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RESUMO

Acidentes ofidicos representam consideravel problema de saide publica. No Brasil, a maior
parte desses acidentes é causada por serpentes do género Bothrops, que podem levar ao
desenvolvimento de dano tecidual local, incluindo edema e hemorragia. A soroterapia
tradicional atua na neutralizagdo de efeitos sistémicos, mas tem eficicia limitada contra
efeitos locais. Compostos isolados de plantas usadas popularmente para tratar
envenenamentos ofidicos mostram-se uma boa alternativa a fim de se complementar o
tratamento. Avaliou-se a atividade antiofidica do extrato aquoso de Bredemeyera floribunda
(Ebf) através de testes de inibicdo de atividades fosfolipésica, proteolitica, edematogénica,
hemorragica, necrosante e miotoxica promovidas pelo veneno total de Bothrops jararacussu
(vBju) em camundongos. Também foi realizado o teste de toxicidade aguda do Ebf e de
viabilidade celular em células RAW 264.7. O EBf mostrou-se atoxico em camundongos,
apresentando DL50 maior do que a dose teste (2000 mg/kg). O EBf aumentou a viabilidade
celular em células RAW 264.7. As atividades fosfolipasica e proteolitica induzidas pelo vBju
foram inibidas in vitro pelo EBf nas razbes de 1:1. 1:2 e 1:3 (vBju/EBf) (massa/massa). O
EBf também inibiu significativamente edema induzido por vBju, havendo reducdo do pico
edematogénico maximo do veneno e da carragenina, nos grupo pré-tratado i.p e pré-incubado.
O EBf diminuiu consideravelmente as a¢fes hemorragica, necrosante e miotoxica do vBju.
Constituintes do EBf, podem estar se ligando a componentes do vBju como as fosfolipases A2
e seus homdlogos e também as metaloproteases, blogueando parcialmente a acdo dessas
enzimas e diminuindo as atividades fosfolipasica e edematogénica, como também, as acdes
hemorragica e proteolitica do veneno. Verifica-se, entdo, atividade antiofidica do extrato,
fazendo-se necessario o estudo com componentes isolados do EBf e do vBju a fim de se

conseguir melhor comprovacéo dos efeitos e possiveis mecanismos.

Palavras-chave: Bothrops jararacussu, Bredemeyera floribunda, efeitos locais.



ABSTRACT

Snakebites are an important public health burden. In Brazil, most of these accidents are
caused by snakes of the Bothrops genus that can lead to development of local tissue damage,
including edema and hemorrhaging. Traditional antivenom therapy acts in the neutralization
of systemic effects, but it has limited effectiveness of neutralizing the local effects. The
antivenom activity was evaluated of aqueous extract of Bredemeyera floribunda (Bfe) through
inhibition of phospholipase, proteolytic, edematogenic, hemorrhagic, necrotizing and
myotoxic actions promoted by the total Bothrops jararacussu venon (Bjuv) in mice. The
acute toxicity and the viability cell of the Bfe in RAW 264.7 cells were determined too. The
BfE showed to be nontoxic in mice and it showing LD50 greater than the test dose (2000 mg /
kg). The Bfe increased cell viability in RAW 264.7 cells. The phospholipase and proteolytic
activities induced vBju were inhibited in vitro by EBF in 1:1, 1:2 and 1:3 ratios. 1:2 (Bjuv
/Bfe; wiw). The Bfe also inhibited significantly edema induced by Bjuv, with a reduction of
the peak oedematogenic in the venom and carrageenan groups, mainly in the group pretreated
i.p. The Bfe decreased considerably hemorrhagic, necrotizing and myotoxic actions by Bjuv.
Compounds isolated from plants popularly used to treat snake poisoning show good
alternative to complement the antivenom treatment. Constituents of the Bfe may act by
binding to Bjuv components as phospholipase A, and their homologues and matalloproteases
too, partly blocking the action of these proteins, reducing edema and phospholipasic activities,
but also hemorrhaging and proteolytic activities. So there is real antiophidic activity of the
extract, making necessary to study it with isolated components of the Bfe and Bjuv to achieve
better evidences of the effects and possible mechanisms.

Keywords: Bothrops jararacussu, Bredemeyera floribunda, local effects.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

Acidentes com serpentes peconhentas podem ser considerados preocupantes para
a saude publica, principalmente em regides tropicais e subtropicais tais como, Africa, Asia,
Oceania e América Latina, onde ocorrem com maior frequéncia, causando consideravel
morbi-mortalidade (PINHO et al., 2004; CRUZ et al., 2009).

Dados recentes mencionam que existem aproximadamente 3000 espécies de
serpentes, das quais cerca de 20% sdo consideradas venenosas. Segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que acontecam 2.500.000 casos de
envenenamentos por serpentes peconhentas ao ano, o que resulta em, aproximadamente,
125.000 mortes e inimeros casos resultam em sequelas graves (ALBUQUERQUE et al.,
2013).

No Brasil, ocorre 0 maior nimero de casos de acidentes ofidicos da América do
Sul, com, aproximadamente, 20.000 casos notificados por ano, e uma taxa de letalidade de
0,45% (LEITE et al., 2013). Segundo dados do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) do Ministério da Saude (MS), ocorreram nos anos de 2000 a 2012, mais
de 334.000 casos de acidentes envolvendo serpentes peconhentas, com uma média de 15,0
casos a cada 100.000 habitantes, resultando em 1.379 6bitos (BRASIL, 2013). Em torno de
90% desses acidentes sdo causados por serpentes do género Bothrops, tais como: jararaca,
jararacussu, urutu, caicaca e comboia (SANTORO et al., 2008).

Serpentes do grupo Bothrops, atualmente, encontram-se divididas em cinco
géneros: Bothrops, Bothropoides, Bothriopsis, Botrocophias e Rhinocerophis. Além desses,
0S géneros de serpentes de interesse para a saude publica no Brasil sdo Crotalus
(cascavel); Lachesis (surucucu-pico-de-jaca) e Micrurus (coral-verdadeira), embora acidentes
com essas espécies sejam raros (BRASIL, 2013).

No territorio brasileiro, o género Bothrops (familia Viperidae, subfamilia
Crotalinae) possui 20 espécies ja classificadas. Sdo consideradas solendglifas, pois os dentes
inoculadores de veneno situam-se na parte anterior do maxilar. Dentro desse género, as
serpentes da espécie B. jararacussu podem alcancar maior comprimento (até 1,8 m) e
produzem maior quantidade de veneno, predominando nas regibes Sul e Sudeste do pais
(ZENI et al., 2007; BRASIL, 2013).
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A espécie Bothrops jararacussu € responsdvel por poucos casos de
envenenamento, entretanto, essas ocorréncias sdo de consideravel relevancia para a saude
publica no Brasil, uma vez que durante a picada € injetada grande quantidade de veneno, o
que pode ser letal e levar ao desenvolvimento de alterac6es locais e sistémicas graves (HAVT
etal., 2001).

Serpentes da mesma espécie, mas de areas geogréaficas distintas, podem apresentar
venenos com diferente composicéo e toxicidade. Desse modo, venenos botrépicos apresentam
varios efeitos fisioldgicos e bioquimicos, cada espécie com suas peculiaridades. Muitas das
enzimas que compdem os venenos tém atividade proteolitica, podendo atuar em uma
variedade de componentes de coagulacdo e fibrinoliticos, como também sobre as células,
causando um desequilibrio homeostatico (SALAZAR et al., 2007).

1.2 Aspectos clinicos do envenenamento botropico

As vitimas de acidentes com serpentes do género Bothrops, geralmente
manifestam tanto efeitos no local da picada, tais como edema, equimoses, bolhas, necrose,
hemorragia local e inflamacéo, quanto sinais de envenenamento sistémico como sangramento
espontdneo (sangramento gengival, hematlria e epistaxe), incoagulabilidade sanguinea,
hipotensdo arterial, alteracbes hemodinamicas, dano agudo do miocéardio, edema pulmonar e
insuficiéncia renal aguda. A necrose local é uma das consequéncias mais graves relacionadas
a envenenamentos botropicos, uma vez que pode resultar em amputacdo de membros
(WARREL, 2005; SANTORO et al., 2008).

Venenos de serpentes apresentam inimeros e complexos componentes que
desempenham uma série de acdes, sendo a maior parte desses componentes proteinas
biologicamente ativas (SERRANO et al., 2005). Apresentam proteinas e peptideos toxicos e
ndo toxicos como também, toxinas ndo proteicas, carboidratos, lipideos, aminas e outras
moléculas menores. Venenos de Bothrops spp. tém em sua composicdo compostos
responsaveis por sua atividade biolégica como as enzimas fosfolipases A,, metaloproteases,
L- aminodcido oxidases, serinoproteases, € compostos sem atividade enzimatica, ou seja,
fatores de crescimento de nervos, lectina tipo C, peptideos natriuréticos, proteinas ricas em
cisteina e miotoxinas (BURIN et al., 2013; DOMINGOS et al., 2013).

As proteases presentes em venenos botropicos sdo divididas em dois grupos:
serinoproteases e metaloproteases. Ambas essas enzimas estdo relacionadas ao aparecimento

de edema inflamatorio local, apresentam acdo coagulante, atuando através de acGes como
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trombina-simile, ativando protrombina e o fator X, o que resulta no consumo dos fatores de
coagulagdo com consequente alteragdo da coagulacdo sanguinea; e atuam com atividade
hemorragica no endotélio vascular tanto local quanto sistémico (SANT’ANA et al., 2008).

As serinoproteases contém um residuo de serina reativo em seu sitio ativo,
estabilizado pela presencga de histidina e acido aspartico. Agem em varios componentes da
cascata de coagulacdo e nos sistemas fibrinolitico e calicreina-cininas. Estas enzimas, tais
como as metaloproteases sdo enzimas dependentes de zinco para serem ativadas (CAMPOS et
al., 2013).

Venenos de serpentes da familia Viperidae contém fosfolipases A, (PLA;) do
grupo Il, que tem caracteristicas estruturais semelhante as PLA,S presentes em exsudatos
inflamatdrios de mamiferos (ZULIANI et al., 2005). Essas proteinas podem ser subdivididas
em dois tipos: PLA,s Asp49, que tém um residuo de aspartato na posicao 49 do seu sitio ativo
e sdo cataliticamente ativas; e homologos de PLA,s ou miotoxinas denominadas Lys49 que,
por sua vez, apresentam um residuo de lisina na posicdo 49 e ndo tém atividade catalitica
(FERNANDEZ et al., 2010).

Juntamente com a acdo digestiva, uma variedade de atividades farmacoldgicas
tem sido relacionada as fosfolipases A, e seus homologos, como atividades neurotoxica,
miotoxica, edematogénica, hipotensora, de agregacdo plaquetaria, cardiotoxica e
anticoagulante (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2010).

Venenos das familias Viperidae e Crotalinae desencadeiam uma resposta
inflamatdria com a formacdo de edema, infiltracdo de células inflamatorias e ativacdo de
mastacitos. Essas células mastocitérias estdo localizadas em areas de mucosa e perivascular
dos tecidos, desempenhanado papel importante dentro do sistema imunoldgico dos
individuos. Os mastocitos podem ser ativados por componentes do veneno de serpentes e
libertar a carboxipeptidase A e possivelmente outras proteases que podem degradar
componentes do veneno. Estudos mostraram que varias PLA,s foram capazes de ativar os
mastocitos de ratos e de induzir vazamento microvascular e acimulo de células inflamatorias
nos locais de inflamacdo (WEI et al., 2013).

As PLA;s sdo enzimas responsaveis pela ativacdo de mediadores inflamatorios e
pro-inflamatorios como as prostaglandinas, os leucotrienos, fator de agregacdo plaquetéaria e
lisofosfolipideos. Essas enzimas catalisam a hidrdlise da ligacdo sn-2 de ésteres de
fosfoglicerideos, produzindo lisofosfolipideos e &cidos graxos insaturados em uma reagado
dependente de calcio. O acido araquiddnico, um dos &cidos graxos resultantes da hidrélise,

pode conduzir a biossintese de eicosanoides e hidrdlise de fosfolpideos de células
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inflamatorias ativadas. O aumento de eicosanoides é encontrado em respostas inflamatorias
(VINUCHAKKARAVARTHY et al., 2011).

Estudos que buscam investigar o efeito inflamatério de venenos botropicos
empregam o uso da carragenina a fim de comparar a acdo do veneno a essa substancia de
mecanismo inflamatorio conhecido, sendo a mesma um agente flogistico de natureza quimica
composta por um complexo de polissacarideos sem atividade enzimaética, usada para induzir
inflamacédo aguda por liberacdo de prostaglandinas, produzindo edema (DUTRA et al., 2006;
YAMASHITA et al., 2011).

Outro grupo de enzimas presente em venenos botrépicos sdo as L-aminoacido
oxidases (LAAOs), as quais agem catalisando a desaminacdo oxidativa de aminoacidos
especificos para produzir alfa-cetoacidos, peréxido de hidrogénio e aménia. Uma LAAO
apresenta-se como uma glicoproteina acida homodimérica com uma flavina como cofator.
Pesquisas apontam para o possivel envolvimento dessa enzima na apoptose de Vvérias
linhagens de células (células endoteliais vasculares), que poderiam contribuir para
sangramento prolongado ap6s uma picada de serpente. Além disso, podem inibir a agregacao

plaquetaria, tendo um efeito anticoagulante (CAMPOS et al., 2013).

1.3 Bothrops jararacussu

A espécie Bothrops jararacussu (figura 1) é conhecida popularmente como urutu
dourado e surucucu tapete e pode atingir até 22 centimetros de didmetro e mais de 2,20 metros
de comprimento. E encontrada em florestas tropicais, pantanos e margens de rios do Brasil,
em varias ilhas na regido Sul do Rio Grande do Sul, Nordeste da Argentina e Sul da Bolivia e
do Paraguai (figura 2). A producdo de veneno dessa espécie € a maior do género, podendo
atingir 1 g de peso seco (MILANI et al., 1997).
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Figura 1 — Fotografia de Bothrops jararacussu.

Fonte: http://www.panoramio.com/photo/9179345.


http://www.panoramio.com/photo/9179345

21

As enzimas do tipo Fosfolipases A2 sdo pequenas proteinas de aproximadamente
15 kDa, estéaveis e dependentes de calcio, sendo classificadas em grupos | e Il, de acordo com
sua estrutura primaria e o padrdo de pontes dissulfeto. Duas PLA,s basicas foram isoladas e
caracterizadas do veneno de B. jararacussu, denominadas bothropstoxina-1 (BthTX-I, Lys-
49), cataliticamente inativa e Il (BthTX-Il, Asp-49), com baixa atividade catalitica
(ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002, TAKEDA et al., 2004).

Figura 2 - Distribuicdo geografica de Bothrops jararacussu.
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Fonte: http://www.cobrasbrasileiras.com.br/bothrops jararacussu.html

O veneno de B. jararacussu apresenta efeito coagulopatico devido a acdo proé-
coagulante no fibrinogénio e fator X e tem atividade miotoxica maior do que as outras
espécies do género, causando necrose nas fibras musculares estriadas e langando creatina-
quinase na circulacdo (MILANI et al., 1997).

A mionecrose pode ser causada pela acdo direta de miotoxinas ou PLA,
miotoxicas na membrana plasmatica de células musculares, induzindo desorganizacdo dos
fosfolipideos de membrana, influxo de ions célcio e de moléculas intracelulares como creatina
quinase, resultando em contracdo dos sarcémeros e intoxicacdo mitocondrial, o que pode
causar a morte celular. Esse mecanismo ainda nédo estd bem elucidado, no entanto, estudos
mostraram que a toxina BthTX-Il afeta fibras musculares esqueléticas, principalmente por

alteracdo da membrana plasmatica das células (VERONESE et al., 2005).
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Uma proteina similar a trombocitina, serinoprotease presente no veneno de
Bothrops atrox, foi encontrada no veneno de B. jararacussu, agindo na ativagao do fator VIII,
induzindo a agregacdo plaquetaria e demonstrando pequena atividade de trombina-like.
Jararacina, uma desintegrina de 73 aminoacidos, isolada de veneno de B. jararaca e B.
jararacussu, demonstrou atividade antiagregante in vitro, pois inibiu agregacdo de plaquetas
humanas e a ligacdo de fibrinogénio e do fator de Von Willebrand a complexa glicoproteina
de membrana plaquetaria I1b/I1la (MILANI et al., 1997).

As metaloproteases de venenos de serpentes (SVMP) sdo as principais
responsaveis por efeitos hemorragicos. Essas enzimas zinco-dependentes agem clivando
seletivamente pontes de peptideos chave dos componentes da membrana basal, afetando as
interacdes com as células endoteliais. Sdo secretadas como pré-enzimas e contém maodulos
reguladores responsaveis por interacbes com a matriz extracelular e integrinas. Essas toxinas
sdo capazes de hidrolisar proteinas da membrana basal incluindo fibronectina, laminina, e
colageno do tipo IV e também degradam fibrinogénio e fibrina. Uma metaloprotease
denominada BjussuMP-I foi isolada do veneno de B. jararacussu e revelou atividade

hemorragica e significante atividade edematogénica (MAZZI et al., 2004).

1.4 Tratamento do envenenamento botrdpico/peculiaridades de B. jararacussu.

O tratamento mais eficaz conhecido até hoje para envenenamento sistémico é a
administracdo intravenosa de antivenenos de serpentes que sdo preparados por
hiperimunizacdo de animais, principalmente, cavalos e ovelhas, visando a neutralizagdo de
toxinas (SOARES et al., 2005; ESPINO-SOLIS et al., 2009). A ocorréncia de reagoes
adversas relatada na literatura varia amplamente de 3 a 84% dos casos (CARON et al., 2009;
CRUZ et al., 2009).

A soroterapia, mesmo administrada em tempo habil, é eficaz na neutralizacdo de
efeitos sisttmicos, mas tem limitacbes quanto a neutralizacdo de danos teciduais locais
(MELO et al., 2007). Pesquisas tém sido realizadas com o intuito de encontrar tratamentos
alternativos para casos de pacientes que sofreram acidentes ofidicos, tais como, o uso de
plantas medicinais, de terapia com irradiacdo a laser e, ainda, de terapias baseadas no
emprego de anticorpos recombinantes humanos, visando o tratamento de danos locais e
promovendo efeitos antiinflamatorios, alivio da dor e aumento da regeneragdo do tecido
danificado (BARBOSA et al., 2008).
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No tratamento de envenenamento por B. jararacussu, o antiveneno botropico
geralmente é usado em grandes doses, no entanto, ndo se verifica muita efetividade. Vital
Brazil relatou que antivenenos crotalicos sdao mais efetivos do que antivenenos botropicos
para o tratamento do envenenamento por B. jararacussu. Todavia, o pesquisador considerou
mais eficiente o0 uso do conjunto de antivenenos botropicos e crotéalicos para envenenamentos
causados por serpentes da referida espécie, sendo que a atividade letal do veneno de B.
jararacussu ainda ndo seria neutralizada de modo eficaz (MILANI et al., 1997; OSHIMA-
FRANCO et al., 2001).

No Brasil, sdo produzidos os seguintes soros antibotropicos: antibotrépico
pentavalente, produzido a partir dos venenos de Bothrops jararaca (50%), Bothrops
jararacussu, Bothrops alternatus, Bothrops moojeni e Bothrops neuwedii (12,5% cada);
antibotropico-crotalico, acrescentando-se soro anticrotalico (Crotalus durissus terrificus) ao
soro antibotrépico pentavalente; antibotrépico-laquético (Lachesis muta) e antibotrépico-
laquético-crotalico (ARAUJO et al., 2008).

Estudo realizado por Dos Santos et al. (1992), demonstrou que o0 antiveneno
botropico-crotalico é mais eficaz para envenenamentos por B. jararacussu, pois apresenta
maiores titulos de anticorpos contra esse veneno em comparacao aos antivenenos botrépicos e
crotalicos separadamente, tendo com isso uma maior neutralizacdo dos efeitos letal, pro-
coagulante e miotdxico. Dessa forma, 0s autores sugerem que o antiveneno botrdpico-
crotalico neutraliza ambos os componentes responsaveis pela inducdo de lesdo muscular: o
hemorragico, no qual os dois antivenenos sdo eficazes, e 0 miotdxico, em que pode ocorrer
reconhecimento imunolégico por meio de anticorpos anti-PLA, presentes no soro e

provenientes do veneno de Crotalus durissus terrificus.

1.5 Alternativas a soroterapia - emprego de plantas medicinais.

Até metade do século XX, antes do crescimento da sintese quimica, as plantas
medicinais representavam a base da terapia medicamentosa. Ainda hoje, medicamentos
obtidos a base de plantas sdo amplamente utilizados na terapéutica. Podemos citar como um
exemplo classico a Papaver somniferum L. (Papaveraceae), popularmente conhecida como
papoula, usada para extragdo do 6pio, tendo como principal componente a morfina, principio
ativo ha muito tempo empregado para combater a dor (FOGLIO et al., 2006).

Estudos de Schenkel et al. (2001) citam o desenvolvimento da pilula

contraceptiva feminina por Russel E. Marker, responsavel pela sintese de hormonios
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esterdides a partir de saponinas provenientes de uma planta do altiplano mexicano, conhecida
como cabeca de negro (Dioscorea macrostachya Benth.) que contém diosgenina, substancia
atualmente usada para sintese de hormonios e anticoncepcionais.

O emprego de plantas medicinais para o tratamento em casos de acidentes
ofidicos se da ha vérios séculos. Curandeiros em todo o mundo utilizam extratos aquosos ou
etandlicos de plantas medicinais, empregadas com a finalidade de aliviar o edema e a
hemorragia (OTERO et al., 2000). A aplicacédo tdpica da planta na area da picada, mastigar as
folhas ou cascas, ou ainda beber extratos ou decoccdes sdo alguns procedimentos realizados
com o intuito de neutralizar a atividade do veneno (MEBS, 2000).

A populagdo rural esta mais exposta a acidentes ofidicos e, muitas vezes, ndo tem
acesso rapido ao tratamento convencional realizado com soro antiofidico (OTERO et al.,
2000). O uso do antiveneno pode ser efetivo para neutralizacdo dos danos sistémicos
ocasionados pelo veneno, mas, geralmente, ndao é eficaz para evitar o agravo de danos locais
(CARDOSO et al., 2003).

O uso de plantas medicinais nestes casos pode ser bastante Gtil como tratamento
de primeiros socorros em locais nos quais 0s pacientes ndo tém acesso imediato a soroterapia
convencional (PITHAYANUKUL et al., 2005).

Diversas plantas sdo utilizadas na medicina popular em casos de acidentes
ofidicos. No entanto, apenas algumas poucas espécies tém sido investigadas cientificamente.
A neutralizacdo da acdo dos venenos é mencionada, mas raros estudos atribuem este efeito a
um componente quimico identificado ou relatam o mecanismo de acdo, podendo estar
relacionado a metabolitos secundarios (MORS et al., 2000; SOARES et al., 2005).

O uso de plantas medicinais para o tratamento de envenenamento é realizado em
todo o mundo, na Colémbia, Otero et al. (2000) em experimentos com plantas usadas
popularmente na regido para tratamento de acidentes ofidicos, demonstraram que doze das
setenta e quatro plantas popularmente usadas foram eficazes contra o veneno de Bothrops
atrox, sete delas mostrando total capacidade de neutralizacdo do veneno, as quais foram: as
cascas do caule de Brownea rosademonte (Caesalpiniaceae) e Tabebuia rosea (Bignoniaceae),
rizomas de Alpinia renealmia (Zingiberaceae) e Heliconia curtispatha (Heliconiaceae); a
planta inteira de Pleopeltis percussa (Polypodiaceae) e Trichomanes elegans
(Hymenophyllaceae), e os frutos maduros de Citrus limon (Rutaceae).

Na regido Norte do Brasil, usa-se popularmente o “Especifico Pessoa” contra

envenenamentos de serpentes, produto natural do qual a planta Cabega-de-negro € o principal
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ingrediente, e no qual foram encontrados dois pterocarpanos denominados Cabenegrina A-l e
Cabenegrina A-1l1 (DA SILVA et al., 2004, XIMENES, 2012).

Posteriormente, os pterocarpanos foram encontrados no extrato etanolico das
raizes de Harpalyce brasiliana, conhecida popularmente como raiz-de-cobra, sendo
encontrada nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Essa planta pode ser apontada como um
dos constituintes do “Especifico Pessoa”, por apresentar as substancias isoladas, Cabenegrina
A-1 e Cabenegrina A-I1, como constituintes. Edunol, um pterocarpano isolado dessa planta,
inibiu atividades miotoxica, proteolitica e fosfolipasica do veneno de Bothrops jararacussu
(DA SILVA, 2004, XIMENES, 2009).

Pterocarpanos sdo substancias encontradas em produtos naturais e sd0 compostos
por anel benzofuranilo-benzopirano cis-condensado, e muitos deles apresentam diversos
efeitos biolégicos. Em 1982, estudos com substancias isoladas de Harpalyce brasiliana,
pterocarpanos prenilados denominados Cabenegrina A-1 e Cabenegrina A-2, demonstraram
ter acdo contra a atividade de veneno de Bothrops atrox em cachorro (NAKAGAWA, 1982;
GULACSIA, 2001).

O extrato de Curcuma longa L. (Zingiberaceae) também mostrou efeito contra
edema, hemorragia e necrose local, causados pelo veneno de Bothrops alternatus quando
aplicado topicamente em coelhos (MELO et al., 2007). Mors et al. (2000) realizou estudo
para testar o efeito de metabdlitos secundarios sintéticos ou provenientes de plantas contra a
acao letal do veneno de B. jararaca em ratos.

Os metabolitos secundarios estdo listados no quadro 1. As substancias foram

administradas oralmente, antes do envenenamento, simulando o uso profilético popular.

Tabela 1 - Principais compostos testados por Mors et al. (2000) e a porcentagem de inibicdo

da letalidade encontrada do veneno de Bothrops jararaca.

Classe Subclasse Constituinte Estrutura % de

inibicdo

Esterdides Fitoesterdides B-sitosterol 70
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Colesterol 60
o-spinasterol
Triterpendides  Triterpenos Lupeol 70
Pentaciclicos
Friedelina 40
Acido Betulinico 40
Betulinol 40
0 |’—\/ 2 \’/ju\l/:k
Bredemeyrosideo D “ }\]m 80
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] . HO OH 83
Compostos Derivadosdo  Acido 2,4-
i’ OH
Fendlicos Acido dihidroxibenzdico

Hidroxibenzoi ©
co
0
Acido 3,4- OH 80
dihidroxibenzoico HO
OH
} HQ CO.H
Derivados do  Acido Clorogénico é\ o 60
Acido HO™ N o7 N
Cinamico . OH
OH
Cynarina - 20
Ox \|
O
Cumarinas Cumarina 40
Bergaptena - 20
Flavondides Quercetina 20-40
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Pterocarpanos
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NN

Wedelolactona

40

70

100

100

40

! Fonte: Adaptado de XIMENES (2009).

Vérias plantas e seus componentes foram identificados por Pereira et al. (1994) por

apresentarem efeito sobre o veneno de Bothrops jararaca e estdo listadas no quadro 2, a

sequir.
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Tabela 2- Plantas e componentes identificados por Pereira et al. (1994).

Plantas Componentes

- Periandra mediterranea (Vell.) Taub Triterpenos e esterdides
(Fabaceae)
- Apuleia leiocarpa (Vogt) Macbr

(Caesalpiniaceae)

- Vernonia condensata Baker (Compositae) Derivados do &cido caféico

- Cynara scolymus L. (Asteraceae)

- Mikania glomerata Spreng (Asteraceae) Cumarinas
- Dorstenia brasiliensis Lam. (Moraceae)

-Phyllanthus  klotazschianus M.  Arg

(Euphorbiaceae)

- Citrus sinensis (L.) Osbeck (Rutaceae), Flavonoides
- Apuleia leiocarpa

- Derris sericea (H.B.K.) Ducke (Fabaceae)

- Silybum marianum Gaertn. (Compositae) lignoflavonoides
- Eclipta prostrata, coumestanos
-Bredemeyera floribunda willd saponinas

(Polygalaceae)

1.6 Bredemeyera floribunda Willd.

Bredemeyera floribunda Willd. (figura 3) € uma trepadeira lenhosa e pertence a
familia Polygalaceae. Possui folhas simples e glabras de 7-10 centimetros de comprimento. Suas
flores s&o reunidas em vistosas inflorescéncias. As flores sdo alvacentas com as asas amarelas ou

vermelhas e perfumadas. As raizes tém casca espessa guase esponjosa, amarga e espumigena



quando agitadas com agua (MATQOS, 2007).

Figura 3 — Arbusto com frutos verdes de Bredemeyera floribunda Willd.

e o
Fonte: Herbario Prisco Bezerra, Campus do Pici, Universidade Federal do Ceara.
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Conhecida popularmente por pacari, manaca, botica-inteira, marfim-de-rama, pau-
rendoso, pau-caixdo, pau-gemada, laca-vaqueiro, raiz-de-cobra e raiz-de-jodo-da-costa. Duas
espécies deste género sdo encontradas no Ceard, sendo as duas denominadas pelo mesmo nome
popular, Bredemeyera floribunda Willd., encontrada na serra de Ibiapaba, e Bredemeyera
brevifolia Klotzsch., encontrada na chapada do Araripe (MATOS, 2007).

Infusdes feitas a partir da raiz seca de Bredemeyera floribunda Willd. séo usadas
popularmente no tratamento de infeccbes de pele, disenteria amebiana, reumatismo e hipertensao.
Para esta Ultima aplicacéo sugere-se a presenca de um potente agente diurético presente na infusdo
feita com a raiz pulverizada. Outro uso relevante da medicina popular atribuida a B. floribunda é o
tratamento de picadas de serpentes (SILVEIRA, et al., 1995; PEREIRA et al., 1996).

Bevenino e Aires (1994) estudaram o efeito do extrato bruto da raiz de Bredemeyera
floribunda sobre a funcéo renal em ratos, mostrando que o fluxo urinario, o ritmo de filtracao
glomerular, a fracdo de agua e sodio excretada e a depuracdo de soluto sofreram aumento
consideravel e sugeriram que a acao do extrato se da no transporte tubular, indicando o correto uso
popular da infusdo do extrato das raizes como diurético.

O extrato bruto da raiz de B. floribunda possui uma mistura de saponinas
(BEVENINO et al., 1994). As saponinas sd&o um grupo de produtos naturais compostos por
glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Sdo moléculas anfifilicas, possuindo uma
parte de sua estrutura com caracteristica lipofilica (triterpeno ou ester6ide) denominada aglicona ou
sapogenina e outra parte hidrofilica (com um ou mais agUcares) que tem acdo como tensoativo,
detergente e emulsificante. S8o substancias de elevada massa molecular (600 a 2000 Da),
apresentam estruturas com nimero variado de aglcares com cadeia linear ou ramificada e diversas
agliconas. O isolamento de saponinas torna-se complicado pela dificuldade em se determinar os
carbonos das ligaces interglicosidicas (SCHENKEL et al., 2001).

Em solucdo aquosa, as saponinas formam espuma abundante e persistente e podem ser
classificadas de acordo com o nucleo fundamental da aglicona em saponinas esteroidais ou
triterpénicas, ou ainda, podem ser classificadas por seu carater acido, basico ou neutro. As
saponinas encontradas na familia Polygalaceae sdo as triterpénicas, possuindo 30 atomos de
carbono e nucleo triterpénico. Estes compostos sdo geralmente bastante sollveis em agua e pouco
soltveis em solugdes apolares. Em sua extragdo utilizam-se alcoois, etanol, metanol ou misturas
hidroalcodlicas, empregando-se as seguintes técnicas: maceracdo, decoc¢do, percolacdo ou
extracdo exaustiva sob refluxo (SCHENKEL et al., 2001).

Estudos com compostos que contém saponinas relatam acdo sobre membranas

celulares, alterando a permeabilidade ou causando sua destruicao, bem como atividade hemolitica,
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molusquicida, espermicida, anti-helmintica, hipocolesterolemiante, antiinflamatoria, antiviral e
antitumoral. Tradicionalmente, plantas contendo saponinas sdo usadas como expectorante e
diurético (ZHANG et al., 2008; SCHENKEL et al.,2001).

O extrato de B. floribunda contém varias saponinas diferentes, identificadas como
saponinas triterpénicas e compostas por acido bredemélico e &cido tenuilfolico, sendo a estrutura
do é&cido bredemdlico determinada por hidrdlise acida da saponina (BEVENINO et al., 1994).
Uma saponina triterpénica nomeada bredemeyerosideo D foi isolada de B. floribunda e sua
estrutura elucidada por Pereira et al. (1996), mostrando em testes realizados em laboratorio,
potente atividade antiofidica.

A figura 5 representa a estrutura do &cido bredemolico extraido da saponina bruta de
Bredemeyera floribunda Willd.

Figura 5 — Estrutura do Acido bredemdlico

Ri1=H, Rz=CH3

Fonte: Cheng et al., 2008.
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A figura 6 representa uma exsicata de Bredemeyera floribunda Willd. Proveniente da

flora do Araripe, Crato, Ceara, Nordeste do Brasil.

Figura 6 — Exsicata de B. floribunda Willd.
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JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Os acidentes com animais peconhentos é um problema comum e critico, sabe-se
que a soroterapia tradicional raramente possui eficacia em neutralizar os danos teciduais
locais, além na demora no atendimento que pode agravar consideravelmente o quadro clinico.
A serpente do género Bothrops é a principal responsavel pelos acidentes ofidicos no Brasil,
sendo relevante investigar 0s mecanismos nos quais 0 veneno desta espécie desencadeia
danos e alteracdes locais.

O extrato aquoso da raiz de Bredemeyera floribunda é usado popularmente de
forma empirica na regido Nordeste para tratar envenenamentos por serpentes, apresentando
atividade antiofidica diante a morbidade de venenos de serpentes do género Bothrops em
estudos in vitro, contudo essa comprovacdo ndo estd completamente elucidada e, faz-se
necessaria a realizacdo de mais estudos.

Em face ao exposto, este trabalho experimental visa investigar o bloqueio dos
principais efeitos locais causados pelo envenenamento por Bothrops jararacussu, através da

utilizacdo do extrato de B. floribunda em camundongos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito do extrato aquoso de B. floribunda frente as alteracGes locais

promovidas pelo veneno da serpente Bothrops jararacussu.

3.2 Objetivos Especificos

v

Determinar a toxicidade aguda do extrato de Bredemeyera floribunda Willd;

Estudar os efeitos do extrato de B. floribunda frente a acdo fosfolipasica e

proteolitica do veneno de Bothrops jararacussu;

Avaliar os efeitos do extrato de B. floribunda frente a acdo do veneno de

Bothrops jararacussu em cultura de células RAW 264.7;

Verificar a acdo do extrato de Bredemeyera floribunda sobre a atividade

edematogénica do veneno de Bothrops jararacussu e da carragenina;

Investigar os efeitos do extrato de B. floribunda na atividade hemorragica e

necrosante do veneno de Bothrops jararacussu;

Analisar o efeito neutralizante do extrato de B. floribunda frente a acdo

miotdxica do veneno de B. jararacussu.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos Swiss machos (20-25 g, n=6 para cada grupo)
obtidos no biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceara. Os animais foram mantidos em temperatura constante (22 + 2°C), em ciclo

claro/escuro de 12 horas, com agua e comida ad libitum.

4.2 Veneno, substancias, drogas e reagentes

O veneno de Bothrops jararacussu (vBju) foi adquirido no Instituto Butantan. A
raiz de Bredemeyera floribunda foi cedida pelo professor Francisco José de Abreu Matos, em
2007, do Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal do Ceara, da qual se fez o
extrato aquoso. Resumidamente, 100 g de raizes secas e trituradas foram extraidas com agua
durante sete dias em repouso por trés vezes consecutivas. O extrato obtido foi liofilizado.

Todos os substratos e reagentes utilizados neste trabalho foram obtidos de
fornecedores credenciados (Sigma®, EUA).

Figura 7 - Preparo do extrato de Bredemeyera floribunda Willd.

Fonte: Autora
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4.3 Protocolos experimentais

4.3.1 Teste de dose limite 2000 mg/kg.

Foram usados camundongos machos Swiss (20 - 25 g). Primeiramente um animal
foi submetido a dose teste de 2000 mg/kg. Como este animal sobreviveu, aplicou-se a mesma
dose a quatro animais adicionais, um por vez. Os resultados foram avaliados da seguinte
forma: A DL50 é menor do que a dose teste (2000 mg/kg) quando trés ou mais animais
morrem e maior do que a dose teste (2000 mg/kg) quando trés ou mais animais sobrevivem.
Os animais foram sacrificados e realizou-se necropsia e analise histopatoldgica dos 6rgaos
(NHI, 2001).

4.3.2 Ensaios in vitro

4.3.2.1 Caracterizacdo fitoquimica do extrato de Bredemeyera floribunda.

A presenca dos grupos de metabdlitos secundarios no extrato foi avaliada através
de cromatografia em camada delgada utilizando reveladores quimicos especificos (ensaios
cromaticos), como descritos a seguir para: alcaldides — reagente de Dragendorff e reagente de
Mayer; flavondides e derivados cindmicos — reagente de Neu/PEG 400 e cloreto de aluminio;
proantocianinas e proantocianidinas — vanilina cloridrica; triterpenos, carotenoides e
esteroides — reagente de Liebermann-Burchard;, mono e sesquiterpenos - acido
fosfomolibdico; antronas, antraquinonas e cumarinas — reagente de Borntrager; saponinas —
reagente de Liebermann-Burchard (WAGNER e BLADT, 1996).

4.3.2.2. Atividade fosfolipasica A,.

A mensuracdo do efeito do extrato aquoso de B. floribunda sobre a atividade
fosfolipasica A, (PLA;) do veneno total de Bothrops jararacussu (vBju) foi realizada segundo
protocolo adaptado para placas de 96 pocos, descrito por Cotrim et al. (2011). Para isso, 0
acido 4-nitro-(3-octanoiloxi)-benzoéico (4N30OBA, Biomol, EUA) foi usado como substrato
cromogénico. A mistura reacional do ensaio foi preparada utilizando 200 pL de tampéo (Tris-
HCI 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0) adicionada de 20 pL de substrato
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(4N3OBA, X mM), 20 puL de VBju (2 mg/mL ) e 20 pL de EBf (2 mg/mL, dissolvida em
solugéo de PBS-DMSO 10%), perfazendo um volume final de 260 pL. Dois brancos foram
realizados, o branco geral (no qual todos os componentes da mistura reacional foram
adicionados, exceto o VBju e o0 EBf) e o branco do extrato (no qual somente o veneno ficou
fora da mistura reacional). Foram usadas as concentracdes de 1:1, 1:2 e 1:3, vBju: EBf
(massa/massa). A absorbancia foi medida em 425 nm, lida em intervalos de 10 minutos,

utilizando leitor de placas Spectramax 340 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

4.3.2.3. Atividade proteolitica

O efeito do extrato aquoso de B. floribunda frente a atividade proteolitica
induzida pelo veneno de B. jararacussu foi determinada utilizando-se o substrato
cromogénico sintético No-BENZOIL-p -ARGININA p-NITROANILIDA (DL-BApNA),
segundo o método de Erlanger e colaboradores (1961) modificado para leitor de microplacas
de 96 pocos (PONCE-SOTO et al., 2007). A mistura reacional foi preparada utilizando 20 pL
de substrato (DL-BApNA), 200 pL de tampédo (Tris—HCI, 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100
mM, pH 7.8), 20 uL do EBf (2 mg/mL, dissolvida em solu¢do de PBS-DMSO 10%) e 20 pL
do vBju, com um volume final de 260 pL. Dois brancos foram realizados, o branco geral (no
qual todos os componentes da mistura reacional foram adicionados, exceto o VBju e 0 EBf) e
0 branco do extrato (no qual somente o veneno ficou fora da mistura reacional). Foram
utilizadas as concentracdes de 1:1, 1:2 e 1:3, vBju: EBf (massa/massa). Apds 30 minutos, a
reacdo foi bloqueada com é&cido acético 30% (50 pL) e lida a um comprimento de onda de
410 nm em leitor de placas VERSA Max microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale,

CA). Os resultados foram expressos em nmol/mL/min.

4.3.2.4. Cultura de Células RAW 264.7.

a) Cultivo, manutencéo e tratamento das células RAW 264.7.

As células RAW 264.7, linhagem celular de macréfagos de camundongos,
foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas em cultivo no Laboratorio de
Cultivo Celular do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Universidade
Federal do Ceard. As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) composto de glutamina (580 mg/L), bicarbonato de sédio (3,7 g/L), glicose (4,5
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g/L), piruvato de sdédio (110 mg/L), sais inorgénicos, vitaminas e outros aminoacidos, e
acrescido de penicilina (100 U/mL), estreptomicina (130 mg/L) e soro bovino fetal (SBF) a
10% em garrafas plasticas estéreis, e mantidas em estufa de CO, a 37°C e 5% de CO; até

atingirem confluéncia.

Para manutencdo das células, o meio de cultivo das garrafas confluentes foi
removido, e as células foram lavadas com 3-5 mL de PBS estéril, pH 7.4. A garrafa foi
incubada com 1 mL de solucdo de tripsina-EDTA (0.05%/0.02%) por 5-10 minutos a 37°C
para deslocamento das células aderidas na superficie de cultivo. Em seguida, para inativacao
da tripsina-EDTA, foi adicionado 1 mL de DMEM completo, e aliquotas das suspens@es
celulares obtidas foram transferidas para novas garrafas com meio DMEM completo.

Para producdo de estoques celulares, as garrafas foram periodicamente
deslocadas, quantificadas e ressuspensas em meio DMEM completo acrescido de 10% de
dimetilsulféxido (DMSQO) estéril. Essas suspensbes foram armazenadas em vials de
criopreservacao a -20°C overnight e, em seguida, transferidas para freezer a -80°C, mantidas
por até 4 meses.

Antes de cada experimento, as células RAW 264.7 foram mantidas em meio
DMEM sem SBF por 24 horas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C para sincronizagao na fase
Gy do ciclo celular. Ap6s esse periodo, as células foram lavadas e tripsinizadas como descrito
acima e centrifugadas a 4000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet
foi ressuspenso em 1 mL de meio DMEM completo. Aliquotas foram removidas para
guantificacdo em Camara de Neubauer pelo método de exclusdo do azul de trypan (solucdo a
0,1% em PBS), a concentragéo celular foi ajustada e a suspensao foi pipetada na concentragao
final de 1x10° células/mL em placas de 96 pocos. Ap6s incubacio por 24 horas a 37°C e 5%
de CO,, diferentes concentracfes do extrato de Bredemeyera floribunda e veneno de Bothrops
jararacussu (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 pg/mL) foram adicionadas. Para
analise dos efeitos biologicos in vitro do extrato de B. floribunda e do veneno de B.
jararacussu, as placas foram incubadas por 24 horas e, em seguida, foram realizados o0s

protocolos descritos a seguir (Figura 8).
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Figura 8 - Cultivo e tratamento das células RAW 264.7 com veneno total da serpente
Bothrops jararacussu em placas de 96 pocos.
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b) Determinacao do efeito citotoxico do veneno de Bothrops jararacussu e do extrato de
B. floribunda sobre macr6fagos murinos.
b.1 Teste de viabilidade celular (MTT)

O teste do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) é
amplamente usado na determinacdo da viabilidade de células em cultivo. E um sal de
tetrazolio de cor amarelada, que é internalizado nas células vidveis por endocitose e reduzido
no microambiente intracelular por desidrogenases citoplasmaticas e mitocondriais em um sal
de formazan, de cor azul violacea, insolivel em meio aquoso. Em seguida, deve ser
adicionado um agente surfactante para solubilizac&o dos cristais formados. Os produtos finais
sdo lidos por espectrofotometria a 570 nm. Dessa forma, o teste é utilizado como um
marcador da capacidade metabolica das células (LIU et al., 1997; MOSMANN, 1983).

Para determinar o efeito citotoxico do veneno de Bothrops jararacussu e extrato de
Bredemeyera floribunda sobre macréfagos, placas de 96 pocos tratadas com diferentes
concentracdes foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Como controle negativo,
foi utilizado PBS estéril, pH 7.4. Em seguida, as placas foram centrifugadas a 4000 RPM por
5 min e 100 pL de sobrenadante foram removidos. 10 puL de uma solucdo de MTT (Sigma®)
a 2,5 mg/mL em PBS foram adicionados e a placa foi incubada por 4 horas a 37°C no escuro
e, em seguida, 90 uL de dodecilsulfato de sédio (SDS) (10% em HCI 0,01N). Ap6s 17 horas
de incubacdo, as placas foram lidas em leitor de placas a 570 nm (Figura 9). Os dados foram

expressos como porcentagem de viabilidade celular £+ EPM em relacdo ao controle negativo.

Figura 9 - Ensaio de reducdo do MTT.
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c. Estudo do efeito do pré e pos-tratamento com EBf sobre a citotoxicidade do vBju em

macrofagos murinos.

Para estudo dos efeitos do pré e pos-tratamento com o Ebf sobre a citotoxicidade
in vitro do vBju em macrofagos murinos, escolheu-se a maior concentracdo do extrato que

ndo demonstrou efeito citotoxico ou proliferativo.

Antes de cada experimento, as células RAW 264.7 foram mantidas em meio
DMEM sem SBF por 24 horas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C para sincronizacao na fase
Gy do ciclo celular. Apos esse periodo, as células foram lavadas e tripsinizadas como descrito
anteriormente e centrifugadas a 4000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o
pellet foi ressuspenso em 1 mL de meio DMEM completo. Aliquotas foram removidas para
quantificacdo em Camara de Neubauer pelo método de exclusdo do azul de trypan (solucéo a
0,1% em PBS), a concentracdo celular foi ajustada e a suspensao foi pipetada na concentracao
final de 1x10° células/mL em placas de 96 pocos. Apés incubacdo por 24 horas a 37°C e 5%
de CO,, as células foram tratadas com o extrato de B. floribunda 2 horas antes, para o pré-
tratamento, e 2 horas depois, para o pds-tramento, do tratamento com o veneno de B.
jararacussu nas concentracdes que demonstraram efeito citotoxico. Apds 24 horas de

incubacéo, foi realizado o teste de redugdo do MTT descrito acima.

4.3.3 Ensaios in vivo

4.3.3.1 Grupos experimentais

| - Grupo veneno: animais tratados com 50 pg/animal de veneno de Bothrops jararacussu
(vBju) dissolvidos em 50uL de solucdo de NaCl 0,9%.

Il - Grupo pré-tratado i.p.: animais tratados com o extrato de B. floribunda (EBf; 150mg/kg,
i.p.) 30 minutos antes da administracdo do veneno (50 pg/animal).

Il — Grupo pré-tratado v.o.: animais tratados com o extrato de B. floribunda (EBf; 150mg/kg,
v.0.) 30 minutos antes da administracdo do veneno (50 pg/animal).

IV- Grupo pés-tratado i.p.: animais tratados com EBf (150mg/kg, i.p.) 30 minutos apds a
administragdo do vBju (50 pg/animal).

V - Grupo pos-tratado v.o.: animais tratados com EBf (150mg/kg, v.0.) 30 minutos apés a

administracao do vBju (50 pg/animal).
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VI - Grupo pré-incubado: animais tratados com EBf (150mg/kg) e vBju (50 pg/animal), (1:3,
p/p) pré-incubados por 15 minutos a temperatura de 37° C.

VIl - Grupo controle com soro antibotropico (SAB): animais tratados com SAB i.p.
(quantidade suficiente para neutralizar 500 pg de veneno) 30 minutos antes da administracao

do vBju (50 pg/animal).

4.3.3.2 Edema de pata induzido pelo veneno total de B. jararacussu

Camundongos Swiss machos (1822 g, n = 6) foram anestesiados com
pentobarbital sédico (50 mg/kg i.p.). Todos 0s grupos receberam injecdo sub-plantar de 50uL
de solucdo de NaCl 0,9 na pata traseira direita para controle do volume e injecdo de vBju e
EBf de acordo com o0s grupos experimentais na pata traseira esquerda. O edema foi
mensurado em cada grupo nos tempos de 10, 30, 60, 120, 240 e 480 minutos apds
administragdo do veneno, usando um hidropletsmémetro (Insight®) e estimado pela
diferenca, em uL, entre o volume das patas direita (controle) e esquerda (teste). O tecido da
pata foi coletado, ao final, para anélise histologica (GUIMARAES et al., 2004).

4.3.3.3 Edema de pata induzido por carragenina

a) Grupos Experimentais

| - Grupo Carragenina: animais tratados com carragenina a 1% dissolvida em solucédo de NaCl
0,9%.

Il - Grupo pré-tratado i.p.: animais tratados com o extrato de B. floribunda (EBf; 150mg/kg,
I.p.) 30 minutos antes da administragdo de carragenina a 1%.

I11 - Grupo pré-tratado v.o.: animais tratados com o extrato de B. floribunda (EBf; 150mg/kg,
v.0.) 30 minutos antes da administracdo de carragenina a 1%.

IV - Grupo pos-tratado i.p.: animais tratados com EBf (150mg/kg, i.p.) 30 minutos apds a
administracao de carragenina a 1%.

V - Grupo pos-tratado v.o0.: animais tratados com EBf (150mg/kg, v.0.) 30 minutos apds a
administracdo de carragenina a 1%.

VI — Grupo Indometacina (padrdo positivo): animais tratados com Indometacina (10mg/kg,
I.p.) 30 minutos antes da administragéo de carragenina a 1%.
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b) Procedimento Experimental

Camundongos Swiss machos foram anestesiados com pentobarbital sddico (50
mg/kg i.p.). Todos os grupos receberam injecdo sub-plantar de 50uL de solucdo 0,9% de
NaCl na pata traseira direita para controle do volume e injecdo de 50uL de carragenina, EBf e
Indometacina, de acordo com 0s grupos experimentais, na pata traseira esquerda. O edema foi
mensurado em cada grupo nos tempos de 10, 30, 60, 120, 240 e 480 minutos apos
administracdo do veneno, usando um hidropletsmémetro (Ugo Basile®) e estimado pela
diferenca, em uL, entre o volume das patas direita (controle) e esquerda (teste). O tecido da

pata foi coletado, ao final, para andlise histolégica (MANDAL et al., 2003).

4.3.3.4 Atividade Hemorragica

Camundongos machos Swiss, foram anestesiados com pentobarbital sodico
(50mg/kg i.p.) para posteriormente ter o dorso tricotomizado onde foi injetado por via
intradérmica 50 pL de uma solugdo contendo 50 pg de vBju. Os tratamentos foram realizados
conforme os grupos experimentais discriminados anteriormente. Decorridas 2 horas para cada
grupo, os animais foram sacrificados e a pele do dorso foi removida. A superficie interna da
pele foi examinada e fotografada. O tamanho da &area hemorragica foi medido com o
programa Image®, um software desenvolvido por Wayne Rasband do Research Services
Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland. A area dos halos é
contornada por meio de ferramentas do programa e o resultado é transformado de pixels para
mm?2. O tecido do dorso foi coletado para analise histolégica (ESMERALDINO et al., 2005).

4.3.3.5 Atividade Necrosante

Camundongos machos Swiss, foram anestesiados com pentobarbital sodico
(50mg/kg i.p.) para posteriormente ter o dorso tricotomizado onde foi injetado por via
intradérmica 50 pL de uma solugdo contendo 50 pg de vBju. Os tratamentos foram realizados
conforme os grupos experimentais discriminados anteriormente. Decorridas 72 horas para
cada grupo, os animais foram sacrificados e a pele do dorso foi removida. A superficie interna
da pele foi examinada e fotografada. O tamanho da area necrosante foi medido com o
programa Image® e expressa em mm2 O tecido foi coletado para analise histol6gica
(ESMERALDINO et al., 2005).



48

4.3.3.6 Atividade Miotdxica

A atividade miotoxica foi avaliada atraves da determinacdo dos niveis de
atividade da enzima creatina fosfoquinase (CK) plasmatica apds duas horas da administracdo
dos tratamentos.

Os animais foram divididos nos grupos discriminados anteriormente. Os animais
receberam injecBes intramusculares no musculo gastrocnémio direito de 50 pL de solugédo
contendo 50 pg de vBju. A coleta de sangue se deu por plexo retro-orbital com o uso de
capilares heparinizados, ap6s 2 horas da administracdo dos tratamentos. Os animais foram
anetesiados com pentobarbital sédico (50mg/kg i.p.). Os controles negativos receberam
apenas 50 pL de 1% DMSO-PBS. Apos cada coleta de sangue os animais foram sacrificados.
Amostras dos musculos foram retiradas e preparadas para posterior analise histolégica.

Logo apds a coleta, o plasma foi separado por centrifugacdo a uma temperatura de
4°C, a 3500 r.p.m. por 15 minutos. Para a determinacdo quantitativa da atividade de CK,
usou-se um KIT de dosagem sérica de Creatina quinase (CK-NAC Liquiform— Labtest
Diagnostica®), utilizando-se 0,02mL de amostra e 1mL de reagente. A leitura foi realizada
por método cinético em espectrofotdmetro Labquest® a um comprimento de onda de 340 nm
imediatamente ap6s a adi¢do das amostras ao reagente, quanto maior a absorbancia, maior a
quantidade de CK na amostra (JORGE, 2011).

4.4 Analise Histopatoldgica

Os tecidos foram coletados logo ap6s sacrificio dos animais e armazenados em
formol 10% tamponado durante 24 horas. Passando esse periodo, os tecidos foram
armazenados em alcool a uma concentracdo de 70% até o processo de fixacdo. O material foi,
entdo, cortado transversalmente, de modo a atingir todo o fragmento do tecido. Enté&o,
processou-se rotineiramente o material para exame histolégico em processador automatico de
tecidos Lupe® modelo PT09 (histotécnico), para ser, posteriormente, desidratado em
concentragdes crescentes de 70% a 100% de etanol. Apds o processamento, foi realizada a
inclusdo do material em parafina, utilizando o equipamento para Banho Histolégico Modelo
BHO05. O material nos blocos de parafina foi cortado em 4 um de espessura e colocado em
laminas histologicas para posterior processo de coloragdo. Os cortes histoldgicos foram
obtidos utilizando-se micrétomo de impacto (Poycut S, Leica, Alemanha) equipado com

navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica, Alemanha). As laminas foram coradas pela



49

técnica de hematoxilina e eosina. O diagnostico foi realizado pelo Patologista Dr. Dalgimar
Beserra de Menezes e as imagens foram registradas por fotomicrografias.

4.5 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo da média (E.P.M). A
significancia das diferencas entre as médias foi avaliada por uma analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni quando os grupos experimentais foram
comparados com o grupo controle. Aplicaram-se anteriormente testes de normalidade. Os
resultados foram considerados significantes quando P < 0,05.

4.6 Aspectos Eticos

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais

da Universidade Federal do Ceara (CEPA) e aprovado sob o nimero de protocolo 52/2013.
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5 Resultados

5.1 Caracterizagao fitoquimica do extrato.

As substancias presentes no extrato bruto de Bredemeyera floribunda estéo
listadas na tabela a seguir (tabela 3).

Tabela 3 — Grupos de metabdlitos secundarios presentes no extrato.

Flavonoides +
Saponinas +
AcuUcares +
Alcalbides _
Quinonas _
Cumarinas

Triterpenos
Esterdides

Mono e sesqui-terpenos

*Presenca (+), auséncia (-)

5.2 Teste de toxicidade aguda

No teste de dose limite do extrato aquoso de B. Floribunda ndo houve ébitos, os
animais apresentaram leve sonoléncia. Na autopsia dos animais e no exame histopatolégico
dos 6rgdos ndo foram encontradas alteracdes. A DL50 do EBf é maior do que a dose teste
(2000 mg/kg), indicando que o extrato apresenta baixa toxicidade aguda.

5.3 Atividade anti-fosfolipasica sobre o veneno total.

A Figura 10 mostra a absorbancia pelo tempo, em minutos, e mostra a atividade
fosfolipasica do veneno de B. jararacussu sobre o acido 4-nitro-(3-octanoiloxi)-benzéico
(4N30OBA) como substrato. O gréfico apresenta trés concentracdes do extrato 1:1, 1:2 e 1:3
(vBju:EBf) em realcéo ao veneno (massa/massa) e mostrou inibic¢do significativa da atividade

fosfolipasica em todas as concentragoes.
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Figura 10 — Absorbancia pelo tempo mostrando a atividade anti-fosfolipasica do extrato de B.

floribunda.
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Os valores da figura representam a atividade fosfolipdsica com veneno total na absorbancia em 425nm pelo
tempo( em min), mostrando a neutralizacdo da atividade fosfolipasica do vBju pelo EBf nas razdes de 1:1, 1:2 e
1:3 (vBju:EBf) sobre 4N3OBA como substrato. Resultados expressos como média = E.P.M. com nivel de

significancia de * P <0,05.

5.4 Atividade anti-proteolitica sobre o veneno total

A figura 11 mostra a atividade proteolitica do veneno de B. jararacussu sobre o
substrato DL-BApNA. Os dados apresentam trés concentracGes do extrato 1:1, 1:2 e 1:3
(vBju:EBf) (massa:massa), demonstrando inibicdo significativa da atividade proteolitica em
todas as concentracbes (P < 0,05). A atividade proteolitica foi calculada em velocidade da

degradacéo do substrato dada em nmols por minutos por miligrama de veneno.



53

Figura 11: Absorbancia pelo tempo mostrando a atividade anti-proteolitica do extrato de B.

floribunda.
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Os valores da figura representam a atividade proteolitica sobre o substrato do EBf sobre o vBju nas razdes de
1:1, 1:2 e 1:3, calculado em nmols/min/mg. Utilizou-se Na-BENZOIL-p, -ARGININA p-NITROANILIDA
(DL-BApNA) como substrato. O EBf mostrou inibicdo da atividade enzimatica nas trés concentracdes.

Resultados expressos como média £ E.P.M. com nivel de significancia de * P < 0,05.

5.5 Cultura de Células RAW 264.7.

5.5.1 Efeito do veneno da serpente Bothrops jararacussu e do extrato de Bredemeyera

floribunda sobre a viabilidade de macr6fagos murinos.

A viabilidade celular sobre macréfagos murinos do extrato e do veneno foi
avaliada pelo teste de reducdo pelo MTT. As células foram incubadas durante 24 horas com
diferentes concentra¢es do vBju e do Ebf (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78
pg/mL).

Observou-se um aumento de viabilidade, indicando uma possivel proliferacéo,
nos grupos tratados com as concentragdes mais altas do extrato utilizadas (200; 100 pg/mL) e

um aumento de viabilidade na concentragéo de 50 pg/mL (P <0,05) (Figura 12).

Observou-se diminuicdo de viabilidade celular nos grupos tratados com as
concentracdes mais altas do veneno utilizadas (200; 100; 50 e 25 pug/mL), com IC50 de 67,64
png/mL (P < 0,05) (Figura 13).
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Figura 12 - Efeito do Ebf sobre a viabilidade de células RAW 264.7, avaliado pelo método de
reducdo do MTT apbs 24 horas de incubagdo com o EBf.
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Os valores da figura representam a viabilidade celular média £ EPM.s experimentos foram realizados em
triplicata (n=3), Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pds-teste de Dunnet, *P <
0,05 vs. grupo controle.
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Figura 13 - Efeito do vBju sobre a viabilidade de células RAW 264.7, avaliado pelo método
de reducdo do MTT ap06s 24 horas de incubagdo com o veneno.
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Os valores da figura expressam como a média = EPM da viabilidade celular. Experimentos foram
realizados em triplicata (n=3). Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de pos-teste de

Dunnet, *P < 0,05 vs. grupo controle.

5.5.2. Estudo do efeito do pré e pds tratamento com o EBf sobre a citotoxicidade do

vBju em macréfagos murinos.

O extrato foi incubado com as células RAW 264.7 duas horas antes, no pré-
tratamento, e duas horas depois, no pds- tratamento, com o vBju por 24 horas de incubacéo
nas concentragdes que o veneno demonstrou citotoxicidade (200; 100; 50; 25 pg/mL).

N&o se Observou efeito protetor nos grupos pré-tratados com o extrato (Figura
14). O efeito de aumento de citotoxicidade foi observado nos grupos pos-tratados com o

extrato nas concentrac6es de 50 e 25 pg/mL (P < 0,05) (Figura 15).
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Figura 14. Efeito do preé-tratamento com o EBf sobre a citotoxicidade do vBju em células
RAW 264.7, avaliado pelo método de redugdo do MTT apds 24 horas de incubac&o.
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Os valores da figura repressentam a viabilidade celular como média £+ EPM. Os experimentos foram

realizados em triplicata (n=3). Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de Bonferroni.

Figura 15. Efeito do pds-tratamento com EBf sobre a citotoxicidade do vBju em células

RAW 264.7, avaliado pelo método de reducdo do MTT ap0s 24 horas de incubacao.
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Os valores da figura repressentam a viabilidade celular como média £+ EPM. Os experimentos foram
realizados em triplicata (n=3). Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de Bonferroni,

*P < 0,05 vs grupo controle.
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5.6 Avaliacdo da atividade anti-edematogénica sobre veneno total.
5.6.1 Atividade edematogénica do vBju e blogueio pelo EBf.

As figuras 16 e 17 mostram a atividade edematogénica do vBju e o bloqueio pelo
EBf. A medida do edema foi realizada em um pletsmémetro (Insight®, Brasil) e dada em pL
pela diferenca entre as patas esquerda (teste) e direita (controle) dos animais. Na tabela 4

encontram-se os dados estatisticos referentes a todos os grupos do EBf com o vBju.

Figura 16 — Grafico Edema de pata induzido pelo vBju e blogueio pelo EBf.
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Os valores da figura repressentam o edema de pata em pL pelo tempo em minutos nos grupos veneno (vBju),
pré-tratado i.p. e v.0. (vBju + Pré i.p e vBju + Pré v.0) (30 min antes do veneno), pré-incubado (extrato +
veneno, 15 min, 37° C), e soro antibotrépico SAB (vBju + SAB). O edema foi medido nos tempos 10, 30, 60,
120, 240 e 480 min.Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de Bonferroni com *P < 0,05 Veneno
vs Veneno + Pré i.p., pré incubado, veneno+SAB e ** P < 0,05 vBju + Pré i.p vs vBju em 10, 30, 60, 120, 240
e 480 min.
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Figura 17 — Grafico Edema de pata induzido pelo vBju e blogqueio pelo EBH.
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Os valores da figura representam o edema de pata em uL pelo tempo em minutos nos grupos veneno, pré-tratado
i.p. e v.0. (30 min antes do veneno), pré-incubado (extrato + veneno, 15 min, 37° C), vBju + Indometacina e soro
antibotropico (SAB). O edema foi medido nos tempos 10, 30, 60, 120, 240 e 480 min. Para analise estatistica, foi
utilizado ANOVA, seguido de Bonferroni com *P < 0,05 pré-incubado vs Veneno (10, 60, 120, 240) e **P <
0,05 vBju+SAB vs veneno(60, 240).
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Na tabela 4, pode-se verificar a mensuragdo do edema de pata, em microlitros, no decorrer do

tempo, em minutos. Observa-se uma diminuicdo significativa do edema nos grupos pré-

tratado i.p. e pré-incubado.

Tabela 4 - Atividade anti-edematogénica do Extrato de B. floribunda sobre o veneno.

A edema de pata (uL)

Grupos Tempo (min)

10 30 60 120 240 480
Veneno 109,57 +7,75 113,7+7,75  1412+7,75 140+7,75 142,1+7,75 1549775
SAB 1128+7,48 1206+7,48 80,03+7,48 1045+748 1194+748 81,13+7,48
Pré-tratado i.p. 55+ 7,48 75+7,48 47,08+748 5958+748 57,08+7,48 45+7,48
Pré-tratado v.o. 14498 £7,04 169,43+7,04 13498+7,04 147,18+7,04 191,65+7,04 172,66+ 7,04
Pos-tratado i.p. 1142+259 11,9+259 111,7+259  100,8+259 9889+259  108,6 +2,59
Pds-tratado v.o. 181,10+7,04 155,0+7,04 1883+7,04 1772+7,04 1805+7,04 2084+7,04
Pré-incubado 46,67+851 925+851 83,61+851 66,11+851 8583+851  1058+8,51

A tabela apresenta os valores do edema de pata (uL) em animais dos grupos veneno, grupo soroantibotrépico (controle
positivo), pré-tratamento i.p., pré-tratamento v.o., pds-tratamento i.p., pos-tratamento v.o., pré-incubado. Valores
expressos como média + erro padréo.
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5.6.2 Edema de pata induzido por carragenina (Cg).

Figura 18 - Gréafico da inducdo de edema por carragenina e bloqueio pelo extrato de B.

floribunda. Os dados estatisticos estdo mostrados na tabela 5.
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Os valores da figura representam o edema de pata em uL induzido por carragenina nos grupos Cg, Cg + pré-
tratado i.p. e v.0. (30 min antes do veneno) e Cg+ Indo. O edema foi medido nos tempos 10, 30, 60, 120, 240 e
480 min.. Para analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de Bonferroni com *P < 0,05 Cg vs Cg + pré
v.0 e Cg + indo (240) .
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Figura 19 - Gréafico da inducdo de edema por carragenina e bloqueio pelo extrato de B.

floribunda.
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Os valores da figura representam o edema de pata em uL induzido por carragenina nos grupos Cg, Cg + pré-
tratado i.p. e v.0. (30 min antes do veneno) e Cg+ Indo. O edema foi medido nos tempos 10, 30, 60, 120, 240 e

480 min. Para andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de Bonferroni com *P < 0,05 Cg vs Cg + indo
(240 e 480) .

Na tabela 5, pode-se verificar os valores da mensuracdo do edema de pata, em
microlitros, no decorrer do tempo, em minutos. Observa-se uma diminui¢do significativa do

edema ocasionado por carregenina nos grupos pré-tratado i.p. e Indometacina, usado como
controle.

Tabela 5 - Atividade anti-edematogénica do Extrato de B. floribunda sobre a carragenina

(Cg).
A edema de pata (uL)
Grupos Tempo (min)
10 30 60 120 240 480
Cg 81,65+11,25 93,89+11,25 96,65+11,25 130,0+11,25 153,9+11,25 9443+11,25
Cg +Préi.p. 85,0 + 3,52 105,0 = 3,52 90,0 + 3,52 98,88 + 3,52 82,20 + 3,52 89,43 + 3,52

Cg + Prév.o. 92,48+1363 8167+1363 90,0+1363 1383+13,63 164,5+13,63 92,77+13,63
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Cg + Pos i.p. 133,3+5,58 143,3+ 5,58 116,7 £ 5,58 116,6 + 5,58 116,6 + 5,58 101,7 £ 5,58
Cg + Pés v.o. 98,9 + 13,64 103,3+13,64 127,8+13,64 141,1+13,64 190,0+13,64 147,8+13,64
Cg + Indo 87,77 +6,11 112,0+6,11 107,2+6,11 1044+6,11 79,98 +6,11 77,22 £6,11

Valores da tabela representa o edema de pata (UL) em animais dos grupos veneno, grupo soroantibotrépico (controle
positivo), pré-tratamento i.p., pré-tratamento v.o., pds-tratamento i.p., pos-tratamento v.0., pré-incubado. Valores
expressos como média * erro.

As figuras 18 e 19 mostram a atividade edematogénica da carragenina e bloqueio
pela Indometacina. A carragenina causou edema de pata nos animais logo apos a injecdo
desta, apresentando pico aos 240 minutos (153,88 + 11,25 ulL, P <0,05) com posterior
declinio. Houve reducdo significativa do pico edematogénico no pré-tratamento com o EBf
(82,2 = 3,52 uL). O grupo gue recebeu indometacina apresentou o pico edematogénico aos 30
minutos (128,33 + 7,97 uL) com posterior declinio, bloqueando a resposta inflamatoria da
carragenina no pico edematogénico (79,98 + 7,97 uL).

Na analise histopatoldgica (figura 20), achados demonstraram que no grupo
veneno ocorreu edema e infiltracdo inflamatoria aguda, fibras musculares sofrendo
degeneracdo e necrose. Os grupos pré-tratado i.p. e pré-incubado apresentaram exsudato
inflamatdrio agudo minimo e mdsculo com discreta alteracdo. O grupo pos-tratado i.p. ndo
apresentou uma reversibilidade do efeito do veneno com a presenca de edema, leve infiltrado
inflamatorio alteragdes musculares. No grupo SAB, h& a presenca de edema, infiltrados
significativos moderados de células mistas de mono e polimorfonucleares, epiderme com

necrose e balonizacdo das fibras musculares e inflamacgéo profunda até tecido muscular.
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Figura 20 — Fotomicrografia de luz de uma secgéo transversal de 4 um de espessura de pele

de camundongo Swiss.

Derme e epiderme (A, C, E, F) e tecido muscular (B, D, F, H). A e B: vBju (50 pg/ 50 pL); C e D: Pré-tratamento i.p. com EBf
(150 mg/kg); E e F: Pré-incubado (vBju +EBf, na concentracdo de 1: 1); G e H: Pos-tratamento com EBf (150mg/kg); | e J (Soro
antibotrdpico). Aumento 400X. I: infiltrado inflamatério, D: fibras em degeneracéo, F: fibras musculares normais. Coloragéo HE.
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5.7 Avaliacao da atividade anti-hemorréagica sobre veneno total

Figura 21 - Atividade hemorrégica do vBju e inibicéo pelo EBf.
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Os valores da figura representam a atividade hemorrdgica do veneno de B. jararacussu pelo extrato de B.
floribunda. Os grupos representados sdo: Veneno de Bothrops jararacussu (vBju), Soro anti botropico (SAB),
Extrato de B. floribunda(EBf), Pré-tratamento v.o.(Pré v.0), Pré-tratamento i.p.(Pré); Pds-tratamento v.o(Pés
v.0), Pds-tratamento i.p. (Pds i.p)e Pré-incubado(Pré-Incubado). A area hemorragica foi calculada em mmz2. Para
analise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de Bonferroni com *P < 0,05 vs vBJu, **P < 0,01 vs vBJu
***pP < 0,001 vs vBJu; # P < 0,05 vs SAB.

A atividade hemorragica do veneno de B. jararacussu (229,69 + 5,83 mm?)
mostrou-se significativamente maior do que os tratamentos com o EBf: EBf (16,43 + 2,58
mm?2), Pré-tratamento v. 0. (69,70+7,84 mm?2), Pré-tratamento i.p. (92,66 + 13,44 mm?), Pos-
tratamento v.o. (82,89 + 4,44 mm?), Pos-tratamento i.p. (77,81 + 7,88 mm?2)e Pré-incubado
(103,46 £+ 11,31 mm?). O grupo que recebeu tratamento com Soro antibotrépico (SAB) nédo
obteve bloqueio da atividade hemorragica do veneno (225,50 + 16,31 mm?). N&o houve
significancia entre os grupo tratados, mas entre 0s grupos vBju e SAB e 0s grupos tratados
com o EBf como observado no gréfico acima (Figura 21).

Na figura 22 pode-se observar a foto dos halos na pele de camundongos. Os

tratamentos com o EBf diminuiram de forma consideravel a a¢&o do vBju.
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Figura 22 - Fotografias dos halos hemorrédgicos do tecido epitelial da regido dorsal de
camundongos tratados com vBju e EBT.

Fotografias do tecido epitelial do dorso de camundongos mostrando o halo hemorragico produzido pelo vBju. A:
salina; B: vBju; C: EBf; D: Pré-tratamento i.p.; E: Pré-tratamento v. o.; F: Pré-incubado; G: Pés-tratamento i.p.;

H: Pés-tratamento v.o.
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No laudo histopatoldgico (figura 23), os controles tratados com salina e tratados
somente com o EBf ndo apresentaram alterages. No grupo veneno encontrou-se edema entre
derme e epiderme, balonizacdo e destruicdo de fibras musculares e presenca de infiltrado
inflamatorio nos tecidos subcutdneo e muscular. Nos grupos tratados com o EBf, pré-
tratamento i.p. e v.0., pos-tratamento i.p. e v.0., grupo pré-incubado, encontraram-se leves
alteracdes em alguns animais do grupo pos-tratado i.p. e v.0. (derme ligeiramente edematosa,
leve infiltrado inflamatdrio), mas a maioria dos animais apresentou as camadas da pele
(derme, epiderme, subcuténeo, e tecido muscular) normais ao exame histopatoldgico. Os
animais do grupo que receberam soro antibotropico apresentaram o tecido subcutaneo e

muscular com edema, infiltrado inflamatorio, necrose e balonizacao de fibras musculares.
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Figura 23 - Fotomicrografia de luz de uma secgéo transversal de 4 um de espessura de pele

de camundongo Swiss.

Derme e epiderme (A, C, E, G) e subcutineo e tecido muscular (B, D, F, H) apds 2 horas de administracéo i.d de
50 pL de vBju. A e B: vBju (50 pg/ 50 pL); C e D: controle com EBf; E e F: Soro antibotrépico; G e H: Pré-
tratamento i.p. com EBf (150 mg/kg). Aumento 400X. I: infiltrado inflamatério, D: fibras em degeneracéo, F:

fibras musculares normais. Coloragédo HE.
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Figura 24 - Fotomicrografia de luz de uma secgéo transversal de 4 um de espessura de pele

de camundongo Swiss.

Derme e epiderme (I, K, M, O) e subcutineo e tecido muscular (J, L, N, P) apds 2 horas de administracdo i.d de
50 pL de vBju. | e J: Pré-tratamento v.o0. com EBf (150 mg/kg); K e L: Pré-incubado (vBju + EBf, 15 min,
37°C); M e N: Pos-tratamento i.p. com EBf (150 mg/kg); O e P: Pds-tratamento v.0. com EBf. Aumento 400X. I:
infiltrado inflamatério, D: fibras em degeneracéo, F: fibras musculares normais. Coloragdo HE.
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5.8 Avaliacao da atividade anti-necrosante sobre veneno total.

A figura a seguir (figura 25) mostra o grafico da atividade necrotica do veneno e

inibicdo pelos tratamentos com o extrato de B. floribunda.

Figura 25 - Inibicdo da atividade necrotica do veneno de B. jararacussu pelo extrato de B.

floribunda.
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Os valores da figura representam os valores da &rea necrética do veneno de B. jararacussu pelo extrato de B.
floribunda. Os grupos representados sdo: Veneno de Bothrops jararacussu (vBju), Soro anti botrpico (SAB),
Extrato de B. floribunda(EBf), Pré-tratamento v.o.(Pré v.0), Pré-tratamento i.p.(Pré); Pos-tratamento v.o(Pés
v.0), Pés-tratamento i.p. (P6s i.p)e Pré-incubado(Pré-Incubado). A &rea necrotica foi calculada em mmz2. Para
andlise estatistica, foi utilizado ANOVA, seguido de Bonferroni com *P < 0,05 vs vBJu, **P < 0,01 vs vBJu,; #
P < 0,05 vs SAB.

A atividade necrosante do veneno de B. jararacussu (51,79 * 10,06 mm?)
apresentou-se significativamente maior do que os tratamentos com o EBf: EBf ( 9,94 £ 3,92
mm2 ), Pré-tratamento v. 0. (33.00%£ 9,01 mm?), Pré-tratamento i.p. ( 9,84 + 2,44 mm?), Pds-
tratamento v.o. (19,33 = 2,70 mm?), Pos-tratamento i.p. ( 13,24 = 7,97 mm?2 ) e Pré-incubado
(24,33 + 2,50). O grupo que recebeu tratamento com Soro antibotropico (SAB) obteve
bloqueio da atividade necrosante do vBju (23,17 £ 5,96 mm?). A figura 26 mostra as fotos da

pele do dorso dos animais e 0s halos necroticos.
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Figura 26 - Fotografias dos halos necrdticos da pele do dorso de camundongos.

Fotografias do tecido epitelial de camundongos mostrando o halo necrético produzido pelo vBju e o blogueio
pelos tratamentos com o EBf e SAB. A: salina; B: EBf; C: vBju; D: Pré-tratamento i.p.; E: Pré-tratamento v. o0.;
F: Pré-incubado; G: Pos-tratamento i.p.; F: Pés-tratamento v.o0.; H: SAB.

No laudo histopatolégico (figuras 27 e 28), os controles tratados com salina e
tratados somente com o EBf ndo apresentaram alteracfes. No grupo veneno encontrou-se
epiderme e derme com minima exsudacdo de polimorfonucleares, subcutaneo com exsudacao
mais rica e masculo com células musculares mortas (necrose) e celulas de inflamagdo mista
(granuldcitos, neutrofilos e linfomononucleares). No grupo pré-incubado encontrou-se
acumulo de infiltrado nos tecidos subcutaneo e muscular, regido de destruicdo da epiderme
necrotica e Intensa infiltracdo de células granulocitarias e neutréfilos. No grupo SAB
encontrou-se moderado infiltrado de células inflamatorias e necrose das fibras musculares.

Nos demais grupos tratados com EBf encontrou-se leve infiltrado de células inflamatdrias.
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Figura 27 - Fotomicrografia de luz de uma seccdo transversal de 4 pm de espessura de pele de

camundongo Swiss.

Derme e epiderme (A, C, E, G) e subcutineo e tecido muscular (B, D, F, H) ap6s 72 horas de administracio i.d
de 50 pL de vBju. A e B: vBju (50 ug/ 50 uL); C e D: controle com EBT; E e F: Soro antibotrdpico; G e H: Pré-
tratamento i.p. com EBf (150 mg/kg). Aumento 400X. I: infiltrado inflamatério, D: fibras em degeneracéo, F:

fibras musculares normais. Coloragdo HE.
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Figura 28 - Fotomicrografia de luz de uma sec¢éo transversal de 4 pm de espessura de pele de
camundongo Swiss.

Derme e epiderme (I, K, M, O) e subcutaneo e tecido muscular (J, L, N, P) apds 72 horas de administracdo i.d de
50 pL de vBju. | e J: Pré-tratamento v.0. com EBf (150 mg/kg); K e L: Pré-incubado (vBju + EBf, 15 min,
37°C); M e N: Pos-tratamento i.p. com EBf (150 mg/kg); O e P: Pés-tratamento v.0. com EBf. Aumento 400X. I:
infiltrado inflamatorio, F: fibras musculares normais. Coloragdo HE.
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5.9 Avaliacao da Atividade Miotdxica do vBju e bloqueio pelo EBf.

Figura 29 - Gréafico da atividade de creatina quinase (CK) em mg/dL e mostra a atividade

antimiotéxica do EBT.
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Os valores da figura representam a inibi¢do da atividade miotoxica do vBju pelo EBf. Atividade da creatina
quinase (CK) plasmatica é mostrada em mg/dL nos grupos representados por Veneno de Bothrops jararacussu
(vBju), Soro anti botropico (SAB), Extrato de B. floribunda(EBf), Pré-tratamento v.o.(Pré v.o0), Pré-tratamento
i.p.(Pré); Pds-tratamento v.o(P6s v.0), Pos-tratamento i.p. (P6s i.p)e Pré-incubado(Pré-Incubado). Resultados
expressos como media + S.E.M. com nivel de significancia de #P < 0,05 vs Bju e *P < 0,05 vs salina.

A atividade miotoxica do veneno (628,31 + 145,6 mg/dL) foi bloqueada
significativamente nos grupos SAB (36 = 9,63 mg/dL), pré-tratamento v. o. (88 + 35,87
mg/dL), pos-tratamento v.o. (48,0 + 8,76 mg/dL) e no grupo pré-incubado (208,73 + 66,71
mg/dL). Os grupos pré e pos-tratado i.p. apresentaram uma diminuigéo da atividade, mas néo

é considerada significativa.

No laudo histopatoldgico (figura 30), os controles tratados com salina nao
apresentaram alteragdes. No grupo veneno encontrou-se processo inflamatorio intenso quase
purulento com exsudato granulocitario e morte de musculo somatico. Nos grupos tratados,
soro antibotrépico, pré e poés-tratado com EBT i.p. e v.0. verificou-se a presenca de leve

infiltrado inflamatdrio agudo.
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Figura 30 - Fotomicrografia de luz de uma secgdo transversal de 4 pm de espessura de masculo

de camundongo Swiss.

Tecido muscular apés 2 horas de administragdo i.m. de 50 pL de vBju. A: vBju; B: PBS; C: Soro
Antibotrépico; D: grupo pré-tratado i.p. com EBf, 150 mg/Kg (30 min antes do vBju); E: grupo pré-tratado v.o.
com EBf, 150 mg/Kg (30 min antes do vBju); F: Pré-incubado (EBf:vBju, 15 min, 37°C); G: pos-tratado i.p. com
EBf, 150 mg/Kg (30 min depois do vBju); pds-tratado v.o. com EBf, 150 mg/Kg (30 min depois do vBju).
Aumento 400X. I: infiltrado inflamatério, F: fibras musculares normais. Coloragdo HE.
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6 DISCUSSAO

Os acidentes com serpentes peconhentas envolvem eventos complexos e
dependentes da combinacdo de componentes do veneno, tais como fosfolipases A, (PLA,),
miotoxinas, metaloproteases, entre outras enzimas proteoliticas que interagem com multiplos
componentes do corpo e afetam a hemostasia. Venenos de serpentes do género Bothrops
causam dano tecidual local como edema, hemorragia, mionecrose e dermonecrose, 0 que pode
culminar em incapacidade permanente das vitimas (HAVT et al., 2001; JANUARIO et al.,
2004; PIDDE-QUEIROZ et al., 2013).

Varios estudos mostram alternativas para os danos locais provocados por
envenenamentos. Estudos de Rucavado et al.(2008) relataram inibicdo de efeitos locais do
veneno de Bothrops asper e demonstraram que a tetraciclina e a doxiciclina inibiram as
atividades proteolitica e hemorragica desse veneno, embora tenham sido usadas altas
concentragdes dos antimicrobianos.

Estudo realizado por Pereira et al. (1996) mostrou gque uma saponina isolada da
raiz de B. Floribunda Willd., o Bredemeyerosideo D, tem significante atividade antiofidica
em camundongos, tornando relevante o desenvolvimento de mais estudos relacionados a
propriedade antiofidica desse extrato.

Extratos de plantas usados popularmente no tratamento de envenenamentos
ofidicos tém se mostrado uma boa alternativa a soroterapia tradicional, uma vez que
antivenenos nao neutralizam de modo eficaz os danos locais promovidos pelo veneno
(BORGES et al., 2000, PEREIRA et al., 2009).

Muitas plantas usadas popularmente como medicamentos podem ser toxicas
dependendo da dose utilizada. Por essa razdo, determinar o nivel de toxicidade aguda de uma
planta ou extrato € importante para tornar seu uso seguro (MARIZ et al., 2006).

O teste de DL50 foi realizado pela primeira vez por Trevan em 1927, a fim de
avaliar substancias testes para uso humano, tais como digitalicos e insulina. Na década de 70,
o0 teste para avaliar a dose letal de uma substancia submetia até 100 animais a dose teste,
sendo a dose letal capaz de matar 50% desses animais. Em 1981, a Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) estabeleceu que em estudos de toxicidade
oral aguda seriam usados apenas 5 animais por sexo para cada dose, utilizando-se 3 doses
para cada produto. Posteriormente foi aprovada a OECD 420, na qual a dose limite de
toxicidade aguda seria de 2000mg/kg e, além do percentual de mortes, também sdo avaliados
0s sinais de toxicidade (BOTHAM, 2004).
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Craveiro et al. (2008) demonstrou experimentalmente razoavel atoxicidade do
extrato aquoso de folhas de Erythrina velutina em animais experimentais submetidos a dose
teste de 5000 mg/kg, seguindo o Guia para a Realizacdo de Estudos de Toxicidade Pré-clinica
de Fitoterapicos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Nenhum animal veio a ébito e
nenhum sinal de toxicidade foi detectado nas observacdes comportamentais ou nas autdpsias
dos animais.

Outro estudo realizado por Barros et al. (2005) mostrou no teste de dose limite
que a dose oral Unica de 1, 2 e 5 g / kg do extrato hidroalcoolico liofilizado da raiz de
Pothomorphe umbellata L. Miq. foi incapaz de induzir efeitos tdxicos ou mortalidade em
ratos ou camundongos, indicando a baixa toxicidade e auséncia de atividade mutagénica
desse extrato.

No teste de dose limite do extrato aquoso das raizes de B. Floribunda ndo houve
Obitos, os animais apresentaram leve sonoléncia. Na autdpsia dos animais e no exame
histopatoldgico dos 6rgaos ndo foram encontradas alteracdes. A DL50 do EBf é maior do que
a dose teste (2000 mg/kg), indicando que o extrato apresenta baixa toxicidade aguda.

Recentemente, pesquisadores sugerem a realizacdo de experimentos com células
como alternativa para evitar o uso de animais (NALBANTSOY et al., 2013). Os resultados in
vitro obtidos com cultura de células RAW 264.7 mostraram que o0 veneno tem citotoxicidade
em cultura de células de macrofagos murinos, diminuindo a viabilidade celular em doses mais
altas. O extrato de B. floribunda mostrou aumento da viabilidade e proliferacdo das células,
mostrando sua baixa toxicidade, corroborando com o resultado obtido no teste de toxicidade
aguda do extrato. No entanto, no pos-tratamento das células com o EBf houve aumento de
citotoxicidade, o que ndo acontece com o pré-tratamento.

Venenos de serpentes da familia Viperidae contém uma fracdo protéica formada
por enzimas: serino proteases; metaloproteases zinco-dependentes; L-aminoacido oxidase e
isoenzimas fosfolipases A2 do grupo I1; e por proteinas sem atividade enzimatica: lectinas tipo
C, miotoxinas, desintegrinas, inibidores Kunitz-like, fatores de crescimento e proteinas
secretoras ricas em cisteina (SPINO-SOLIS et al., 2009). Dentre essas enzimas hidroliticas
encontradas em venenos botropicos, as PLA,S e metaloproteases dependentes de zinco
representam as principais responsaveis pela fisiopatologia do envenenamento
(CAVALCANTE et al., 2007; GUTIERREZ et al., 2009).

Muitas PLA,s basicas tem sido isoladas do veneno de serpentes do género
Bothrops e caracterizadas estrutural e funcionalmente. No entanto, isoformas basicas parecem

ter adquirido a maior toxicidade, especialmente no caso de enzimas neurotoxicas e
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miotoxicas. Duas fosfolipases A2 bésicas nomeadas bothropstoxina-1 (BthTX-I, Lys49),
cataliticamente inativa e 1l (BthTX-1I, Asp49), com baixa atividade catalitica foram isoladas
do veneno de B. jararacussu e caracterizadas, e sdo responsaveis pela inducdo de edema,
hipotensdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria, hemorragia e mionecrose (TAKEDA et al.,
2004; FERNANDEZ et al., 2010).

Borges et al. (2000) em estudos realizados com extrato aquoso de Casearia
sylvestris, planta conhecida popularmente como Guacatonga, encontrou capacidade do extrato
em inibir atividade de fosfolipase A2 relacionada a atividade de venenos de serpentes, além de
inibir atividade miotoxica de venenos botrépicos, anticoagulante e reduzir parcialmente a
atividade indutora de edema dos venenos de B. moojeni e B. jararacussu, bem como de
miotoxinas MjTX-1l e BthTX-I.

A atividade fosfolipasica induzida pelo veneno total de Bothrops jararacussu
(vBju) sobre 4N3OBA como substrato cromogénico foi significativamente neutralizada in
vitro pelo extrato de Bredemeyera floribunda (EBf) nas razdes de 1:1, 1:2 e 1:3 (vBju:EBf), a
absorbancia foi medida em intervalos de 10 min durante 40 minutos.

Umas das principais alteracfes locais do envenenamento por B. jararacussu é a
formacdo de edema e inflamacédo local que envolve células brancas do sangue e citocinas, no
entanto, 0 mecanismo ainda ndo estd bem elucidado. Drogas, como a dexametasona, sao
testadas experimentalmente a fim de se verificar se ha diminuicdo da resposta inflamatoria
induzida por venenos (PATRAO-NETO, 2012).

As reacOes inflamatorias locais provocadas por serpentes das familias Viperidae e
Crotalinae s@o devidas, principalmente, a acdo das fosfolipases A2, metaloproteases e serino
proteases, as quais podem agir em conjunto e desencadear o processo inflamatério (NUNES
etal., 2011).

As figuras 16 e 17 mostram a atividade edematogénica do veneno de B.
jararacussu e bloqueio pelo extrato de B. floribunda quando administrado por via
intraperitoneal no pré e pos-tratamento, tendo um melhor resultado no pré-tratamento. O
extrato pré-incubado com o veneno também apresentou uma inibicdo da atividade do veneno.
Quando administrado por via oral, o extrato ndo apresentou bloqueio da agédo do veneno,
como também, ndo apresentou aumento significativo da acdo deste. Pode-se sugerir que
algum metabolito ativo responsavel pela acdo do extrato é metabolizado no trato
gastrintestinal e ndo é absorvido, contrario do que acontece por via i.p., a qual apresenta um
bloqueio do efeito do veneno. O grupo que recebeu soro antibotrépico também apresentou

uma queda da atividade edematogénica, mas quando comparado aos grupos que receberam
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EBf por via i.p., estes ultimos apresentaram resultados mais significativos. Na anlise
histolégica observou-se que a inflamacdo, edema e presenca de células inflamatorias é
diminuida com o uso do EBf, principalmente no pré-tratamento i.p., confirmando os
resultados obtidos.

As PLA; isoladas de venenos botrdpicos sdo frequentemente miotdxicas e podem
causar edema, sendo este mediado em graus diferentes por aminas (histamina e serotonina)
liberados por mastdcitos degranuladores (BARBOSA et al., 2003). Esses resultados podem
ser atribuidos a ligacdo de algum componente do extrato, como, por exemplo, as saponinas
triterpénicas, seus principais constituintes, a componentes do veneno como as fosfolipases A2
e seus homologos, blogueando parcialmente a acdo destas e evitando a resposta inflamatdria
(BEVENINO et al., 1994; SCHENKEL et al., 2001). Estudos relacionam a inibicdo de
fosfolipases A2 de venenos de serpentes por compostos naturais a ligacdo desta enzima a
flavonoides presentes nessas plantas. O extrato de Bredemeyera floribunda contém
flavonoides, o que pode explicar a agéo verificada. Os flavonoides usualmente exercem seu
efeito inibitdrio via interacdes hidrofobicas com os anéis A e B e aromaticos presentes em sua
estrutura ou residuos de aminoacidos hidrofobicos na proteina (CARVALHO et al., 2013).

Extratos vegetais contém uma grande diversidade de compostos quimicos que tém
varios efeitos farmacoldgicos. Estudos descrevem que a eficacia de extratos é maior do que de
componentes isolados, devido, provavelmente ao sinergismo dos constituintes do extrato.
Extratos ricos em proantocianidinas, saponinas triterpendides, polissacarideos e cumarinas sao
inibidores potentes de metaloproteinases de veneno botrépico. Flavonoides, por outro lado,
tém sido relacionados as a¢Ges antiinflamatoria, antiulcerosa, anti-hipertensiva e muitas outras
atividades. Atribui-se essa atividade a inibigc&o de fosfolipases A2, um importante componente
dos venenos de serpentes (NISHIJIMA, 2009).

As saponinas triterpénicas do EBf podem estar neutralizando tanto a Bth TX-I
(Lys-49) que € responsavel por formagdo de edema, degranulacdo mastocitaria, bloqueio
irreversivel da contracdo muscular, ruptura de lipossomos, e citotoxicidade sobre musculo e
células endoteliais; quanto a Bth TX-11 (Asp-49) relacionada a indugdo de edema e migracao
leucocitaria (PEREIRA et al., 2009).

Estudo realizado por Pereira et al. (2009), mostrou que o extrato etanodlico de
Blutaparon portulacoides diminuiu consideravelmente edema de pata induzido pelo veneno
de B. jararacussu, apresentando efeito anti-inflamatério pela possivel inibi¢cdo de miotoxinas

isoladas do veneno, acdo em que BThTX-1 e Il podem ter participagéo.
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Oliveira et al. (2009) investigou o efeito antiinflamatério do extrato aquoso de
Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B. Verl., conhecida popularmente como “crajiru”, sobre
0 edema induzido por venenos de serpentes amazénicas dos géneros Bothrops e Crotalus, em
camundongos, mostrando que o extrato teve atividade inibitoria sobre os efeitos inflamatérios
do venenos de Bothrops atrox e Crotalus durissus ruruima.

A fim de verificar a atividade anti-inflamatdria do extrato de B. floribunda,
realizou-se experimentos com uma substancia ja conhecidamente edematogénica, a
carragenina. Esse modelo é bastante utilizado para investigar a patofisiologia da inflamacéo
aguda e para avaliar os efeitos anti-inflamatdrios dos compostos como medicamentos anti-
inflamatorios ndo esterdides (AINEs) (NUNES et al., 2007).

A injecdo intraplantar de carragenina produz inflamacéo aguda caracterizada por
aumento de agua nos tecidos, exsudacdo de proteinas plasmaticas com extravasamento de
neutréfilos e o metabolismo do 4&cido araquiddnico pelas vias da ciclooxigenase e
lipoxigenase. O pico edematogénico maximo da carragenina situa-se ao redor de 3 horas e
envolve também a sintese e liberacdo de mediadores que incluem prostaglandinas, histamina,
bradicininas, leucotrienos e serotonina (ZHANG et al., 2008).

O extrato de B. floribunda blogueou a ac¢éo da carragenina de modo téo efetivo
guanto a indometacina (figuras 18 e 19, tabela 5), usada como controle positivo. A resposta
inflamatéria é conhecidamente dividida em trés fases: vasodilatacdo e aumento do fluxo
vascular, aumento da permeabilidade vascular, e a migracdo de leucécitos para os tecidos nos
quais ocorreu a lesdo. A histamina e 5-HT sdo geralmente responsaveis por induzir a resposta
imediata da inflamacdo em ratos enquanto as cininas e prostaglandinas sdo responsaveis por
mediar as respostas posteriores (ANTONIO e BRITO, 1998). O extrato de B. floribunda pode
estar agindo bloqueando mediadores inflamatorios, evitando assim, a formacéo de edema e da
resposta inflamatdria, neutralizando a resposta provavelmente mediada por histamina, cininas
e serotonina que estdo envolvidas no dano inflamat6rio mediada por carragenina.

O EBf mostrou neutralizagdo das atividades proteolitica do vBju. A figura 11
mostra a inibicdo da atividade proteolitica do vBju pelo EBf in vitro utilizando DL-BApNA
como substrato, nas razdo de 1:1, 1:2 e 1:3 (vBju:EBF).

A atividade anti-hemorragica do extrato de B. floribunda contra o vBju pode ser
visualizada na figura 21. Observa-se diminuicdo significativa da extensdo da area
hemorragica induzida pelo vBju através do tratamento com o extrato de B. floribunda nos
grupos pré-incubado, pré-tratado i.p. e poés-tratado i.p. O laudo histopatolégico mostrou

alteracdes no grupos vBju com fibras musculares e presenca de infiltrado inflamatorio nos
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tecidos subcutaneo e muscular e leves alteracbes nos grupos tratados com o EBf, derme
ligeiramente edematosa, leve infiltrado inflamatorio.

Na atividade necrosante, o EBf também blogueou a acdo do veneno nos grupos
pos-tratamento v.0., pos-tratamento i.p., sendo de modo mais significativo, no pré-
tratamento i.p. como mostrado na figura 25. O controle positivo realizado com SAB né&o
mostrou diminuicdo significativa das areas hemorragica e necrosante. A andlise histoldgica
demonstrou diminuicdo da necrose e do infiltrado de células inflamatorias nos grupos tratados
com o extrato, exceto no grupo pre-incubado.

A patogénese da hemorragia induzida por venenos envolve dano direto nos
microvasos, realizado por toxinas hemorragicas. Toxinas responsaveis pelo efeito
hemorragico de venenos de serpentes sdo as metaloproteases zinco-dependentes, estando o
efeito hemorragico ligado a atividade proteolitica dessas enzimas. O mecanismo de acao
dessas enzimas tem sido investigado, sabendo-se que a hidrdlise de componentes da
membrana basal é a chave do processo (GUTIERREZ et al., 2005).

A atividade proteolitica nos venenos de serpentes do género Bothrops esta
relacionada a patogénese local e a reacdes sistémicas. Serinoproteases, enzima presente no
veneno de serpentes, afetam o sistema hemostatico e tém acdo sobre uma variedade de
componentes da cascata de coagulacdo, no sistema fibrinolitico e cinina-calicreina, causando
um desequilibrio do sistema hemostatico. Outro grupo de enzimas importante sdo as
metaloproteases, que exercem, principalmente, acdo hemorragica através da degradacdo de
proteinas da membrana basal endotelial, tais como laminina, fibronectina, colageno tipo IV e
os proteoglicanos. Proteinas de coagulacdo do sangue, tais como o fibrinogénio e o fator de
von Willebrand sdo também alvos da sua atividade proteolitica. Além disso, as
metaloproteases também podem inibir a agregacdo plaquetaria e desencadear a liberacdo de
citocinas. Estes dois efeitos associados a digestdo proteolitica da membrana basal, séo citados
como o principal mecanismo de hemorragia induzida por metaloproteases (QUEIROZ, 2008).

Pterocarpanos prenilados, denominados cabenegrinas A-1 e A-ll, isolados de
Harpalyce brasiliana, uma planta usada popularmente na regido Nordeste do Brasil conhecida
como raiz-de-cobra e usada contra picadas de serpentes mostrou atividade antimiotdxica,
antiproteolitica e inibiu propriedades de PLA, (DA SILVA et al., 2004; XIMENES, 2009).

Estudo realizado por Jorge (2011) demonstrou que alcaldides isolados de Solanum
campaniforme promoveram inibicdo significativa das atividades proteoliticas in vitro,
reduziram efeitos miotoxicos, hemorragicos e necrosante resultantes da ag&o do veneno total

de B. pauloensis em camundongos.
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No presente estudo, as saponinas triterpénicas ou outro constituinte do EBf,
podem ter agido quelando as ligagdes de zinco das metaloproteases, ou se ligando a
componentes da membrana basal, inviabilizando a acdo dessas enzimas e inibindo, assim, as
acOes hemorragica, proteolitica e necrosante do veneno.

Os resultados obtidos com a dosagem de CK (creatinaquinase) sérica (figura 29),
enzima presente nos muasculos esqueléticos, quando esses se encontram comprometidos esta
enzima extravasa e é encontrada no plasma, sendo um bom marcador de lesdo muscular,
demonstraram que o vBju desencadeia forte acdo miotoxica, acdo esta citada para o0 veneno
desta espécie, relacionada a acdo da PLA; Lys 49 (GUTIERREZ et al, 2008). No entanto o
tratamento v.0. com o extrato da planta estudada, conseguiu reduzir esse efeito, isso
provavelmente atribuido a acdo de compostos presentes na planta, como flavonoides ou
saponinas, que bloqueiam a acdo de miotoxinas presentes no veneno de B. jararacussu como
as fosfolipases BthTx-1 e Il (BIONDO, 2003).

Veronese et al. mostrou a inibicdo da atividade miotoxica de Bothrops
jararacussu e suas miotoxinas BthTX-1 e Il pelo extrato aquoso de Tabernaemontana
catharinensis A. DC., sendo que a atividade miotdxica de venenos botrépicos se da devido
principalmente a esses dois homdlogos de fosfolipase A2, BthTX-I e Il, que comp&em de 40-
50% do veneno total. BthTX-1 ndo apresenta atividade catalitica sobre substratos artificiais,
enquanto a BthTX-1l € uma toxina com atividade fosfolipasica que exerce relativa acdo sobre
células musculares, sendo responsavel por um quadro de degeneracgdo intensa.

O estudo Veronese et al. mostra a possivel neutralizacdo da acdo local do veneno
de B. jararacussu, pois 0 extrato deve conter substancias que neutralizam as a¢des do veneno.
Hemorraginas e fofolipases sdo enzimas que precisam de um ion metalico bivalente para
promover uma acdo inibitoria, entdo, no extrato deve haver compostos que se ligam a esses
ions, invibializando a acdo dessas enzimas. Outra explicacdo seria que compostos do extrato
podem ocupar sitios nas toxinas, evitando a ligacdo dos substratos as enzimas, sendo estas
interacdes covalentes ou ndo covalentes (BIONDO, 2003).

Entretanto, o estudo com outras doses do extrato de B. floribunda e suas
substancias isoladas, como também, com fracfes isoladas do veneno de B. jararacussu
responsaveis pelas alteracbes locais, serdo necessarios para esclarecer como se da o

mecanismo inibitorio.
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CONCLUSAO
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7 CONCLUSAO

O extrato aquoso de Bredemeyera floribunda ndo apresentou toxicidade aguda em
camundongos e nem em ceélulas RAW 264.7. Mostrou ainda, inibicdo das atividades
fosfolipasica e proteolitica, e inibi¢do das atividades edematogénica provocadas pelo veneno e
por carragenina. As atividades hemorragica, necrosante e miotoxica promovidas pelo veneno
de Bothrops jararacussu em camundongos também foram bloqueadas pelo extrato, sendo o
pré-tratamento i.p. mais efetivo, corroborando com o uso profilatico popular.

Evidencia-se através deste estudo a atividade antiofidica do extrato da EBf
relacionado principalmente aos efeitos locais, contudo faz-se necessario aprofundar o0s

estudos iniciados e especificar ainda mais 0s mecanismos pelo quais esta planta atua.
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