno pré-incubado com cada alcal6ide (1-3) era presente
hemorragia em menor escala, fibras musculares em degeneracdo e regeneracdo focal e com
infiltrado inflamatério discreto a moderado, as alteragdes foram menores com o decorrer do

tempo.
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Figura 9: Fotomicrografia de luz de uma secgdo transversal de 4 um de espessura musculo esquelético
gratrocnemio direito de camundongo Swiss ap6s 2 horas de administragdo i.m. 50 L dos tratamentos. A e B:
PBS; CeD: VBp (50 ug/50 uL); Ee F: VBp +1(1:1); GeH: VBp +2 (1:1) e l e J: VBp + 3 (1:1). Aumentos
respectivos de 100 X e 400X. F= fibra muscular normal, H= hemorragia, E= edema, I= infiltrado inflamatério,
D= fibras em varios estagios degenerativos. Coloragdo: H/E.
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Figura 10: Fotomicrografia de luz de uma secgdo transversal de 4 um de espessura musculo estriado esquelético
gratrocnemio direito de camundongo Swiss apds 4 horas de administracdo i.m 50 pL dos tratamentos. A e B:
PBS; Ce D: VBp (50 pg/ 50 pL); Ee F: VBp +1 (1:1); Ge H: VBp + 2 (1:1) e 1 e J: VBp + 3 (1:1). Aumentos
respectivos de 100 X e 400X. F= fibra muscular normal, H= hemorragia, E= edema, 1= infiltrado inflamatério,
D= fibras em vérios estagios degenerativos. Coloracéo: H/E.
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Figura 11: Fotomicrografia de luz de uma secgdo transversal de 4 um de espessura musculo estriado esquelético
gratrocnemio direito de camundongo Swiss apés 8 horas de administragdo i.m 50 pL dos tratamentos. A e B:
PBS; Ce D: VBp (50 pg/ 50 pL); Ee F: VBp + 1 (1:1); GeH: VBp +2 (1:1) e l e J: VBp + 3 (1:1). Aumentos
respectivos de 100 X e 400X. F= fibra muscular normal, H= hemorragia, E= edema, I= infiltrado inflamatério,
D= fibras em vérios estagios degenerativos. Coloracéo: H/E.
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Na figura 12 sdo mostradas as imagens das superficies internas da pele dorsal de
camundongos, injetadas intradermicamente (i.d.) com os tratamentos, para medi¢do da
intensidade e area hemorragica ap0s 2 horas e area da necrose apds 72 horas, para a posterior
analise histologica.

Figura 12: Fotografias das superficies internas da pele dorsal de camundongos Swiss injetadas
intradermicamente ap0s 2 hr e 72 hr com:. A: PBS; B: VBp (50 pg/ 50 pL); C: VBp + 1 (1:1); D: VBp + 2 (1:1)
e E:VBp +3(1:1).
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A extensdo da area hemorragica do veneno (Figura 13a) foi reduzida com os trés
alcaloides, e a intensidade da hemorragia (Figura 13b) diminuiu quando o veneno foi pré-

incubado com os alcaldides 1 e 2.
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Figura 13. Atividade antihemorragica dos compostos 1-3 isolados da S. campaniforme contra 0 VBp em pele de
camundongo Swiss ap6s 2 horas de administragéo i.d de 50 pL dos tratamentos. A: Area Hemorrégica calculado em
mm?, e B: Intensidade da Hemorragia em units/mm?. Resultados expressos como média + S.E.M. A analise foi
realizada por ANOVA, com pos-teste de Dunnett com nivel de significancia de * p <0,05.
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A andlise histopatoldgica dos tecidos de pele foi realizada com todos os grupos
tratados, ap6s duas horas dos testes. Os controles tratados com salina ndo apresentaram
alteracdes. A analise histopatoldgica dos cortes de pele que foram tratadas com o vBp
mostrou epiderme e derme integras, infiltrado inflamatério misto discreto envolvendo derme e
0 subcutaneo, presenca moderada de sangue derramado com hemécias integras, em toda a
extensdo, foco hemorragico e infiltrado inflamatdrio discreto perimuscular com fibras
musculares destruidas e dissociadas (edema), além de congestdo vascular. O tratamento com
os trés alcaloides revelou epiderme e derme integras em toda extensao, presenca discreta de
sangue derramado em todas as camadas e no tecido muscular subjacente, congestéo vascular.
Os tratamentos com os alcaldides (1 — 3) evidenciaram um discreto infiltrado inflamatério no
derma e subcutaneo e discreto infiltrado inflamatorio perimuscular. Com relacéo as alteracGes
em tecido muscular subjacente o veneno de Bp quando pré-incubado com o alcal6ide 1 e 2,
mostraram fibras musculares com menos alteracfes, destruicdo em menor quantidade,
encontrando-se fibras musculares preservadas e poucas fibras alteradas em balonizagcdo. Com
o alcal6ide 3 identificou-se fibras musculares em degeneracédo, apresentando-se balonizadas
(Figura 14).
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Figura 14. Fotomicrografia de luz de uma seccéo transversal de 4 um de espessura de pele de camundongo Swiss
apos 2 horas de administragdo i.d de 50 uL. A e B: PBS; Ce D: VBp (50 pg/ 50 puL); Ee F: VBp + 1 (1:1); G e
H: VBp + 2 (1:1) e 1 e J: VBp + 3 (1:1). Aumentos respectivos de 100 X e 400X. F= fibra muscular normal, H=
hemorragia, E= edema, 1= infiltrado inflamatorio, D= fibras em varios estagios degenerativos. GAN: Glandula
anexa normal. GAA: Glandula anexa alterada. R: fibras musculares em regeneragdo. Coloragdo: H/E.
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A lesdo cutanea necrotica foi significativamente inibida com a presenca dos alcaléides

1 e 2, como se pode visualizar na Figura 15.
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Figura 15. Atividade antinecrosante dos compostos 1-3 isolados da S.campaniforme contra o vBp em
pele de camundongo Swiss ap6s 72 horas de administragdo i.d de 50 pL dos tratamentos.Area da pele
necrética mostrada em mm?. Resultados expressos como média + S.E.M. A anélise foi realizada por
ANOVA, com pos-teste de Dunnett com nivel de significancia de * p <0,05.

Apbs 72 horas dos tratamentos, a analise histopatoldgica ndo mostrou alteracdes nos
controles tratados com salina. Com vBp, a pele revelou epiderme destruida em toda extenséo,
e formacdo de crosta com exsudato e sangue (crosta fibrino leucocitaria), além de formacGes
vesiculares em toda extenséo da epiderme e derme. Exsudato inflamatdrio agudo envolvendo
a derme e o0 subcutdneo. Destruicdo muscular mais intensa, sem regeneracdo, foco
hemorragico e infiltrado inflamatdrio discreto perimuscular. Presenca mais intensa de sangue
derramado com hemaécias integras, em toda a extensdo. O tratamento com os alcal6ides 1 e 2,
a epiderme e a derme apresentaram-se integras em toda extensdo, em contrapartida o
tratamento com o alcaldide 3 mostrou formacdo de crosta na maior parte da extensdo da
epiderme. Na derme, subcutaneo e na regido perimuscular encontrou-se discreto infiltrado

inflamatdrio misto (polimorfonucleares e mononucleares) discreto sangue derramado com
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hemécias integras com todos os trés alcal6ides. No tecido muscular subjacente, apenas com o
alcaloide 1 evidenciou-se moderada destruicdo muscular, com presenca de fibras balonizadas
e regeneradas e tecido de granulacdo. Predominancia de fibras balonizadas, com algumas em
regeneracdo, além de tecido de granulacdo, foram evidenciados nos tratamentos com o0s

alcaloides 2 e 3 (Figura 16).
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Figura 16: Fotomicrografia de luz de uma secg¢do transversal de 4 um de espessura pele de camundongo Swiss ap6s 72
horas de administracdo i.d de 50 uL. A e B: PBS; Ce D: VBp (50 pg/ 50 uL); Ee F: VBp + 1 (1:1); Ge H: VBp + 2
(1:1) e l e J: VBp + 3 (1:1). Aumentos respectivos de 100 X e 400X. F= fibra muscular normal, H= hemorragia, E=
edema, 1= infiltrado inflamatdrio, D= fibras em varios estagios degenerativos. C: crosta fibrino leucocitaria. GAN:
Glandula anexa normal. GAA: Glandula anexa alterada. R: fibras musculares em regeneracdo. Coloracdo: H/E.
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DISCUSSAO
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7. DISCUSSAO

A fisiopatologia do envenenamento ofidico envolve uma série complexa de eventos
que sé@o dependentes de uma agdo combinada dos componentes farmacologicamente ativos da
peconha. Envenenamentos por serpentes do género Bothrops sdo frequentemente associados
com complexas e severas alteracOes patologicas locais, incluindo edema, hemorragia,
formac0es vesiculares na pele, dermonecrose e necrose do musculo esquelético (WARRELL,
2005; GUTIERREZ & LOMONTE, 2003; GUTIERREZ et al., 2009b). Esses efeitos sdo
principalmente o resultado da acdo direta de metaloproteases dependentes de zinco (SVMPs)
e das fosfolipase A, miotoxicas (GUTIERREZ et al., 2009b; ZAMUNER et al., 2005).

Os niveis de CK induzidos pelo veneno de Bothrops pauloensis (vBp) foram inibidos
com os alcaldides em estudo. Estes compostos (1-3) ndo mostraram qualquer efeito sobre a
atividade enzimatica do veneno bruto. Os resultados sugerem que a miotoxicidade do vBp
pode ser atribuida a acdo de PLA, Lys49 homologas, que sdo cataliticamente inativas e que
provavelmente exercem sua miotoxicidade com a regido C-terminal (CINTRA-
FRANCISCHINELLI et al., 2010; MONTECUCCO et al., 2009). Porém ndo foi elucidado

como agem estes compostos na inibi¢ao do efeito miotdxico.

O efeito miotéxico pela acdo direta de PLA, Lys49 na membrana plasmatica do
musculo pode ser devido as areas de sua estrutura em reconhecerem sitios de carga negativa
do receptor, tanto para areas de baixa e alta afinidade da membrana muscular, que interagem e
penetram na bicamada lipidica promovendo a desestabilizacdo da membrana através de um
mecanismo independente da acdo catalitica. Esta acdo resulta em um influxo de célcio, que
inicia uma série de mecanismos degenerativos, como alteracbes no citoesqueleto, danos
mitocondriais, ativacdo de proteases e fosfolipases dependentes de célcio e hipercontracdo de
miofibras, que consequentemente, causa mais danos celulares, levando a necrose de fibras
musculares (NUNEZ et al., 2001; LOMONTE et al., 2003; FERNANDES et al, 2010).

As miotoxinas botrépicas induzem lesdo muscular grave logo apds a injecdo
intramuscular, a qual é caracterizada principalmente por inflamacdo, edema e mionecrose.
Estas alteracdes levam a uma série de distintas caracteristicas bioquimicas e morfologicas no
musculo afetado (RUCAVADO et al., 2002; RODRIGUES et al, 2001, 2007).

A lesdo muscular induzida pelo vBp revelou fibras musculares em degeneragéo,

edema, infiltrado inflamatoério e hemorragia. Estas alteracdes, principalmente o efeito
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hemorréagico, foram menores quando os animais foram injetados com o veneno previamente

incubado com os alcaldides. No entanto, o infiltrado inflamatdrio permaneceu presente.

As atividades proteolitica, coagulante, fosfolipasica, hemorragica e miotdxica
induzidas pelo veneno de B.pauloensis foram neutralizadas com o extrato aquoso das folhas
de Schizolobium parahyba. O efeito sobre a miotoxicidade mostrou reducéo dos niveis de CK
e das alteragdes histopatologicas de hemorragia, edema e mionecrose, contudo o infiltrado
inflamatdrio permaneceu proeminente (MENDES et al., 2008). Outros autores mostram em
animais experimentais submetidos a injecdo intramuscular de veneno de Bothrops e suas
toxinas isoladas, que a presenca de células inflamatorias no local da lesdo podem constituir
um evento importante para regeneracao das fibras musculares esqueléticas (ESCALANTE et
al., 2009; MONTECCUCO et al., 2008; TEIXEIRA et al.,2009; SANT’ANA et al.,2011).

A regeneracdo muscular esquelética é um processo complexo que envolve a remocao
de material necrético por fagdcitos, a ativacdo de células satélites miogénicas em mioblastos,
a replicagdo dessas células, a sua fusdo para formar miotubos, e a maturag&o final das células
musculares em regeneracdo, juntamente com eventos complexos que ocorrem na
microvasculatura. Para que este processo ocorra de modo bem sucedido, varios requisitos
devem ser atendidos como o suprimento vascular e inervagdo adequada, a presenca de uma
lamina basal intacta envolvendo as fibras necréticas, e a fagocitose eficiente de restos
celulares necroticos (GROUNDS, 1991; TEIXEIRA et al., 2003).

O envenenamento botropico leva a alteracdes patoldgicas em tecidos e vasos e é
responsavel por um prolongado desequilibrio dos fluidos intersticiais. Uma vez que, 0 veneno
afeta drasticamente a integridade dos capilares, vénulas e pequenas artérias (ARCE et al,
1991;. MOREIRA et al, 1992), sendo a principal causa conhecida de hemorragia (BALDO et
al., 2010).

Estudos experimentais tém demonstrado que o edema induzido por veneno de
Bothrops € de origem inflamatoria, mediado principalmente pelos metabolitos do acido
araquidénico (TREBIEN; CALIXTO, 1989; PERALES et al., 1992; TEIXEIRA et al., 2003).
Além disso, outro estudo realizado por Mora e colaboradores (2008) mostrou que miotoxinas
PLA, homologas, isoladas do veneno de B. asper, promoviam uma rapida e acentuada
reducdo do fluxo e do limen nos vasos linfaticos, dose-dependentes, como resultado da

contracdo ou dano direto das células musculares da parede linfatica.
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AlteracOes teciduais locais induzidas por venenos de serpentes do género Bothrops
estdo associados a uma reacdo inflamatéria evidente, caracterizado por edema, dor e
infiltracdo leucocitaria (CHACUR et al., 2001; CHAVES et al., 1995; FARSKY et al., 1997).

A progressdo de uma resposta inflamatoria é caracterizada por um significativo
recrutamento de leucécitos polimorfonucleares, seguido por células mononucleares. Os
neutréfilos sdo os primeiros polimorfonucleares a migrarem para a area inflamada e
desempenham um papel fundamental na eliminacdo de agentes nocivos (TEIXEIRA et al.,
2005). Neutrdfilos também podem contribuir para a resolucdo de alteracGes teciduais
causadas por varios agentes prejudiciais, tais como venenos, através da remocao de detritos,
levando a substituicdo ordenada de células, reparacdo e regeneracao dos tecidos (TIDBALL et
al., 1995).

A possibilidade das células inflamatdrias poderem contribuir para patologia local de
acidentes por animais peconhentos do género Bothrops esta relacionada com a ocorréncia da
ativacdo de leucdcitos nos tecidos envenenados e ndo apenas porque hd um recrutamento de
células inflamatorias (ZAMUNER et al., 2001).

A deplecdo de neutrofilos pode comprometer a remocgéao adequada de restos necroticos
e o recrutamento de macréfagos que desempenham um papel fundamental na regeneracao
muscular (ROBERTSON et al., 1993). Em estudo realizado por Teixeira e colaboradores
(2003), o papel destas células foi investigado sobre os efeitos locais promovidos pelo veneno
de B. asper e sua miotoxina PLA; Asp49, sobre ratos neutropénicos. Os autores observaram
que a deplecdo de neutrofilos ndo afetou a extensdo da mionecrose e hemorragia, porém além
de reduzir a resposta regenerativa do musculo esquelético, os niveis de CK mantiveram-se

elevados.

Os neutrofilos desempenham um papel protetor no envenenamento, constituindo um
elemento importante para a regeneracdo do musculo esquelético necrosado, apesar do
infiltrado proeminente de polimornucleares/neutréfilos em tecidos afetados pelos venenos de
Bothrops, estarem também associados a producdo de espécies reativas de oxigénio e
derivados de nitrogénio (ZAMUNER et al., 2001).

Apesar das PLA, miotoxicas serem capazes de estimularem a producéo e liberagédo de
mediadores da inflamacéo, tais como a IL-1 e IL-6, TNF-alfa, LTB,, TXA;, PGE; e PGD,
tanto no sitio de injecéo in vivo quanto em testes in vitro (ZULIANI et al., 2005;. MOREIRA

et al., (2008), os efeitos inflamatdrios desencadeados por PLA; cataliticamente ativas (PLA2
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Asp 49) e inativas (Lys 49) envolvem diferentes sinalizacbes (CHAVES et al.,, 1998;
ZULIANI et al, 2005a), ainda ndo completamente esclarecidas.

Com relacdo aos estudos supracitados, mesmo ocorrendo uma minimizacdo das
alteracdes histologicas no muasculo gastrocnémio com o pré-incubamento de cada alcaldide
com o vBp, a permanéncia do infiltrado inflamatério pode ser importante para desempenhar
um papel proeminente no processo de regeneracdo do masculo esquelético, relacionada com a
fagocitose do material necrético e recrutamento de outras células inflamatorias, eventos

diretamente associados com uma resposta muscular regenerativa bem sucedida.

Nesse contexto, a miotoxicidade induzida por venenos de serpentes pode ser induzida
pela acdo direta de PLA, miotdxicas, que levam a ruptura da membrana plasmatica das
células musculares, afetando assim a integridade e permeabilidade da membrana, refletindo
em um aumento rapido dos niveis de CK no plasma e graves alteracdes teciduais. Contudo a
acdo indireta de metaloproteases hemorragicas, que causam lesdes nos vasos sanguineos
levando a isquemia e, consequentemente, a morte celular das fibras musculares, pode também
estar associada (DOURADO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

As metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) compreendem uma subfamilia
de enzimas zinco-dependentes de massas moleculares variaveis, que tém mostrado uma
variedade de papéis na patogénese do envenenamento ofidico, muitas das quais estdo
associadas com coagulopatia e necrose (WHITE, 2005; GUTIERREZ et al., 2005). Elas sdo
agrupadas em trés classes e varias subclasses, com base na composicdo de seu dominio.
SVMPs P-1 apresenta somente o dominio metaloprotease, com pouca ou nenhuma atividade
hemorragica. SVMPs P-Il apresenta além do dominio metaloprotease, um dominio
desintegrina, que esta freqlentemente associado a acdo proteolitica. SVMPs P-IlII ¢
considerada como a de maior atividade hemorragica, apresentando um dominio
metaloproteinase, dominio tipo desintegrina e um dominio rico em cisteina. Contudo, algumas
SVMPs com dominios tipo desintegrina, rico em cisteina e lectina tipo-C, foram
anteriormente classificadas na classe P-I1V. Posteriormente identificou-se que as subunidades
de sua lectina tipo-C encontravam-se ligadas por pontes de dissulfeto a uma SMVP P-lll, e
estas agora sdo classificadas como uma subclasse de enzimas P-11l (GUTIERREZ et al.,
2009b; BALDO et al., 2010).

Os venenos botropicos contém muitas enzimas proteoliticas que degradam uma

variedade de substratos naturais tais como caseina, fibrinogénio, colageno e outros substratos
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sintéticos. Toxinas hemorrdgicas estdo entre estas enzimas que sdo responsaveis pela
degradacéo proteolitica a partir da matriz extracelular ou alteragdes na coagulacdo sanguinea
e precisam de um ion metélico bivalente para sua atividade. Sabe-se que as SMVP sdo as
principais toxinas envolvidas no sangramento e necrose da pele, relacionadas com a
capacidade destas em degradar as proteinas da matriz extracelular e da membrana basal
(ESCALANTE et al., 2011).

Os alcaloides (1-3) promoveram inibicdo in vitro da atividade proteolitica sobre os
substratos natural (azocaseina) e sintético (DL-BApNA) utilizados. Assim foi investigado in
vivo os efeitos inibitérios destes alcaldides sobre os efeitos da intensidade e area hemorragica
e area necrosante do vBp, que foram melhores inibidos com os alcaléides 1 e 2, refletindo em

uma melhora das alteragdes histoldgicas promovidas na pele.

O mecanismo da hemorragia induzida por SVMPs tem sido investigado em diversos
estudos (KAMIGUTI et al.,, 1996; JIA et al., 1997; SERRANO et al., 2005; 2006;
ESCALANTE et al., 2006). No entanto, os eventos moleculares e celulares precisos
associado com o rompimento de microvasos permanecem desconhecidos. A degradacdo dos
componentes da membrana basal vascular tem sido proposta como um evento importante para

0 aparecimento de perturbacdes dos capilares (BALDO et al., 2010).

A membrana basal é consituida de ldmina reticular, que é formada por fibras colagenas
e lamina basal, que é o resultado da associacdo de moleculas de laminina com o colageno tipo
IV, entactina e perlecano, fundamentais para sua estabilidade (KALLURI et al., 2003). A
degradacdo desses componentes por SVMPs pode afetar profundamente a estabilidade do
endotélio, resultando em sangramento (LEBLEU et al., 2007). Entretanto, a atividade
catalitica é aparentemente semelhante em SVMPs hemorragicas e ndo hemorrégicas,
indicando que a hidrélise dos componentes da membrana basal ndo é o Unico mecanismo que

atua no dano vascular induzido pelas toxinas hemorragicas (ESCALANTE et al., 2011).

As células endoteliais também tém sido investigadas como potenciais alvos de toxinas
hemorragicas. A ancoragem destas células podem ser interrompidas por SVMPs utilizando
mecanismos dependentes ou independentes de sua atividade proteolitica. Pois, tanto SVMPs
Pl e P-111 podem interferir com a adesdo dos componentes envolvidos na adeséo focal entre as
células endoteliais e a matriz extracelular, afetando a organizacdo dos filamentos de actina e
culminando em morte celular por apoptose (DIAZ et al.,2005; TANJONI et al., 2005;
BRENES et al., 2010).
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Muitas metaloproteases de serpentes induzem apoptose em cultura de células
endoteliais (WU & HUANG et al, 2003; YOU et al, 2003;. DIAZ et al, 2005;. TANJONI et
al, 2005). Jiménez e colaboradores (2008) mostraram que apds a injecdo de BaPl
(metaloprotease isolada B. asper), ndo houve morte celular por apoptose nas células
endoteliais, sugerindo que, a morte celular pode ser mais provavel e predominante por
necrose, ja que as células endoteliais capilares sdo rapidamente afetadas apos a injecdo de
metaloproteases (GUTIERREZ et al., 2006). No entanto, o papel real da apoptose das células

endoteliais no envenenamento ofidico nao foi elucidado.

Um estudo com a BaP1 (SVMP de classe 1) em modelo de orelha de rato, mostrou que
os efeitos que sdo descritos na pele de pacientes envenenados por Bothrops, tais como, edema,
inflamacdo, hemorragia e dermonecrose foram completamente anuladas com o inibidor de
atividade proteolitica (JIMENEZ et al., 2008). Em outro estudo, Baldo e colaboradores (2011)
mostraram que a hemorragia e alteracbes histoldgicas fortemente induzidas na pele de
camundongos injetados intradermicamente com SVMPs hemorragica da classe P-I11, estava

relacionada ao seu acumulo na membrana basal, levando a sua rapida degradacéo.

Com base em varios estudos in vitro e in vivo, sugere-se que os rapidos efeitos
patoldgicos em vasos capilares e nos complexos juncionais entre epiderme e derme sejam
devido a atividade proteolitica das metaloproteases diretamente sobre essas estruturas, por
serem capazes de digerir varias proteinas da matriz extracelular, incluindo aquelas que
formam as membranas basais (RUCAVADO et al., 1995; ESCALANTE et al., 2006;
JIMENEZ et al., 2008), com o consequente enfraquecimento da estabilidade dos vasos
capilares, seguido pela distensdo destes, devido a acdo de forcas biofisicas que operam
normalmente na circulacdo (GUTIERREZ et al., 2005, FOX & SERRANO, 2008), um
processo que leva danos as células endoteliais, ruptura da parede capilar e extravasamento
(ESCALANTE et a.l, 2006;. JIMENEZ et al., 2008).

O dano agudo dos vasos capilares € um dos mais relevantes efeitos induzidos pelas
metaloproteases, uma agdo que leva a hemorragia e edema, tem implicacbes em eventos
reparativos e regenerativos (GUTIERREZ et al., 2005; ESCALANTE et al., 2011).

Nos experimentos de atividade hemorragica, as alteraces histologicas na pele
induzidas pelo vBp foram menores quando o veneno foi previamente incubado principalmente
com os alcaloides 1 e 2, evidenciando uma menor presenca de hemécias nas camadas da pele

e fibras musculares subjacente com menores alterac@es. A analise microscopica da pele apos
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avaliacdo da inibicéo da atividade necrosante, impediu a destrui¢cdo da epiderme e derme em
toda extensdo e uma menor presenca de hemorragia também com os alcaldides 1 e 2. O tecido
muscular subjacente mostrou fibras menos alteradas e em regeneracdo, principalmente
evidenciadas com o alcaldide 1. O infiltrado inflamatorio também permaneceu presente em
todos 0s grupos tratados, exceto no controle. A reducéo destes efeitos principalmente com os
alcaloides 1 e 2, pode ser justificada pela semelhanca estrutural maior entre eles, do que com

o alcaldide 3.

Poucos sdo os estudos de inibicdo in vivo das alteracbes de pele com envenenamento
por Bothrops. Apenas trés estudos foram encontrados utilizando os extratos das plantas
Kalanchoe brasiliensis e Curcuma longa que além de mostrarem regressdo do halo
hemorragico, também reduziram significativamente a necrose de pele induzidas em varios
animais experimentais com injecdo intradérmica de veneno de Bohtrops alternatus (SANTOS
et al, 2003; FONSECA et al, 2004; MELO et al., 2005).

A neutralizagcdo de venenos de serpentes e/ou suas toxinas isoladas como PLA; e
SVMP por extratos de plantas e seus principios ativos identificados tém sido estudadas com o
objetivo principal de complementar a soroterapia tradicional (JANUARIO et al., 2004). A
atividade antiofidica contra veneno botrépico é demonstrada cientificamente por uma
variedade de plantas. Entretanto, somente alguns atribuem a atividade a compostos quimicos
isolados e um percentual muito pequeno propde um mecanismo de acao para estes compostos
(PEREIRA et al., 1994; MORS et al., 2000).

Terpendides isolados de Baccharis trimera (JANUARIO et al., 2004), Curcuma longa
(MELO et al., 2005) e Pentaclethra macroloba (DA SILVA et al.,, 2007) tém exibido
atividades  antifosfolipasica, antimiotoxica, antiedematogénica, antiproteolitica e

antihemorragica contra varios venenos de serpentes do género Bothrops e fracdes isoladas.

Wedelolactona e demetilwedelolactona sdo coumestanos isolados de Eclipta prostrata
que foram capazes de inibir a atividade miotoxica induzida por PLA, Asp49 (BthTX-1l e
BthA-I-PLA;) e PLA, Lys49 (BthTX-1) isoladas do veneno de B. jararacussu (DIOGO et al,
2009), atividades proteoliticas e hemorragicas de uma metaloprotease (bothropasina) isolada

de B. jararaca também foram inibidas com wedelolactona (MELO et al, 1994).

Pterocarpanos isolados da planta Harpalyce brasiliana Benth apresentaram atividades
antiproteoliticas e antifosfolipasica (DA SILVA et al, 2004) e antimiotoxica (DA SILVA et

al, 2004; XIMENES, 2009) contra o veneno de B.jararacussu. O acido elagico e seus
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derivados sdo taninos isolados de Casearia sylvestris que também mostraram-se eficientes na
neutralizacdo das atividades miotdxicas promovidas por PLA, Asp49 (BthTX-Il) de

B.jararacussu.

Estudos com os extratos das plantas Piper umbellatum L, Piper peltatum L. (NUNEZ
et al., 2005) e Cordia verbanacea (TICLI et al., 2005), e seus compostos fenolicos isolados,
4-nerolidilcatecol e acido rosmarinico, respectivamente, mostraram inibicdo das atividades
fosfolipasica, edematogénica e miotoxica contra o envenenamento experimental por Bothrops.
O 4-nerolidilcatecol inibiu a acdo da miotoxina | (PLA, Asp49) isolada do veneno de B.
asper. O &cido rosmarinico inibiu significativamente o edema e a miotoxicidade promovidas
pelo veneno de B.jararacussu e suas principais PLA; basicas (BthTX-1 Lys49 e BthTX-Il
Asp49). Os autores mostraram a partir de modelagem molecular a interacdo do 4acido
rosmarinico com estas PLA, miotoxicas, com dominios distintos para estas atividades, porém

n&o foi elucidado o mecanismo de acdo (TICLI et al., 2005).

Portanto, a agdo dos alcaldides esteroidais isolados de Solanum campaniforme no
bloqueio dos efeitos miotoxicos do veneno de Bothrops pauloensis (vBp), ao reduzirem os
niveis de CK e ao minimizarem as alterac6es histologicas, parecem nao depender de atividade
catalitica de PLA, e podem estar relacionada a inibicdo de PLA, Lys49 e/ou com uma acgao
indireta sobre SVMP. A inibicdo das atividades proteoliticas e a reducdo dos efeitos
hemorragicos e necrosantes induzidas pelo vBp, principalmente atribuidos aos alcaldides 1 e
2, podem estar associadas com a interacdo destes compostos com as SVMP presentes no

veneno e/ou com ions metalicos bivalentes necessarios para sua agao.

Contudo, o estudo com outras doses, modelos animais, e estudos de modelagem
molecular com as fra¢des isoladas do veneno de B. pauloensis, responsaveis pelas alteracfes

locais, serdo necessarios para esclarecer o mecanismo de acao inibitério.
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8. CONCLUSAO

Os alcaldides isolados de Solanum campaniforme ndo mostraram inibicdo da
atividade catalitica do veneno de Bothrops pauloensis com o substrato utilizado, mas
promoveram inibic&o siginificativa das atividades proteoliticas in vitro, além de reduzirem os
efeitos miotdxicos, hemorragicos e necrosantes promovidos pelo veneno total de B.
pauloensis induzidos em camundongos, mostrando seu potencial antiéfidico contra as

alteracdes locais do envenenamento por uma espécie botrdpica.
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