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“Science is more than a body of knowledge.
It's a way of thinking, a way of skeptically
interrogating the universe.”

(Carl Sagan)

“lgnorance more frequently begets confidence than does knowledge:

It is those who know little, and not those who know much, who so positively
assert that this or that problem will never be solved by science.”

(Charles Darwin)

“Science is simply common sense at its best,
that is, rigidly accurate in observation,

and merciless to fallacy in logic.”

(Thomas Huxley)



RESUMO

Os envenenamentos decorrentes de picadas de serpentes foram classificados, em
2009, pela Organizacao Mundial da Saude, como doenca tropical negligenciada. No
Brasil, o género Bothrops sp. é responsavel pela maioria destes acidentes e, na
regiao Amazoénica, grande parte dos relatos de ofidismo € atribuida a espécie
Bothrops atrox. Os venenos das espécies do género Bothrops sp. sdo compostos
predominantemente por proteinas como fosfolipases A,, metaloproteinases,
serinaproteases, entre outros. A atividade hemorragica é causada pela agéo de
metaloproteinases que induzem dano vascular e zonas isquémicas que contribuem
para o surgimento de necrose do tecido local. O tratamento preconizado pelo
Ministério da Saude do Brasil para esses acidentes é a administracdo de antiveneno,
entretanto, este imunobiolégico ndo neutraliza os efeitos locais de forma eficaz. As
comunidades ribeirinhas, da regido Norte do Brasil, tem dificuldade de acesso ao
tratamento soroterapico e utilizam plantas da medicina popular para bloquear as
acOes induzidas pelos venenos de serpentes. O presente estudo investigou o
potencial do extrato aquoso de Connarus favosus (EACf) em inibir as atividades
hemorragica e fosfolipasica A, induzida pela peconha da serpente Bothrops atrox
(PBa) determinar os potencias antioxidantes e antimicrobianos do extrato. EACf foi
analisado fitoquimicamente para metabdlitos secundarios e os compostos fenélicos
(taninos condensados e taninos hidrolisaveis) foram determinadas por ensaios
colorimétricos. A acado antioxidante foi avaliada por ensaios quantitativos de 2,2-
difenil-1-picril- hidrazila (DPPH) e Fe®*/Fenantrolina. A agdo antimicrobiana foi
avaliada por difusdo em disco e concentragcdo minima inibitéria, e a citotoxicidade foi
avaliada utilizando linhagem de fibroblasto humano (MRC-5). A inibicao da atividade
hemorragica induzida pelo PBa foi avaliada por administracdo via oral do EACH,
seguindo protocolos de pré-tratamento, pds-tratamento e agdo coadjuvante (EACf +
soro antibotropico SAB). A inibicdo da hemdlise indireta causada pela fosfolipase A,
(PLAy) foi testada in vitro. A interagdo entre EACf e PBa foram avaliadas por
eletroforese SDS-PAGE, Western Blot (Wb) e Zimografia. No perfil fitoquimico foram
identificadas dez classes de metabdlitos secundarios, e 0s ensaios colorimétricos
mostraram altas quantidades de fendis totais e taninos (condensados e
hidrolisaveis). O EACf exibiu alto potencial antioxidante e antimicrobiano. O 1Cso do
efeito citotéxico foi 51,91 (46,86 - 57,50) ug/mL. A inibicdo da atividade hemorragica
do PBa foi significativa em todos os protocolos testados, e a inibicdo da PLA, foi
significativa para as duas concentragbes mais altas. A mistura PBa/EACf produziu
as mesmas bandas do veneno isolado no SDS-PAGE e Wb, porém de forma mais
branda. A zimografia confirmou a atividade proteolitica do PBa, mas quando o
veneno foi pré-incubado com o EACf houve bloqueio dessa atividade. O EACT foi
eficaz no bloqueio da atividade hemorragica da PBa quando administrado nas doses
e via tradicionalmente utilizadas.

Palavras-chave: Connarus favosus, Bothrops atrox, plantas antiofidicas, acidentes
ofidicos, medicina popular.
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ABSTRACT

Envenomings resulting from snakebites were classified, in 2009, by the World Health
Organization as a neglected tropical disease. In Brazil, the genus Bothrops sp. is
responsible for most of these accidents and, in the Amazon region, the majority of
shakebite reports is attributed to the species Bothrops atrox. The venom from snakes
of the genus Bothrops sp. is composed by proteins such as phospholipase A.,
metalloproteinases, among others. The hemorrhagic activity is caused by
metalloproteinase which induce vascular damage and ischemic zones which
contribute to the appearance of necrosis in the local tissue. The treatment
recommended by the Ministry of Health of Brazil against snakebites is the antivenom
administration, however, this treatment does not neutralize the local effects
satisfactorily. The coastal communities of Northern Brazil, due to long distances from
health centers, have limited access to serumtherapy treatment and use plants of folk
medicine to block the actions induced by snake venoms. This study investigated the
potential of the aqueous extract of Connarus favosus (AECf) to inhibit hemorrhagic
and phospholipase A, activities induced by Bothrops atrox venom (BaV) and to
determine the antioxidant and antimicrobial potentials of the extract. AECf was
analyzed phytochemically for secondary metabolites and phenolics (condensed
tannins and hydrolyzable tannins) by colorimetry. Antioxidant activity was evaluated
by quantitative assays using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and
Fe®**/phenanthroline. Antimicrobial activity was evaluated by the disk diffusion and
minimal inhibitory concentration test, and cytotoxicity was evaluated using human
fibroblast cells (MRC-5). Inhibition of BaV-induced hemorrhagic activity was
assessed after oral administration of the extract using pre-treatment, post-treatment
and combined (BA plus AEC() treatment protocols. Inhibition of indirect hemolysis
caused by phospholipase Ao (PLA2) was investigated in vitro. Interaction between
AECf and BaV was investigated by SDS-PAGE electrophoresis, Western blot (Wb)
and zymography. The phytochemical profile of AECf revealed ten secondary
metabolite classes, and colorimetry showed high total phenolic and total (condensed
and hydrolyzable) tannin content. AECf exhibited high antioxidant and antimicrobial
potentials. The 1Csy for the cytotoxic effect was 51.91 (46.86 - 57.50) pg/mL.
Inhibition of BaV-induced hemorrhagic activity was significant in all the protocols, and
inhibition of PLA, activity was significant with the two highest concentrations. The
BaV/AECf mixture produced the same bands as BaV by itself in SDS-PAGE and Wb
although the bands were much fainter. Zymography confirmed the proteolytic activity
of BaV, but when the venom was pre-incubated with AECf this activity was blocked.
AECf was effective in reducing BaV-induced hemorrhagic activity when administered
by the same route as that used in folk medicine.

Keywords: Connarus favosus, Bothrops atrox, anti-snakebite plants, snakebites, folk
medicine.
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Resumo

Os envenenamentos decorrentes de picadas de serpentes foram classificados, em 2009, pela
Organiza¢dao Mundial da Satdde, como doenca tropical negligenciada. No Brasil, o género Bothrops sp.
¢ responsdvel pela maioria destes acidentes e, na regido Amazonica, grande parte dos relatos de
ofidismo € atribuida a espécie Bothrops atrox. Os venenos das espécies do género Bothrops sp. sdo
compostos predominantemente por proteinas como fosfolipases A,, metaloproteinases,
serinaproteases, além de outros componentes organicos que contribuem para a inducdo de diversos
danos locais e sist€micos, dentre esses destacam-se as alteracdes hemorrdgicas tanto no sitio da picada
quanto em O6rgdos vitais. A atividade hemorrdgica € causada pela acdo de metaloproteinases que
induzem dano vascular e zonas isquémicas que contribuem para o surgimento de necrose do tecido
local, resultando em lesdo permanente e amputacdo do membro afetado. O tratamento preconizado
pelo Ministério da Sadde do Brasil para esses acidentes é a administragdo de antiveneno, entretanto,
este imunobioldgico ndo neutraliza os efeitos locais de forma eficaz. Além disso, as comunidades
ribeirinhas da regiio Norte do Brasil, devido as longas distdncias dos centros de sadde, tém
dificuldade de acesso ao tratamento soroteripico e na tentativa de suprir essa deficiéncia utilizam
plantas da medicina popular para bloquear as a¢des induzidas pelos venenos de serpentes. Dentre essas
espécies vegetais tidas como antiofidicas, Connarus favosus Planch. (Connaraceae) mostrou eficicia
quando testada frente a atividade hemorragica, induzida pelo veneno de Bothrops atrox, conforme uso
popular tradicional. Esta revis@o visa mostrar os mecanismos e os componentes indutores da atividade
hemorrédgica dos venenos de serpentes do género Bothrops sp. bem como, apresentar as plantas com
atividades antiofidicas com énfase na espécie vegetal Connarus favosus.

Palavras-Chave: Bothrops atrox, hemorragia, medicina popular e plantas antiofidicas.
Abstract

Envenomings resulting from snakebites were classified, in 2009, by the World Health Organization as
a neglected tropical disease. In Brazil, the genus Bothrops sp. is responsible for most of these
accidents and, in the Amazon region, the majority of snakebite reports is attributed to the species
Bothrops atrox. The venom from snakes of the genus Bothrops sp. is composed by proteins such as



phospholipase A,, metalloproteinases and other organic components that contribute to the
development of many local and systemic damage, including hemorrhagic disorders at the bite site and
in vital organs. The hemorrhagic activity is caused by metalloproteinase which induce vascular
damage and ischemic zones which contribute to the appearance of necrosis in the local tissue, which
may result in permanent damage and amputation of the affected limb. The treatment recommended by
the Ministry of Health of Brazil against snakebites is the antivenom administration, however, this
treatment does not neutralize the local effects satisfactorily. In addition, the coastal communities of
Northern Brazil, due to long distances from health centers, have limited access to serumtherapy
treatment and in an attempt to overcome this deficiency they use plants of folk medicine to block the
actions induced by snake venoms. Among these plants known as antiophidic, Connarus favosus
Planch. (Connaraceae) showed efficacy when tested against the hemorrhagic activity induced by
Bothrops atrox, according to traditional folk use. This review aims to show the mechanisms and
inductive components of the hemorrhagic activity if the venom from snakes of genus Bothrops sp. and
also present plants with antiophidic activities with an emphasis on plant species Connarus favosus.

Key-words: Bothrops atrox, hemorrhage, folk medicine and antiophidic plants.
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1. Introducao

Os acidentes ofidicos representam um importante problema de satide publica e afetam
principalmente paises tropicais (KASTURIRATNE et al., 2008). No Brasil, esses envenenamentos
causam elevada morbidade e mortalidade, sobretudo por causa da dificuldade de acesso aos servicos
de satde, que sdo na maioria das vezes abaixo do ideal (CARDOSO, 2009). Outro fator que deve ser
levado em consideragdo é a escassez do soro antiofidico, que é o tnico tratamento especifico
recomendado pelo Ministério da Saide do Brasil para tratar envenenamentos por serpentes. Esse
problema € agravado principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil, onde a distribui¢do e o
acesso a soroterapia s@o precdrios ou inexistentes (DOS-SANTOS, 2009; WEN et al., 2015).

Na Amazodnia brasileira, 90% dos casos de envenenamento por serpentes sio atribuidos ao
género Bothrops sp. € a espécie B. atrox é considerada a principal causadora desses acidentes, porém,
Bothrops atrox e Lachesis muta muta compartilham o mesmo nome popular “surucucu” em certas
dreas da Amazonia brasileira, trazendo um fator de confusdo na identificacdo da espécie pela
populagao local (BERNARDE; GOMES, 2012), além da coexisténcia de outras espécies de serpentes
peconhentas. O envenenamento por Bothrops atrox causa uma série de complicagdes resultantes da
acdo de diferentes toxinas presentes no veneno como metaloproteinases (SVMPs), fosfolipases A,
(PLA,;s), serinoproteases (SVSPs), ou do sinergismo entre elas (CALVETE et al., 2011; BUSTILLO et
al., 2015). Os principais efeitos sistémicos causados por essas toxinas sdo hemorragia, coagulopatia e
choque cardiovascular. Essas toxinas também podem causar dano tecidual local, caracterizado por
edema, formag¢do de bolhas, hemorragia e necrose do musculo esquelético (GUTIERREZ;
LOMONTE, 2009). As complicac¢des locais sdo decorrentes da necrose e da infec¢do secundéria
causada por bactérias da cavidade oral da serpente, da pele ou do ambiente, que podem levar a
amputagdo e/ou déficit funcional do membro (JORGE et al., 1990; PARDAL et al., 2004).



A atividade hemorrdgica € um dos sintomas mais graves no quadro de envenenamento por
serpentes do género Bothrops sp. e € ocasionada pela acdo de metaloproteinases. Estas toxinas
hemorrdgicas desempenham um papel importante no dano vascular e subsequente geracdo de zonas
isquémicas que contribuem em grande parte para o surgimento de necrose do tecido local, resultando
em amputacdo do membro afetado (GUTIERREZ et al., 1988; WARRELL, 1992). Uma das toxinas
responsdveis pela acdo hemorrdgica do veneno de Bothrops jararaca, a jararagina (metaloprotease
hemorrégica da classe PIII) foi isolada, em 1992, e é bastante estudada por pesquisadores do Brasil
e de outros pafses. O mecanismo de agdo pelo qual a jararagina induz a hemorragia, foi desvendado
em 2010 por pesquisadores do Instituto Butantan. A jararagina se fixa as proximidades dos vasos,
ligando-se aos componentes da matriz extracelular, comprometendo sua integridade e induzindo
sangramento local (BALDO et al., 2010). Entretanto, depois de estabelecida a lesdo local, esta ndo é
revertida pelo soro antibotrépico. Sendo assim, ao descobrir como a toxina age e induz a hemorragia é
possivel investigar tratamentos complementares para as vitimas de envenenamento por serpentes.
Muitas espécies vegetais da flora brasileira sdo indicadas ou utilizadas para o tratamento desses
pacientes, assim, esses inibidores naturais podem ser importantes como aliado a soroterapia contra a
hemorragia local, causada pelo veneno de serpentes Bothrops sp. (BALDO et al., 2010).

Em estudo realizado por CASTRO e colaboradores (1999), foram avaliadas 48 espécies
vegetais da Costa Rica quanto ao potencial anti-hemorrigico frente ao veneno de Bothrops asper. e,
das 48 espécies avaliadas, 10 inibiram totalmente a atividade hemorragica pelo protocolo de pré-
incubac¢do. No Brasil, muitas plantas sdo utilizadas tradicionalmente em casos de envenenamento por
serpentes, sobretudo, na regido Norte do Pais, onde é dificil o acesso ao tratamento convencional. Em
um levantamento etnobotanico realizado em comunidades de Santarém, Regido Oeste do Pard, foram
citadas 24 espécies de plantas de uso antiofidico e 12 destas espécies foram capazes de reduzir, em
diferentes porcentagens, a atividade hemorragica induzida pelo veneno de Bothrops jararaca,
seguindo protocolo de pré-incubagdao (MOURA et al., 2015).

Connarus favosus Planch. (Connaraceae), € conhecida popularmente como “Veronica”. Essa
espécie endémica possui distribuicdo geografica em trés regides do pais, incluindo a Regido Norte,
onde estd representada nos Estados do Amazonas e Pard (FORERO, 1983). A casca de C. favosus é
comumente utilizada pela populagao tradicional para tratamento de acidentes ofidicos (MOURA et al.,
2013; MOURA et al., 2015). O extrato aquoso da casca foi eficaz no bloqueio das atividades
hemorrégica, coagulante, fosfolipdsica e edematogénica induzidas pelo veneno de Bothrops atrox
(MOURA et al., 2013) e hemorragica do veneno de Bothrops jararaca, testadas pelo protocolo de pré-
incubagdo (MOURA et al., 2015). E quando avaliado de acordo com o uso tradicional, o extrato
aquoso inibiu até 66,3% da hemorragia, seguindo protocolo de pds-tratamento utilizando a via oral de
administracdo (Silva et al., 2015 — submetido JEP-D-15-03311). Sendo assim, esta revisdo teve por
objetivo descrever os aspectos gerais da atividade hemorrédgica induzidas pelos venenos de serpentes
do género Bothrops sp., bem como, elencar as espécies vegetais com agdo anti-hemorrégica.

2. Metodologia

O contetido desta pesquisa bibliografica foi extraido dos seguintes sites de busca:
ScienceDirect, PubMed, Web of Science, SciELO, Scopus, Scirus, dentre outros sitios da internet de
fontes oficiais, no periodo entre marco de 2013 e outubro de 2015. Os artigos publicados de janeiro de
1985 a outubro de 2015, que apresentavam uma ou mais das palavras-chave listadas a seguir, foram

LE T3

considerados: “Bothrops sp.”, “Bothrops atrox”, “snake venom”, “snakebite”, “hemorrhagic activity”,

EE T3

“antiophidic plants”, “antihemorrhagic plants”, “folk medicine”, “Connarus sp.”, “Connarus favosus”,
ou suas respectivas versdes em portugués, quando aplicadas.

3. Revisao Bibliografica

3.1. Acidentes ofidicos na Regido Norte do Brasil

No Brasil, a média de acidentes ofidicos notificados pelo SINAN (Sistema de Informagao de
Agravos de Notificacdo) estd entre 27.000 e 29.000 anualmente e as principais espécies causadoras,



em ordem decrescente, sdo as pertencentes aos géneros Bothrops sp., Crotalus sp., Lachesis sp. e
Micrurus sp. (BOCHNER et al., 2014; DA-SILVA et al., 2015; FEITOSA et al., 2015).

A maioria das vitimas € do sexo masculino e com idade entre 20 a 59 anos, consequentemente,
nesta faixa etdria estd o maior nimero de 6bitos (BOCHNER et al., 2014; DA-SILVA et al., 2015),
entretanto, em pacientes com idade acima de 60 anos aumenta a gravidade do quadro clinico e o risco
de letalidade (DA-SILVA et al., 2015; FEITOSA et al., 2015). Os locais anatdmicos mais acometidos
nos acidentes sdo os pés e pernas, os quais representam cerca de 90% (WALDEZ; VOGT, 2009;
FEITOSA et al., 2015).

Nas comunidades ribeirinhas, a populacdo é mais susceptivel aos acidentes ofidicos durante o
periodo de cheia dos rios e a maioria dos acidentes estd relacionada a atividades econémicas como
extrativismo, agricultura, caca e também com a falta de equipamentos de seguranca para a realizagdo
dessas atividades, por exemplo, luvas e calcados apropriados (BORGES et al., 1999; DOS-SANTOS,
2009; WALDEZ; VOGT, 2009).

No pafs, mais da metade da populacdo recebeu atendimento médico em até 3 horas apds a
picada, com excecdo da Regido Norte, onde 42% obtiveram atendimento dentro desse prazo, porém, a
maioria s6 foi atendida 6 horas apds a picada (BOCHNER et al., 2014). A situacdo ainda € mais
precéria quando se trata das populacdes ribeirinhas, nas quais apenas 25% dos pacientes receberam a
soroterapia em tempo igual ou superior a 24 horas, apds a ocorréncia do acidente (WALDEZ; VOGT,
2009).

Segundo estudo do perfil dos acidentes ofidicos no Brasil entre 2001 e 2010, o ano com maior
nimero de notificagdes foi 2010. O acréscimo anual do niimero de casos de ofidismo ndo se deve
apenas ao aumento do nimero de acidentes, mas também as melhorias no sistema de notificagdo e
informacao de saide. Entretanto, é provdvel que as dificuldades de acesso aos servicos de satide e
problemas de comunicagdo ainda podem contribuir para a subnotificacdo dos acidentes, especialmente
na Regido Norte, onde as vitimas t€ém que percorrer longas distincias, com transportes precérios, entre
o local do acidente e o atendimento médico e por vias de acesso como a fluvial, ou estradas sem
revestimento (BORGES et al., 1999; DOS-SANTOS, 2009; BOCHNER et al., 2014). Além disso,
podem ocorrer subnotificagdes quando pacientes que apresentam sintomas leves de picada, moram em
dreas de dificil acesso e ndao relatam o caso aos hospitais ou, ainda, quando o quadro do
envenenamento é muito grave levando o paciente a ébito, no caminho para o atendimento médico
(FEITOSA et al., 2015). Por exemplo, para as populacdes ribeirinhas e indigenas, o dificil acesso aos
centros de satide para tratamento de lesdes por animais peconhentos resulta em um niimero de casos
notificados, muito inferior ao nimero real (WEN et al., 2015).

A taxa elevada de acidentes pode também ser explicada pela enorme capacidade que as
serpentes tém de se adaptarem a uma gama de ambientes, o que lhe permite habitar dreas florestais e
dreas ocupadas por seres humanos, resultantes da urbanizagdo. Nos centros urbanos, tanto
assentamentos precdrios nas periferias das cidades, como bairros mais abastados préximos de édreas de
preservagdo natural, podem oferecer abrigo para as serpentes. Portanto, os acidentes ofidicos ndo sio
problemas apenas nas dreas rurais e essas condi¢des, junto ao ecoturismo, tem contribuido para um
fendmeno chamado "Urbanizagdo das picadas de serpentes" (BOCHNER et al., 2014).

No Estado do Amazonas, foi conduzido um estudo que analisou 9.191 notificagdes de
acidentes ofidicos, entre os anos de 2007 e 2012, os quais 70% estavam ligados a dreas rurais € 55%
ligados a atividades relacionadas ao trabalho. O soro antiofidico foi administrado em 93% dos
pacientes que sofreram picadas de serpentes do género Bothrops sp., entretanto, as doses
administradas de soro foram menores do que as recomendadas, principalmente em envenenamentos
considerados graves (52%), isso pode ser devido a falta de fornecimento de soro, impondo ao
profissional de satide o “racionamento” desse imunobioldgico para o atendimento de futuras vitimas.
Como mencionado anteriormente, muitas vezes, os acidentados s6 conseguem acesso ao tratamento
horas ou mesmo dias ap6s o evento, refletindo na dificuldade em prever a quantidade de antiveneno
necessdria no momento da admissao dos pacientes. Além disso, a falta de informacdo adequada sobre
a dosagem de antiveneno a ser administrado, por parte dos profissionais da drea médica, em ambientes
remotos e a indisponibilidade recorrente de soro nessas dreas rurais contribuem para a mé distribuicio
e armazenamento desses imunobioldgicos (FEITOSA et al., 2015). Os antivenenos sdo geralmente
disponiveis nos hospitais municipais e ndo distribuidos aos postos de satde periféricos, uma razdo
para isso é que os antivenenos devem ser administrados por via endovenosa e isso pode causar, ao



paciente, reacdes adversas graves, como o choque anafildtico, os quais ndo podem ser revertidos em
postos de saide (WEN et al., 2015).

A producdo de soro suficiente para lidar com o nimero médio anual dos casos ndo garante
necessariamente a sua disponibilidade nas unidades de saide durante todos os meses do ano. As
grandes flutuagdes no nimero de acidentes ao longo dos anos podem gerar escassez temporaria de
soro, que nao pode ser prevista em uma andlise baseada na média de valores anuais (BOCHNER et al.,
2014). WEN e colaboradores (2015) relatam que a Regido Norte do Brasil é carente de profissionais
de satdde capazes de diagnosticar, tratar e notificar os acidentes ofidicos e, isso provavelmente,
contribui para o agravamento do ofidismo na regido. Outro fator importante é a identificacdo da
espécie de serpente que € essencial para o diagndstico e tratamento especifico do envenenamento,
porém, poucos pacientes levam o animal causador do acidente no momento do primeiro atendimento
(FEITOSA et al., 2015; WEN et al., 2015).

3.2.Serpentes

Virias espécies de serpentes, pertencentes as familias Colubridae, Elapidae e Viperidae, sdo
encontradas na regido Norte do Brasil. Algumas serpentes da familia Colubridae, apesar de
classicamente serem consideradas ndo-peconhentas por possuirem presas do tipo opistéglifas, sdo
capazes injetar o veneno produzido em suas glandulas, causando acidentes graves em suas vitimas,
como € o caso da cobra-verde Phylodryas viridissimus (CAMPBELL et al., 2004). As serpentes
conhecidas como corais-verdadeiras sdo distribuidas, no Brasil, nos géneros Leptomicrurus sp. (trés
espécies) e Micrurus sp. (vinte e quatro espécies) que pertencem a familia Elapidae. Dessas espécies,
grande parte € encontrada na Regido Amazonica, entretanto, apesar da abundancia de espécies sdao
raros os casos de acidentes registrados com essas serpentes (BERNARDE, 2011).

As serpentes responsdveis pela maioria dos acidentes ofidicos pertencem a familia Viperidae
com representante nos géneros Bothrocophias sp., Bothrops sp., Crotalus sp., Lachesis sp. A espécie
L. muta, conhecida como surucucu-pico-de-jaca ou surucucu, € considerada a maior serpente
peconhenta do Novo Mundo. No Brasil € encontrada nas zonas de florestas Amazodnica e Atlintica e é
responsdvel por cerca de 10% dos acidentes confirmados (DOS-SANTOS, 2009; BERNARDE, 2011).
A cascavel e suas subespécies apresentam muitas controvérsias quanto a sua classifica¢do, ora sendo
descritas como Crotalus durissus ora como Caudisona durissa. Estas serpentes sio amplamente
distribuidas no territério brasileiro e no Norte do Brasil sdo encontradas na regido de lavrado do
Estado de Roraima, nas areas de campo da Ilha do Marajé (PA) e em Humaitd (AM). Em um estudo
realizado entre 1992 e 1998 no estado de Roraima foi constatada a ocorréncia de 13,2% de acidentes
crotilico (NASCIMENTO, 2000), para outras localidades ndo foram encontrados registros na
literatura.

Bothrops e Bothrocophias conhecidas como jararacas sdo distribuidas em toda Regido
Amazonica e, em algumas dreas podem ser encontradas até cinco espécies diferentes (DOS-SANTOS
et al., 1995; DOS-SANTOS, 2009). Apesar desse conhecimento, a maioria dos acidentes sdo
atribuidos para a Bothrops atrox (Figura 1), popularmente conhecidas por diferentes sinonimias como:
jararaca-do-norte, jararaca-do-rabo-branco, surucucurana, as formas juvenis sdo denominadas jipoboia
e ¢ comum confundirem espécimes maiores com surucucu-pico-de-jaca. B. atrox (Figura 1) foi
descrita pelas populacdes ribeirinhas como a espécie mais agressiva, reagindo com ataque a
aproximagoes humanas. Em relatos de picados foi constatado que menos da metade de suas vitimas
alegaram ter realmente tocado na serpente (WALDEZ; VOGT, 2009), visto que essas serpentes
possuem um padrao de coloragdo muito varidvel e frequentam beiras de rios, cérregos, igarapés e até
arbustos (DOS-SANTOS et al., 1995; MELGAREIJO, 2009).

3.3. Atividades dos venenos de Bothrops sp. e Bothrops atrox

Nos venenos de serpentes do género Bothrops sp. 90% de seu peso seco é constituido por
proteinas como metaloproteinases (SVMP), L-aminodcido oxidase (LAAQO), “lectina-like” do tipo C
(CLECL), serinaproteases (SVSP), fosfoplipases (PLA;), dentre outras (FRANCA; MALAQUE,
2009; SOUSA et al., 2013). Apesar da similaridade na composi¢do, os venenos de serpentes de um
mesmo género, geralmente apresentam variacdes inter e intraespecificas. As variagdes intraespécies



podem ocorrer devido a fatores sazonais, ontogenéticos, geograficos (interpopulaconais) e nutricionais
(CHIPPAUX et al., 1991; FURTADO et al., 1991; FRANCA; MALAQUE, 2009; GUTIERREZ;
LOMONTE, 2009; CALVETE et al., 2011).
As principais atividades fisiopatoldgicas induzidas pelo veneno botrépico sdo inflamacio

aguda local, destirbios na coagulacdo e hemorragia local e sist€mica. A inflamagdo aguda é
caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatdrios (eicosanoides, citocinas, quimiocinas,
anafilatoxinas - C3a, C5a, dentre outras), promovendo a expressdo de moléculas de adesdo celular,
recrutamento de células, dentre outros eventos. As células fagociticas como mondcitos (macréfago
residentes) e neutréfilos recrutados para o local, exercem as suas fungdes liberando espécies reativas
de oxigénio, que podem potencializar o dano causado pelo veneno (TEIXEIRA et al., 2009), visto que
as defesas antioxidantes sdo comprometidas pelo estresse oxidativo, apés picada destas serpentes
(CARDOSO et al.,, 2009b). No processo de inflamacdo local hd a formacdo de trombos na
microvasculatura devido a atividade coagulante, seguindo de hipdxia, agravo do edema e necrose
tecidual. O veneno possui componentes ativadores da coagulacdo sanguinea como a trombina-simile
que cliva o fibrinogénio formando fibrina intravascular levando a incoagulabilidade sanguinea
(FRANCA; MALAQUE, 2009).

As principais complica¢des locais induzidas pelo envenenamento sdo infec¢des locais, necrose
e a Sindrome Compartimental (Figura 1). As infecgcdes locais apresentadas na forma de abscessos,
celulite e erisipela resultam do crescimento de bactérias da cavidade oral da serpente ou da prépria
pele da vitima, ou do meio ambiente e os riscos de dano por estes agentes aumentam quanto maior for
o tempo entre o acidente e o tratamento soroterdpico (OTERO et al., 2002; FRANCA; MALAQUE,
2009). O tratamento médico de infec¢do secunddria, abscessos, necrose e Sindrome Compartimental
tem sido controverso, em parte devido a falta de padroniza¢do sobre procedimentos e protocolos.
Além disso, o atraso no atendimento médico juntamente com o uso de substincias caseiras podem
agravar o quadro clinico do acidentado levando a complicagdes locais muitas vezes irreversiveis
(WEN et al., 2015).

A

Figura 1 - Aspectos das lesdes locais ocasionadas por envenenamento botrépico. A) Bothrops atrox coletada na Floresta
Nacional do Tapajés-FLONA, Santarém, PA (foto: Diana Amazonas); B) Inchaco e bolhas; C) Fascitomia decorrente da
Sindrome Compartimental; D) Edema, necrose e gangrena no quarto dedo; E) Paciente com dedo amputado e em
recuperacgdo. (fotos B, C, D e E: pacientes da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, Manaus, AM.
Figura adaptada de Wen et al., 2015).



A atividade hemorrigica é um dos principais sinais do envenenamento botrépico, resultante da
acdo de metaloproteinases (SVMP) dependentes de zinco que podem romper o endotélio vascular,
degradando componentes da matriz extracelular, além de agirem como inibidoras de agregacdo
plaquetdria (FRANCA; MALAQUE, 2009; GUTIERREZ; LOMONTE, 2009). As SVMP sio
classificadas em grupos de acordo com a composi¢ido de dominio (GUTIERREZ; LOMONTE, 2009;
BALDO et al., 2010). O grupo das SVMP P-I é composto por enzimas que apresentam apenas O
dominio metaloproteinase, com baixa ou nenhuma atividade hemorrédgica. O grupo P-II inclui enzimas
que conttm um dominio desintegrina e um dominio metaloproteinase. As SVMP pertencentes ao
grupo P-III compreendem metaloproteinase, com dominio desintegrina-simile e dominio rico em
cisteina em uma tnica cadeia polipeptidica, e induzem alta atividade hemorragica. Por fim, as SVMP
da classe P-IV sdo heterodimeros, com uma subunidade correspondente a uma cadeia de P-III ligado a
uma outra com dominio semelhante a lectina do tipo C (BJARNASON; FOX, 1983; GUTIERREZ;:
LOMONTE, 2009).

As SVMP dos tipos P-I e P-III podem degradar os componentes da membrana basal vascular
como como laminina, coldgeno tipo IV, nidogénio, interferindo nos componentes envolvidos na
adesdo entre células endoteliais e a matriz extracelular, levando ao surgimento de alteragdes dos vasos
capilares e afetando a organizagdo dos filamentos de actina, resultando em morte celular por apoptose.
Portanto, a hidrélise de componentes da membrana basal vascular causada pelas SVMP pode afetar a
estabilidade do endotélio, resultando em hemorragia. Entretanto, a atividade catalitica ocorre de forma
parecida tanto em SVMP hemorrédgicas (P-III) quanto ndo-hemorragicas (P-I), indicando que essa
hidrélise ndo € o tnico mecanismo para o dano vascular induzido por componentes hemorragicos,
presentes nos venenos de serpentes do género Bothrops sp. (BALDO et al., 2010). A hemorragia local
foi investigada pela injecdo de varias metaloproteinases hemorrdgicas purificadas e na maioria dos
casos, as células endoteliais dos vasos sanguineos capilares foram afetadas rapidamente, ocasionando
perda citoplasmatica, resultando em camadas de células endoteliais menos espessas criando lacunas na
sua continuidade, por onde ocorreram os extravasamentos de eritrécitos e de outros componentes
sanguineos. As primeiras alteragdes ultra-estruturais nos vasos sanguineos capilares foram a queda do
nimero de vesiculas pinocitéticas e um descolamento de células endoteliais a partir da lamina basal.
Além disso, foram observadas pequenas projecdes citoplasmaticas ou bolhas nos vasos (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000).

Em um estudo foram comparados, simultaneamente, a composi¢do e reatividade de venenos
coletados de seis espécies de serpentes ao antiveneno botrépico, distribuidas em trés clados
filogenéticos distintos: Bothrops, Bothropoides e Rhinocerophis. Os resultados mostraram que as
SVMPs de classe III (P-1II) sdo os imundgenos predominantes nos venenos de serpentes do complexo
Bothrops. Além disso, as SVMPs de todos os venenos botrdpicos estudados foram reconhecidas de
forma cruzada pelos anticorpos do antiveneno independentemente da sua inclusdo no “pool” de
imunizacdo. Esta seria uma evidéncia sobre a eficdcia do antiveneno, visto que as SVMPs P-III estdo
relacionadas com os sintomas importantes de envenenamentos locais e sist€émicos, tais como
hemorragia, ativacdo de fatores de coagulagdo e inibi¢do da agregacdo plaquetdria (SOUSA et al.,
2013). No entanto, os altos titulos de anticorpos ou reacgdes-cruzadas obtidas em ensaios
imunoenzimdticos para os antivenenos, ndo indicam eficdcia na neutralizacdo das atividades dos
venenos como é observada em testes in vivo. Portanto, a inclusdo ou exclusdo de venenos em “pool”
de imunizagdo para obtencio de imunobiolégicos nao podem ser baseadas apenas em ensaios in vitro.

Como exposto, os efeitos sistémicos causados pelo veneno de Bothrops atrox sdo
normalmente neutralizados apds a administracdo do soro antibotrépico, porém, a neutralizacdo dos
constituintes do veneno indutores de danos locais € limitada (CARDOSO et al., 2009a). Isto levou a
necessidade de investigar novos componentes que posam inibir esses danos locais, como a
hemorragia. Diversos estudos tem avaliado o potencial antiofidico de plantas, seja como coadjuvantes
a soroterapia ou como medicamento alternativo quando nao hd disponibilidade do antiveneno
(OTERO et al., 2000; CARDOSO, 2009; MOURA et al., 2015) e esse tema serd abordado no tépico a
seguir.



3.4. Espécies vegetais com acdo anti-hemorragica contra veneno de serpentes Bothrops sp.

Os primeiros relatos de espécies com propriedades antiofidicas foram feitos no século XIX,
mas a partir da década de 1970, além de citar o uso popular, os efeitos das plantas passaram a ser
investigados bioldgica, bioquimica e farmacologicamente, por meio de experimentos controlados
(VILAR et al., 2005). Nos tltimos 30 anos houve um expressivo avango nos estudos com plantas
antiofidicas, e no levantamento bibliogréfico realizado nos sites de busca foram encontrados 99 artigos
cientificos com plantas testadas frente as diversas atividades bioldgicas induzidas pelos venenos de
serpentes do género Bothrops sp.

Do total desses 99 trabalhos, 36 artigos (36,3%) (Tabela 1), avaliaram o potencial de espécies
vegetais frente a atividade hemorragica do veneno de Bothrops sp., tais como: Bothrops jararaca
(16,94%), Bothrops jararacussu (15,2%), Bothrops atrox (11,8%), Bothrops moojeni, Bothrops
alternatus e Bothrops neuwiedi (10,1%, cada espécie), Bothrops asper, Bothrops pauloensis,
metaloproteases isoladas (6,7% cada) e Bothrops pirajai (5%). Os paises de origem dos trabalhos
foram Brasil 83,3%, Colombia 8,3%, Costa Rica 5,5% e Argentina 2,7%. No total, foram estudadas
163 espécies de plantas, pertencentes a 70 familias. Todas as partes das plantas foram avaliadas,
porém as mais representativas foram: folhas (36,8%), %), cascas (12,2%), raizes (10,5%), caule
(8,7%) e sementes (5,2%). As formas de uso tradicional das espécies foram infusdo (33,3%),
cataplasma (27,7%), decocgdo (16,6%), cha (11%) e tintura (11%). O tipo de extrato testado nos
artigos foram: extrato aquoso (35,4%), compostos isolados (20,8%), extrato etandlico (10,4%), extrato
metandlico (6,2%), fragdes (8,3%), extrato diclorometano, hidroalcéolico e hexéanico (4,1% cada),
maceracdo, acetato e Oleo essencial (2% cada). A metodologia utilizada para avaliagdo dos
extratosdas plantas foram: pré-incubacio (69,5%), pds-tratamento via oral (10,8%), pré-tratamento via
oral (8,6%), via intradérmica (4,3%), aplicacdo tdpica, via subcutinea e via intraperitoneal (4,3%, cada
uma). Quanto ao percentual de inibicdo das espécies vegetais contra a atividade hemorrdgica dos
venenos de Bothrops sp., 23,1% bloquearam totalmente, 46,1% parcialmente e 30,7% ndo foram
capazes de reduzir a hemorragia. Quando avaliado o percentual de inibi¢cdo de cada tratamento, os
resultados foram: Pré-incubacio (bloqueio total - 28,1%, parcial - 36,3%, e ausente- 35,6%); no Pré-
tratamento, por via oral, s6 houve bloqueio parcial; no Pds-tratamento, por via oral, 13,3% das
espécies bloquearam parcialmente, em 80% das espécies o bloqueio foi inferior a 20% e em 6,6% nao
houve bloqueio da hemorragia; no protocolo de Aplicacdo Tépica s6 houve bloqueio parcial, assim
como nas vias intradérmica e intraperitoneal.



Tabela 1 - Lista de espécies vegetais com a¢do anti-hemorrdgica contra peconha de serpentes do género Bothrops sp.

Espécie planta/Familia Pais de Espécie de Parte da Utilizacdo  Tipo de extrato  Metodologia Inibicdo da Autores
origem serpente planta popular utilizada hemorragia
Hypericum brasiliense* Brasil B. jararaca iPnl;ril;z * Etandlico Pré-incubacido Total Ass?zfg?f;t al.
. . . Costa . . Badilla-
Cissampelos parreira (Menispermaceae) Rica B. asper Folhas Cataplasma Aquoso Pré-incubagdo Parcial Baltodano et
al. (2008)
Parcial (B.
B. jararacussu, B. jararacussu)
Mandevilla velutina (Apocynaceae) Brasil a’l?ZeOrOrsz?;;fgﬁ Fzgllﬁz ¢ Infusdo Aquoso Pré-incubacido ml(;?);iln(ii?. Blo(r;((i)(())g)t al.
pirajai alternatus, B.
pirajai)
. . - . L. - . Bittencourt et
Brosimum guinanensis Brasil B. atrox Folhas Cataplasma Aquoso Pré-incubagdo Parcial al. (2014)
Musa paradisiaca L. (Musaceae) Brasil B. jararacussu Caule * Maceragdo Pré-incubacio Parcial Boggﬁ)g; al.
B. asper, B.
. . . . . L. ~ . Borges et al.
Casearia Sylvestris (Flacourtiaceae) Brasil Jararacussu, B. Folhas * Aquoso Pré-incubacio Parcial (2001)
neuwiedi, B. pirajai
Bidens pilosa, Mikania guaco, Neurolaena lobata,
Vemonia patens (Asteraceae), Asclepias curassavica
(Asclepiadaceae), Annona purpurea, Rollinia mucosa
(Annonaceae), Allamanda cathartica (Apocinaceae),
Aristolochia grandiflora (Aristolochiaceae), Bursera
simaruba (Burseraceae), Tabebuia palmeri
(Bignoniaceae), Clusia palmana, Clusia torresii,
Hypericum strictum, Hypericum irazuensis, Tovomita sp.
(Clusiaceae), Fevillea cordifolia (Cucurbitaceae), Folhas,
Vibumum costaricanum (Caprifoliaceae), Terminalia madeira, Total (10
oblonga (Combretaceae), Zebrina pendula botdes plantas),
(Commeliniaceae), Croton draco (Euphorbiaceae), Costa B. asper florais, " Hidroalcéolicos Pré-incubacio Parcial (8 Castro et al.
Casearia silvestres (Flacourtiaceae), Ocotea Rica - P flores, (etanol/dgua) ¢ plantas), (1999)
holdridgeina, Ocotea valerianoides, Ocotea insularis, cortex, Ausente (30
Phoebe brenesil, Persea americana var Hass latex, raiz, plantas)
(Lauraceae), Satureja brownei (Lamiaceae), semente

Platymiscium pleiostachyum, Senna emarginata,
Gliricidia sepium (Leguminoseae), Sansevieria
guineenses (Liliaceae), Buddleia nitida (Loganiaceae),
Cedrela tonduzii (Meliaceae), Dorstenia contrajerba
(Moraceae), Virola koschnyi (Myristicaceae), Pimenta
dioica (Myrtaceae), Pimenta darienensis (Piperaceae),
Petiveria alliaceae (Phytolacaceae), Genipa americana
(Rubiaceae), Picramnia antidesma, P. teapensis
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(Simaroubaceae), Sapindus sapondria (Sapindaceae),
Smilax cuculmeca (Smilacaceae), Citharexylum
macrodenium, Duranta repens, Stachytarpheta

Jjamaicensis, Verbena litoralis (Verbenaceae)

B. atrox, B. . Total) (é'
jararacussu, pool de Jararacussu), Da-Silva et
Pentaclethra macroloba (Mimosaceae) Brasil J ’ Cascas Cataplasma Aquoso Pré-incubacdo Parcial (B.
Bothrops sp. al. (2005)
(Instituto Butantan) atrox, pool de
Bothrops sp.)
Sapindus sapondria (Sapindaceae) Brasil B ]Z}:JZZS?, B * * Fragoes Pré-incubacdo Parcial Da-Silva et
P P P jent, 5. liofilizadas ¢ al. (2012)
alternatus
B. atrox, B. Composto Da-Silva et
Pentaclethra macroloba (Mimosaceae) Brasil moojeni, B. Cascas Cataplasma omp Pré-incubagao Parcial
L S isolado al. (2007)
neuwiedi, B. pirajai
Diclorometano,
hexanico, ‘- ~
metanélico Pré-incubagao De Oliveira
Clusia fluminensis (Clusiaceae Lindl. = Guttiferae Juss.) Brasil B. jararaca * * ’ e via Parcial
acetato, . . etal., 2014
intradérmica
compostos
isolados
. . . . Aquoso e ‘- ~ . Esmeraldino
- - % —
Croton urucurana Baillon (Euphorbiaceae) Brasil B. jararaca Cascas fracdes Pré-incubacio Parcial et al. (2005)
Pre- Félix-Silva et
Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae) Brasil B. jararaca Folhas Ché Aquoso tratamento Parcial al. (2014)
(via oral) )
Total (pré-
p incubagdo
1 Pré-
Etandlico e . ~ . com extrato e
= incubacio, pré .
" . . p Infusdo e composto p acido Fernandes et
Combretum leprosum (*) Brasil B. jararaca Raizes - . .. e pos- L
decocgdo isolado (acido arjundlico), al. (2014)
o tratamento . ;
arjunélico) . Parcial (pré-
(via oral)
tratamento
com 0 extrato)
o . . . . Caule e " Metandlico e . ~ . Fernandes et
Serjania erecta (Sapindaceae) Brasil B. jararacussu folhas fracdies Pré-incubacio Parcial al. (2011)
L . . P Composto iy ~ . Ferreira et al.
- - % —
Curcuma longa (Zingiberaceae) Brasil B. jararaca Raizes isolado Pré-incubacio Parcial (1992)
Diclorometano Gémez-
Renealmia alpinia (Zingiberaceae) Colombia B. asper Folhas * € composto Pré-incubacdo Parcial Betancur et
isolado al. (2014)
. Lo . . B. neuwiedi, B. " .- ~ . Izidoro et al.
Casearia mariquitensis (Flacourtiaceae) Brasil pauloensis Folhas Aquoso Pré-incubacio Parcial (2003)
Baccharis trimera (Asteraceae) Brasil Bothrops sp. E Partes * Composto Pré-incubacgio Parcial Janudrio et
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metaloprotease aéreas isolado al. (2004)
(Bjussu-MP-I)
g ]Z[oaor 'iizb;ss;’ g Folhas, Maiorano et
Mikania glomerata (Asteraceae) Brasil u lterrjz atu; B Caules e Infusdo Aquoso Pré-incubacio Parcial al. (2005)
L raizes ’
neuwiedi,
. Aquoso e . . Melo et al
Eclipta prostrata (Asteraceae) Brasil B. jararaca Parte aérea * compostos Pré-incubacio Parcial (1994) )
isolados
Curcuma longa L. (Zingiberaceae) e Aristolochia . Rizomas e Aquoso- Affll?agao . Melo et al.
) . . Brasil B. alternatus * . tépica e Parcial
cymbifera L. (Aristolochiaceae) folhas isopropanol ~ (2007)
subcutanea
Pré-incubagdo Total (pré-
o . i - . " Chae € pos- incubac@o), Mendes et al.
Schizolobium parahyba (Caesalpinoideae) Brasil B. pauloensis Folhas infusio Aquoso iratamento Parcial (pos- (2008)
(via oral) tratamtento)
Hexénico e Pré-
. . B. pauloensis e Cascae tratamento . Mendes et al.
Bombacopsis glabra Brasil . . p * composto . Parcial
jararagina raizes . (via (2013)
isolado . ..
intradérmica)
Pré- .Total (p~re—
. - incubacdo),
Cha por incubagdo, Parcial (pré- Moura et al
Bellucia dichotoma Cogn. (Melastomataceae) Brasil B. atrox Cascas ~ Aquoso Pré e p6s- ’
decocgdo tratamento), (2014)
tratamento .
(via oral) Ausente (pOs-
tratamento)
Bellucia dichotoma (Melastomataceae), Aniba fragrans
(Lauraceae), Anonna montana (Annonaceae), Connarus Ch4 Total (4
favosus (Connaraceae), Justicia pectoralis Cascas, (decocgio plantas),
(Acanthaceae), Plathymenia reticulata (Fabaceae), Brasil B. iararaca folhas, infusgo) AQUOSOS Pré-incubacio Parcial (6 Moura et al.
Philodendron megalophyllum (Araceae), Cassia fistula J entrecascas, tintura ’ q ¢ plantas) (2015)
(Fabaceae), Libidibia férrea (Fabaceae), Crataeva sementes cata lasr’na Ausente (2
benthamii (Capparaceae), Kalanchoe brasiliensis P plantas)
(Crassulaceae), Dipterix odorata (Fabaceae)
[ . . Extrato .- - . Mourio et al.
Mikania glomerata (Asteraceae) Brasil B. jararaca Folhas hidroalcodlico Pré-incubacio Parcial (2014)
Extrato Total (3
Mouriri pusa, Byrsonima crassa, Dawlla elliptica, Brasil B. jararaca Folhas w metandlico e Pré-incubagiio plaqtas), Nishijima et
Strychnos pseudoquina ~ Parcial (1 al. (2009)
fragdes
planta)
B. jararacussu, B.
.. . . . moojeni, B. Partes .. - . Oliveira et al.
Bauhinia forficata (Leguminosae) Brasil alternatus. B aéreas * Extrato aquoso  Pré-incubacdo Parcial (2005)

neuwiedi,
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Planta Pré- Total (12
inteira, . ~
ramos incubagio, plantas),
caule ’ Pés- Parcial (31
75 espécies (vide tabela 2) Coldmbia B. atrox rizomas, * EXt{a.tO trat.arnento pl.a ntas}, Otero et al.
frutos etandlico (via oral, Muito baixa (2000)
’ intravenoso e (15 plantas)
cascas, . .
p intraperitoneal ~ Ausente (17
raizes, ) Jantas)
sementes P
Bavcl Extrato Patifio et al
Renealmia alpinia (Zingiberaceae) Coldombia (metaloproteinase Folhas * 1 Pré-incubacdo Parcial ’
. etandlico (2012)
isolada de B. atrox)
Pré-
incubagio,
Humirianthera ampla (Icacinaceae) Brasil B. atrox Raizes Tintura Ext{a.to Pré e pos- Parcial Strauch et al.
etandlico (2013)
tratamento
(via oral)
Nectandra angustifolia Argentina  B. neuwiedi diporus Folhas * Oleo essencial * * To(rzrgi le;)al.
. . . Compostos ‘- < . Torres et al.
* —
Solanum campaniforme (Solanaceae) Brasil B. pauloensis Folhas isolados Pré-incubacdo Parcial (2011b)
Schizolobium parahyba (Fabaceae) Brasil B. altema.tus. ¢B. Folhas * Extrato aquoso Pré-incubacgio Total Vale et al.
moojeni e fracdes (2008)
B. jararacussu e Extrato aquoso Vale et al
Schizolobium parahyba (Fabaceae) Brasil Bjussu MP-I Folhas Infusdo e composto Pré-incubacido Parcial 011)

isolado
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Dentre os artigos encontrados no levantamento, o0 de OTERO et al. (2000) (Tabela 2), chamou
atengdo por terem avaliado 75 espécies vegetais (extrato etandlico) frente a atividade hemorrdgica do
veneno de Bothrops atrox, seguindo protocolo de pré-incubagdo. Os resultados mostraram que 12
dessas espécies bloquearam 100%, 31 parcialmente, 15 bloquearam levemente e em 17 nio houve
bloqueio da atividade hemorrdgica. As 12 espécies que bloquearam 100% essa atividade na pré-
incubagdo, foram avaliadas em pré-tratamento pelas vias oral, intraperitoneal e intravenosa. Os
resultados obtidos de bloqueio nio ultrapassaram 25% e algumas espécies ndo foram capazes de
bloquear a atividade hemorragica do veneno. Os resultados vao de encontro ao que foi observado em
experimentos do nosso grupo com a Connarus favosus, que bloqueou 100% a atividade hemorragica
quando o extrato foi pré-incubado com o veneno de Bothrops atrox, e quando avaliada por via oral
teve reducdo maxima de 66,3%. A reducdo obtida de 100% na pré-incubacdo das atividades
hemorrégica, fosfolipdsica e coagulante sdo devidas a presenga de componentes quelantes nos extratos
vegetais, tais como taninos condensados e hidrolisdveis, presentes em grandes quantidades no extrato
aquoso de Connarus favosus.

Tabela 2 - Lista de espécies vegetais testadas frente a atividade hemorragica do veneno de serpentes Bothrops atrox seguindo
protocolo de pré-incubagdo. Inibicdo Total (100%); Parcial (acima de 25%); Levemente (até 25%); Ausente (zero). Tabela
adaptada de Otero et al., 2000.

Espécie de planta Familia Parte utilizada Inibicdo da
hemorragia
Justicia secunda Acanthaceae Planta inteira Ausente
Achyranthes dspera Amaranthaceae Planta inteira Levemente
Allamanda catdrtica Apocynaceae Folhas, ramos e caule Parcial
Alocasia cucullata Araceae Rizomas Levemente
Dieffenbachia longispatha Planta inteira Ausente
Dracontium croatii Rizomas Levemente
Philodendron tripartitum Folhas e ramos Total
Aristolochia grandiflora Aristolochiaceae Planta inteira Parcial
Aristolochia pilosa Raizes Levemente
Adenostemma lavenia Asteraceae Planta inteira Levemente
Clibadium silvestre Planta inteira Levemente
Erechtites valerianaefolia Folhas, ramos e caule Ausente
Mikania guaco Planta inteira Levemente
Neurolaena lobata Folhas, ramos e caule Parcial
Pseudoelephantopus spicatus Planta inteira Parcial
Crescentia cujete Bignoniaceae Frutos verdes Levemente
Macfadyena unguiscati Planta inteira Ausente
Tabebuia résea Casca do caule Total
Bixa orellana Bixaceae Folhas e ramos Total
Tournefortia cuspidata Boraginaceae Folhas, ramos e caule Ausente
Pereskia bleo Cactaceae Folhas e caule Ausente
Brownea rosademonte Caesalpiniaceae Casca do caule Total
Senna dariensis Planta inteira Total
Ipomoea cairica Convolvulaceae Folhas, ramos e caule Levemente
Costus guanaiensis Caule Ausente
Costus lasius Folhas, ramos e caule Levemente
Momordica charantia L. Cucurbitaceae Folhas, ramos e caule Ausente
Phyllanthus acuminatus Euphorbiaceae Folhas e ramos Levemente
Desmodium adscendens Fabaceae Planta inteira Levemente
Irlbachia alata Gesneriaceae Folhas e ramos Levemente
Columnea kalbreyeriana, Planta inteira Parcial
Columnea pulcherrima Planta inteira Levemente
Episcia dianthiflora Planta inteira Levemente
Xiphidium caeruleum Haemodoraceae Planta inteira Levemente
Heliconia curtispatha Heliconiaceae Rizomas Total
Trichomanes elegans Hymenophyllaceae Planta inteira Total
Ocimum basilicum, Lamiaceae Folhas, ramos e caule Levemente
Ocimum micranthum Folhas, ramos e caule Levemente
Hyptis capitata micranthum Folhas, ramos e caule Levemente
Strychnos xinguensis Loganiaceae Caule Parcial
Struthanthus orbicularis Loranthaceae Folhas e ramos Total
Sida acuta Malvaceae Planta inteira Parcial




14

Odontocarya tenacissima Menispermaceae Planta inteira Ausente
Siparuna thecaphora Monimiaceae Folhas, ramos e caule Parcial
Castilla elastica Sessé Moraceae Folhas, ramos e caule Parcial
Ficus nymphaeifolia Folhas e ramos Parcial

Passiflora quadrangulares Passifloraceae Folhas e ramos Levemente
Petiveria alliacea Phytolaccaceae Planta inteira Ausente
Peperomia elsana Piperaceae Folhas e ramos Parcial

Piper arboreum Folhas, ramos e caule Levemente
Piper auritum, Folhas, ramos e caule Levemente
Piper hispidum, Planta inteira Ausente
Piper longivillosum, Folhas, ramos e caule Levemente
Piper marginatum, Folhas, ramos e caule Ausente
Piper multiplinervium, Folhas, ramos e caule Levemente
Piper peltatum, Folhas, ramos e caule Parcial
Piper pulchrum, Folhas, ramos e caule Levemente
Piper reticulatum, Folhas, ramos e caule Ausente
Piper cf. Spoliatum, Folhas, ramos e caule Ausente
Piper tricuspe Planta inteira Total
Pleopeltis percussa Polypodiaceae Folhas, ramos e caule Total
Gonzalagunia panamensis, Raizes Levemente
Psychotria ipecacuanh, Folhas, ramos e caule Levemente
Psychotria poeppigiana Rubiaceae Frutos maduros Total
Citrus limon Rutaceae Planta inteira Ausente
Lindernia difusa Scrophulariaceae Planta inteira Levemente
Scoparia dulcis Planta inteira Parcial
Selaginella articulata Selaginellaceae Planta inteira Ausente
Quassia amara, Simaroubaceae Planta inteira e raizes Levemente
Simaba cedron Planta inteira e sementes Parcial
Capsicum frutescens Solanaceae Frutos maduros Levemente
Solanum allophyllum, Folhas, ramos e caule Levemente
Solanum nudum Folhas, ramos e caule Ausente
Aegiphila panamensis Verbenaceae Folhas, ramos e caule Parcial
Renealmia alpinia Zingiberaceae Rizomas Parcial

3.5. Connarus favosus Planch. (Connaraceae)

Connarus favosus Planch. (Figura 2), conhecida popularmente como “Verdnica”, pertence a
familia Connaraceae, a qual € representada, no Brasil, por aproximadamente 72 espécies distribuidas
em cinco géneros: Bernardinia sp. Planch., Cnestidiuml sp. Planch., Connarus sp. Planch.,
Pseudoconnarus sp. Radlk. e Rourea sp. Aubl. Estudos com espécies do gé€nero Connarus sp.
avaliaram o potencial depressor do sistema nervoso central, antidiarreico, analgésico, antiftingico,
antiofidico, anti-inflamatério, antipirético, anti-hipertensivo, antibacteriano, antiedematogénico, anti-
hemorragico, entre outras atividades (SRITHI et al., 2009; PARACAMPO, 2011; MOURA et al.,
2013; CORREIA-DA-COSTA et al., 2014; MOURA et al., 2015).

A Connarus favosus é endémica do Brasil, ocorrendo nos estados do Amazonas, Pard, Cear4,
Maranhdo e Mato Grosso (FORERO, 1983). O extrato aquoso das entrecascas dessa espécie ja foi
testado anteriormente frente as atividades hemorrigica, edematogénica, coagulante e fosfolipdsica A,
induzidas pelo veneno de Bothrops atrox, seguindo protocolo de pré-incubacdo, e os resultados
mostraram que houve inibi¢cdo de 100% das atividades edematogénica, coagulante e fosfolipasica. A
reducdo dos halos hemorragicos em 73,32 + 7,1% e 94,45 + 1,6%, para as concentra¢des de 1:5 e 1:10,
respectivamente (MOURA et al., 2013). O potencial anti-hemorragico de C. favosus foi verificado
para o veneno de Bothrops jararaca, seguindo protocolo de pré-incubacio, e houve reduciao de 100%
da hemorragia (MOURA et al., 2015).

Em nosso estudo o extrato aquoso das cascas de Connarus favosus foi avaliado frente
atividade hemorragica, do veneno de Bothrops atrox, por trés diferentes protocolos experimentais: pré-
tratamento, pds-tratamento e tratamento coadjuvante. O preparo do ché (decocgdo), as doses e a via de
administracdo (oral) foram as mesmas utilizadas pela populagdo. No pré-tratamento os animais
receberam o extrato uma hora antes da injecdo de veneno, pois alguns moradores das comunidades
bebem o chd antes de irem para a mata, como prevengdo. No pds-tratamento os animais receberam o
veneno e, em seguida, a dose do extrato por via oral. Os animais do tratamento coadjuvante receberam
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o soro antibotrépico pela via endovenosa, o extrato pela via oral logo apds a injecdo do veneno. Os
resultados mostraram que houve inibicdo da hemorragia pelos trés tipos de protocolos testados e que
essa espécie vegetal poderd ser utilizada para o tratamento de picadas por serpentes, apds o0s
experimentos preconizados pela ANVISA (Silva et al.,, 2015 — submetido JEP-D-15-03311). Os
resultados sdo promissores para a Connarus favosus visto que foram originados de testes in vivo que
simulavam o uso tradicional, pois a maioria das espécies vegetais consideradas anti-hemorrdgicas, na
literatura, foi testada em ensaios que utilizam a metodologia de pré-incubacido, como exposto no
topico anterior desta revisdo, sobre espécies vegetais com acdo anti-hemorragica contra veneno de
serpentes Bothrops atrox (Tabela 2).

- Vi 08 e Blh |
Figura 2 - Aspecto geral de Connarus favosus Planch. A) Arbusto; B) Folhas (visdo adaxial); C) Folhas (visdo abaxial); D)
Tronco; E) Secagem das cascas (temperatura ambiente); F) Cascas secas para trituragdo. Fotos: Thais Pereira da Silva

Os grupos de metabdlitos secundérios encontrados no extrato de Connarus favosus por ensaio
de prospeccido fitoquimica foram auronas, catequinas, chalconas, flavonas, flavonbis,
leucoantocianidinas, fendis, esteroides e taninos, o que coincide com os resultados encontrados por
MOURA e colaboradores (2013; 2015), onde foi detectada presenca das classes fendis e taninos, além
de cumarinas. Estes compostos fendlicos podem interagir com as proteinas do veneno que apresentem
fons em suas composi¢des, formando grandes complexos, como MORS e colaboradores (2000)
relataram anteriormente, que muitos componentes quimicos contidos nos extratos vegetais como
alcaloides, taninos, flavonoides, triterpenos, ligninas tem a capacidade de inibir o veneno de serpentes,
ou interagindo com as macromoléculas ou quelando fons importantes para suas atividades enzimaticas.
Apesar dessas evidéncias, as plantas antiofidicas tém sido estudadas, na maioria das vezes, por ensaios
de pré-incubacdo, veneno como os extratos, aplicados em animais experimentais e os resultados
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obtidos podem superestimar a atividade antiofidica de algumas das espécies estudadas por tal método
(MORS et al., 2000).

4. Conclusao

Nesta revisdo foram abordados os acidentes ofidicos na Regido Norte, fatores epidemiolégicos
e as espécies de serpentes envolvidas no ofidismo, evidenciando que Bothrops atrox é a espécie
responsdvel pela maior parte dos acidentes nessa regido do pafs. A hemorragia € o sintoma mais grave
do envenenamento botrdpico e os danos locais como abscessos, necrose € Sindrome Compartimental
podem ser permanentes e irreversiveis. O levantamento das plantas com potencial antiofidico frente a
atividade hemorragica do veneno das serpentes da espécie Bothrops atrox revelou que a maioria é
testada pelo protocolo de pré-incubacdo resultando muitas vezes na inibi¢do total da atividade, o que
difere dos resultados quando os extratos vegetais sao testados pela via de uso tradicional.
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica: A espécie vegetal Connarus favosus é utilizada no
tratamento de acidentes ofidicos pelas populacdes tradicionais e por comunidades
ribeirinhas do Oeste do Par4, Brasil. Entretanto, sdo poucos os estudos que avaliam
o potencial antiofidico de plantas medicinais pelo método semelhante ao uso
tradicional. Objetivo do estudo: O estudo investigou o potencial antiofidico do
extrato aquoso de Connarus favosus (EAC) frente as atividades hemorragica e
fosfolipasica A, induzida pela peconha da serpente Bothrops atrox (PBa). Também
foram avaliados os potencias antioxidantes e antimicrobianos desse extrato.
Materiais e métodos: A presenca de classes de metabdlitos secundarios foi
verificada pela prospeccgao fitoquimica do EACf e as concentracbes de compostos
fendlicos (taninos condensados e taninos hidrolisaveis) foram determinadas por
ensaios colorimétricos. A acao antioxidante foi avaliada por ensaios quantitativos de
2,2-difenil-1-picril- hidrazila (DPPH) e Fe*/Fenantrolina. A agdo antimicrobiana foi
avaliada pelas metodologias de difusdo em disco e da concentracdo minima
inibitéria. Foram utilizadas bactérias que normalmente estdo presentes na cavidade
oral de serpentes, como a Escherichia coli, ou na pele de individuos acidentados,
como a Staphylococcus aureus, além de outras nove bactérias gram-positivas ou
gram-negativas. A citotoxicidade do EACf foi avaliada utilizando linhagem de
fibroblasto humano MRC-5. A atividade hemorragica foi avaliada in vivo, (v.0.),
seguindo protocolos de pré-tratamento, pos-tratamento e acao coadjuvante do EACf
com o soro antibotrépico (SAB). A hemodlise indireta causada pela fosfolipase A,
(PLA,) foi testada in vitro incorporando EACf ao gel de agarose. A interacao entre
EACf e PBa foram avaliadas por eletroforese SDS-PAGE, Western Blot (Wb) e
Zimografia. Resultados: O perfil fitoquimico identificou dez classes de metabdlitos
secundarios no EACT e valores expressivos de fendis totais e taninos (condensados
e hidrolisaveis) foram indicados por ensaio colorimétrico. O EACt possui alto
potencial antioxidante e também antimicrobiano, inibindo o crescimento de oito das
onze bactérias testadas. O efeito citotéxico de EACf foi de ICso = 51,91 (46,86 -
57,50). A atividade hemorragica do PBa foi inibida de forma significativa em 21,6% e
48,6% para a dose de 62,49 mg/kg de AEC, seguindo os protocolos de pré e pos-
tratamento, respectivamente. A dose de 124,98 mg/kg inibiu 66,3% da atividade, no
protocolo de pés-tratamento, e a dose de 20,83 mg/kg inibiu 34,3% da hemorragia,
no protocolo de agédo coadjuvante com o SAB. A inibicdo da PLA; foi significativa
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para as doses de 62,49 e 124,98 mg/kg. O SDS-PAGE e Wb mostraram que a
mistura do PBa com o EACf expds as mesmas bandas encontradas com alta
intensidade no veneno isolado, porém de forma muito reduzida. Na zimografia,
houve acéao proteolitica do PBa, mas quando o veneno foi pré-incubado com o EAC
houve bloqueio dessa atividade. Conclusao: O extrato aquoso de Connarus favosus
foi eficaz no bloqueio da atividade hemorragica da pegonha de Bothrops atrox
quando administrado nas doses e via tradicionalmente utilizadas. Além disso,
apresentou potencial antibacteriano e antioxidante podendo, apds estudos
adicionais, ser usado no tratamento complementar nas agdes locais e infeccdes
secundarias, frequentes nos acidentes com serpentes do género Bothrops sp.

Palavras-chave: Connarus favosus, Bothrops atrox, plantas antiofidicas, picadas de

serpentes, medicina popular.
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1. Introducao

Os envenenamentos causados por ofidicos sao considerados pela
Organizacao Mundial da Saude (WHO), desde 2009, doenca tropical negligenciada
e se configuram como sério problema de saude publica (WHO, 2009). Isso se
confirma no Brasil onde foram notificados, pelo SINAN (Sistema de Informacao de
Agravos de Notificacdo), cerca de vinte e oito mil acidentes por ano, no periodo de
2009 a 2013. Os moradores da regiao Norte do Brasil foram os que sofreram o maior
numero de acidentes, no periodo de 2001 a 2012 (Bochner et al., 2014). A faixa
etaria mais acometida foi entre 20 e 39 anos e foi verificado que letalidade aumenta
com o avanco da idade da vitima (Da Silva et al., 2015; Feitosa et al., 2015).

Na regiao Amazbnica, apesar de existirem varias serpentes peconhentas, a
maioria dos acidentes é atribuida para espécie Bothrops atrox, popularmente
conhecida como jararaca-do-norte, jararaca-do-rabo-branco, surucucurana ou
jipoboia (Dos-Santos, 2009; Waldez and Vogt, 2009). As peconhas das espécies do
género Bothrops sp. sdo compostas por uma mistura de proteinas com ou sem
atividade enzimatica como fosfolipases A, e metaloproteinases, além de outros
componentes organicos, que provocam grave dano tecidual local, caracterizado por
edema, bolhas, hemorragia e necrose do musculo esquelético. Estes efeitos locais
se estendem rapidamente ap6s a picada e o atraso no acesso ao atendimento
médico pode resultar em dano tecidual permanente (Gutiérrez and Rucavado, 2000;
Gutiérrez et al.,, 2006). Dentre as complicagcdes dos efeitos locais destaca-se a
Sindrome Compartimental causada pela compressdao do feixe vasculo-nervoso
decorrente do edema, produzindo isquemia no membro afetado causando dor
intensa, parestesia, diminuicdo da temperatura do segmento distal, cianose e déficit
motor (Ministério da Saude do Brasil, 2001). A necrose associada a isquemia local é
resultado da lesdo vascular, da infeccao secundaria, trombose arterial, sindrome
compartimental ou do uso indevido de torniquetes ou, ainda, de tratamentos
alternativos, sem comprovacgao cientifica (Ministério da Saude do Brasil, 2001). Os
efeitos sistémicos sdo causados principalmente pelas ac¢des coagulante e
hemorragica em regides vitais, que podem induzir o choque ou a insuficiéncia renal
aguda. Alguns casos de 6bitos foram relacionados com hemorragia digestiva e do
sistema nervoso central (Franca and Malaque, 2009).
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Para o acidente ofidico o tratamento preconizado pelo Ministério da Saude do
Brasil é a administracdo de antiveneno. No caso de acidentes botrépicos os efeitos
téxicos sistémicos sdo normalmente neutralizados apdés a administragcdo do soro
antibotrépico, o que nao ocorre de forma eficaz com os constituintes do veneno
indutores de danos locais (Cardoso, 2009). A Organizacao Mundial da Saude
adicionou, em 2010, o soro antiofidico na Lista de Remédios Essenciais para os
paises onde ha grande ocorréncia de acidentes com serpentes, entretanto, o
tratamento ndo esta sempre disponivel nas areas mais remotas o que dificulta o seu
alcance, principalmente na Regido Amazdnica onde o principal meio de transporte é
o fluvial (Borges et al., 1999; Dos-Santos, 2009; Wen, 2009). Nessa regido os
municipios apresentam grandes dimensdes geograficas e poucas Unidades de
Saude o que dificulta ainda mais o acesso ao tratamento preconizado, acarretando
em maiores agravos aos pacientes (Borges et al., 1999; Dos-Santos, 2009; Feitosa
et al., 2015).

Estudos tém demonstrado que as populacdes tradicionais utilizam diversas
plantas, que acreditam ter agdo antiofidica, seja como coadjuvantes a soroterapia ou
como medicamento alternativo quando n&o ha disponibilidade do antiveneno (Mors
et al., 2000; Otero et al., 2000; Cardoso, 2009; Moura et al., 2015). Destas, muitas
possuem identificacdo taxondébmica correta, porém muitas nunca foram validadas
conforme seu uso tradicional, pelo fato de serem mencionadas somente pelos seus
nomes populares, o que pode variar entre localidades, dificultando o avanco dos
estudos cientificos (Moura and Mour&o, 2012; Moura et al., 2015).

Dentre essas espécies de plantas utilizadas estdo aquelas pertencentes ao
género Connarus sp., conhecidos popularmente por suas atividades antiofidica, anti-
inflamatéria, antipirética, antibacteriana, antiedematogénica, anti-hemorragica, entre
outras (Paracampo, 2011; Moura et al., 2013; Moura et al., 2015). Connarus favosus
Planch. (Connaraceae) € uma espécie endémica e possui distribuicdo geografica
nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Na Regidao Norte a espécie pode ser
encontrada nos Estados do Amazonas e Para (Forero, 1983). A entrecasca do
tronco de C. favosus é comumente utilizada pela populacdo tradicional para
tratamento dos acidentados por serpentes peconhentas na forma de tintura ou
decocgao (Moura et al., 2013; Moura et al., 2015).

A eficacia do extrato aquoso de Connarus favosus no bloqueio das atividades

hemorragica, coagulante, fosfolipasica e edematogénica induzidas pelos venenos de
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Bothrops atrox e Bothrops jararaca foram comprovadas em trabalhos anteriores,
seguindo protocolo de pré-incubacao (Moura et al., 2013; Moura et al., 2015). Por
isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antiofidico da espécie vegetal
Connarus favosus frente a atividade hemorragica, induzida pelo veneno de Bothrops
atrox, utilizando os protocolos de pré-tratamento, pds-tratamento e de acgao
coadjuvante com o soro antibotrépico de acordo com o preparo tradicional do extrato
aquoso, a via de administracdo (oral) e as doses utilizadas pela populacao.
Atividades in vitro como fosfolipdsica, antimicrobiana, antioxidante e toxicidade

também foram avaliadas.

2. Material e métodos

2.1. Obtencéao da peconha de Bothrops atrox (PBa) e soro antibotropico (SAB)

Os procedimentos de coleta das serpentes e extracdao da pegonha foram
aprovados pelo Sistema de Autorizacao e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO),
sob o codigo de autorizacdo n® 14018. A peconha de Bothrops atrox foi extraida de
espécimes adultos coletados na Floresta Nacional do Tapajés, localizada no Km 83
da BR-163, Santarém, PA, Brasil. Apds coleta, a peconha foi liofilizada no
Laboratério de Bioprospeccao e Biologia Experimental da Universidade Federal do
Oeste do Para e preservada a -20 °C até o momento do uso. O soro antibotrdpico
produzido pelo Instituto Butantan (lote nimero 105113B) foi obtido do plasma de
cavalos imunizados com peconhas de cinco espécies de serpentes, sendo estas:
Bothrops jararaca (50%), Bothrops neuwiedi (12,5%), Bothrops moojeni (12,5%),
Bothrops jararacussu (12,5%) e Bothrops alternatus (12,5%).

2.2. Animais

Camundongos Swiss de ambos o0s sexos e com dois meses de idade,
provenientes do Biotério do Laboratério de Bioprospeccgao e Biologia Experimental,
da Universidade Federal do Oeste do Pard, Santarém, Pard foram usados em todos
os experimentos in vivo. Os animais foram mantidos em gaiolas-padrao, com agua e
racao disponiveis ad libitum, sob temperatura de 22 + 1 °C, em ciclo de iluminagao
12:12 (12 horas claro e 12 horas escuro). Os experimentos foram realizados de
acordo com os critérios da Lei Federal 11.794. O projeto foi aprovado pela Comissao
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de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Estadual do Para, em 17 de
outubro de 2011, sob o parecer 43/11 (Anexo Il).

2.3. Material vegetal

2.3.1. Coleta e identificacao

Exemplares de Connarus favosus foram coletados na Comunidade de Sao
Pedro, Santarém - PA (Brasil, 02°32°08,9” S e 54°54°23,9” W). O ponto de coleta foi
marcado pelo Sistema Global de Medi¢ao de Posicao (GPS - GARMIN Map 60csx).
A espécie vegetal foi identificada pela Botanica Doutora Regina Célia Viana Martins
da Silva e a exsicata encontra-se depositada no Herbario Embrapa Amazdnia
Oriental/Belém sob o cédigo (IAN): 185216.

2.3.2. Obtencao do extrato aquoso de Connarus favosus (EACf) e doses,
conforme uso tradicional.

Obtencao do extrato aquoso: Amostras de casca de Connarus favosus, apos
serem desidratadas em temperatura ambiente, foram trituradas em moinho e 30 g do
pd das cascas foram diluidos em 450 mL de agua destilada para o preparo do cha
conforme uso tradicional, resultando na concentracédo de 66,666 mg/mL. A solucéao
foi agitada a 100°C, até proximo da fervura. Em seguida a solugdo foi coada, filtrada
em papel filtro, liofilizada e conservada em frasco ambar em temperatura ambiente.

Obtencao da dose: Conforme uso tradicional (Anexo lll), para a realizacao
dos testes, uma aliquota contendo 150 mL- que é a quantidade equivalente a um
copo de cha, utilizado por um individuo adulto de 60 kg- foi liofilizada. O peso seco
final da aliquota foi de 1,25 g/copo de 150 mL e, portanto, 1,25 g/ 60kg ou 20,83
mg/kg. Essa dose foi usada como base para os calculos das doses administradas

por animal.

2.3.3. Determinacgao das classes de constituintes quimicos do extrato

A prospeccado de constituintes quimicos presentes no extrato aquoso de
Connarus favosus, na concentracao de 5 mg/mL, seguiu a metodologia descrita por
Matos (1997). Investigou-se qualitativamente a presenca das seguintes classes de
metabdlitos secundarios: alcaloides, antocianidinas, antocianinas, catequinas,
esteroides, fendis, flavonas, flavonéis, flavononas, flavanondéis, leucoantocianidinas,

saponinas, taninos, triterpenoides e xantonas.
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2.3.4. Ensaios colorimétricos

Os doseamentos de fendis totais e taninos totais seguiram as metodologias
de (Mole and Waterman, 1987a; Mole and Waterman, 1987b). Os taninos foram
quantificados pela formacdo do complexo com albumina bovina sérica, sendo
separados dos demais compostos fendlicos por centrifugacdo (Jacobson et al.,
2005). A absorbancia dos fendis totais e taninos totais foram medidos em
comprimento de onda de 510nm, em espectrofotdmetro Quimis Q -108U2VL. Acido
tanico (Sigma) foi utilizado no preparo das curvas padrdo. A curva padrao de acido
tanico para a leitura dos fendis totais foi apresentada nas concentracées de 0,05,
0,2, 0,3, 0,5 e 0,8 mg/mL. Para a curva padrao de leitura dos taninos totais, as
concentracdées foram de 0,3, 0,5 e 0,8 mg/mL. O doseamento de taninos
hidrolisaveis seguiu 0 método de iodato de potassio (Willis and Allen, 1998). Para
taninos hidrolisaveis, a absorbancia é medida em comprimento de onda de 550nm,
em espectrofotdmetro Quimis Q -108U2VL. Acido tanico (Sigma) foi utilizado no
preparo da curva padrdo e as concentracées foram de 0,05, 0,2, 0,3, 0,5 e 0,8
mg/mL. O doseamento de taninos condensados ou proantocianidinas, presentes em
cascas de plantas, foi realizado conforme descrito por Sun et al. (1998), com
modificacoes. A absorbéancia foi medida em comprimento de onda de 490 a 510nm,
em espectrofotdmetro Quimis Q -108U2VL. A catequina hidratada (Sigma) foi
utilizada no preparo da curva padrdao dos taninos condensados nas concentragdes
de 0,1 a 0,8 mg/mL.

2.4. Acao antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato aquoso de Connarus favosus,
na concentracdo de 5 mg/mL, foi realizada utilizando os ensaios quantitativos com
2,2-difenil-1-picril- hidrazila (DPPH) e com Fe**/Fenantrolina. Para o DPPH foram
adicionados 990 uL da solucdo de DPPH e 10 pL da solucdo do extrato aquoso,
apos 30 minutos foi realizada a leitura em espectrofotémetro, no comprimento de
onda de 517 nm. Para o ensaio utilizando Fe**, 10 pL de uma solugéo padrao de
Fe® e 10 uL do EACT foram acrescentados a 980 pL de fenantrolina. A leitura foi
realizada apdés 1 hora em espectrofotdmetro, em 508 nm. O acido ascérbico foi

utilizado como padréo e os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.5. Acao antimicrobiana

2.5.1. Difusdo em disco

A agdo antimicrobiana do extrato aquoso de Connarus favosus foi testada
seguindo a metodologia descrita por Hu et al. (2004), com modificacdes. Placas de
agar Mueller-Hinton foram inoculadas com as bactérias teste, nas quais foram
perfurados pogos de 6 mm de didmetro e inoculados 50 pL do extrato, na
concentracdo de 5 mg/mL. As placas foram mantidas em estufa por 24h e o
didmetro dos halos de inibicao foi estimado com auxilio de paquimetro digital. As
bactérias utilizadas no teste foram Bacillus cereus ATCC 14579, Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032, Escherichia coli ATCC 11775, Edwardsiella tarda ATCC
15974, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Nocardia brasiliensis ATCC 19296,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas fluorescens ATCC 13525,
Salmonella enteridis ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 12600 e Serratia
marcescens ATCC 13880. Todas as cepas foram adquiridas na Fundacao André
Tosello, Campinas, Brasil. Considerando o diametro dos halos de inibicdo, a
atividade do extrato foi classificada como: baixa atividade (até 0,6 cm), média
atividade (até 1,3 cm) e alta atividade (maior que 1,3 cm). O ensaio foi realizado em
triplicata e o controle utilizado foi o antibidtico oxitetraciclina (125 pg/mL).

2.5.2. Teste de concentracao inibitéria minima (CIM)

A concentragdo inibitéria minima do extrato aquoso de Connarus favosus foi
testada seguindo a metodologia descrita por Eloff (1998), com modificacdes. O
extrato foi testado quanto ao potencial inibidor do crescimento das bactérias Bacillus
cereus ATCC 14579, Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, Nocardia
brasiliensis ATCC 19296 e Staphylococcus aureus ATCC 12600, nas concentragdes
de 1, 2, 3, 4 e 5 mg/mL. Todas as cepas foram adquiridas na Fundacdo André
Tosello, Campinas, Brasil. O antibidtico oxitetraciclina (125 pug/mL) foi utilizado como
controle positivo e o agar Mueller-Hinton, apenas com bactérias, foi utilizado como
controle negativo. As leituras da absorbancia, em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 625 nm, foram realizadas antes das placas serem levadas
a estufa por 24 horas e ap6s este periodo de tempo. A atividade inibitéria foi obtida

pelas diferengas das densidades Opticas entre essas duas leituras.
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2.6. Teste de toxicidade celular

A citotoxicidade do extrato foi avaliada pelo método de Alamar Blue,
segundo Nakayama et al. (1997). O ensaio de Alamar Blue (resazurina) € um ensaio
colorimétrico que envolve a redugédo da resazurina a resorufina. Neste estudo foi
utilizada a linhagem de fibroblastos humanos MRC-5 cultivados em Meio Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), 50
U/mL de penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina (Invitrogen), a 37°C, em estufa a
5% de CO,. As células foram plaqueadas na concentracdo de 5 x 10° células/poco
em placas de 96 pocos. Apds 24 horas de incubacdo e aderéncia das células, as
placas foram tratadas com o EACf nas concentragbes de 7,812; 15,625; 31,25; 62,5;
125; 250 e 500 pg/mL, durante periodo de 72 horas. Apés a incubagéo, uma solugao
de Alamar Blue (10 ul de Alamar Blue 0.4 % em PBS) foi adicionado e as células
foram incubadas durante 2 horas a 37 °C. Ap6s o tempo de metabolizacdo da
resazurina padronizada foi realizada a leitura da fluorescéncia. O sinal de
fluorescéncia foi monitorado utilizando um leitor multiplacas em comprimento de
onda de 590 nm de excitacao e 530-560 nm de emissao. O sinal fluorescente gerado
a partir do ensaio foi proporcional ao niumero de células vivas na amostra. Como
controle positivo de morte, foi avaliada a citotoxicidade da doxorrubicina (25 pg/mL)
e controle negativo dimetilsulféxido 0.1% (DMSQO). O ensaio foi realizado em

triplicata.

2.7. Teste de inibicao da atividade hemorragica induzida pela peconha de Bothrops
atrox

A Dose Minima Hemorragica (DMH) é definida como a menor quantidade de
peconha necessaria para induzir um halo hemorragico de 10 mm de didmetro, em
camundongos. Para determinacéo de atividade hemorragica foi utilizado o protocolo
modificado de Kondo et al. (1960) e a DMH obtida deste pool do veneno de Bothrops
atrox foi de 5ug (Moura et al., 2014). Para a avaliacdo do bloqueio da atividade
hemorragica foram avaliados trés tratamentos:

Pds-tratamento: trés grupos de camundongos (n=4/grupo) foram utilizados
para avaliar as diferentes doses EACf: 20,83, 62,49 e 124,98 mg/kg que foram
administradas por via oral (v.0.), imediatamente ap6s a injegcao de10 pg veneno
(2DMH), via intradérmica (i.d.), na regido do dorso. O grupo controle positivo (n=3)

recebeu o veneno via i.d. e 4gua v.o.; o grupo controle negativo (n=2) recebeu salina
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(50 L, i.d.), no dorso e salina pelo plexo venoso oftalmico (100 uL), e o grupo
controle-padréo (n=4) recebeu o veneno (i.d) e soro antibotropico (SAB) via plexo
venoso oftalmico (100 uL).

Pré-tratamento: dois grupos teste (n=4/grupo) receberam, por via oral, o EACf
nas doses de 20,83 ou 62,49 mg/kg e uma hora apds os animais foram injetados,
intradermicamente, com 2DMH do veneno. O grupo controle positivo (n=3) recebeu
agua (v.o.) e o veneno (i.d); o grupo controle negativo (n=3) salina pelo plexo venoso
oftalmico e salina (i.d.), e o grupo controle-padrdao (n=3) recebeu o0 soro
antibotrépico, via plexo venoso oftalmico e o veneno id.

PBa/EACT coadjuvante: dois grupos de animais (n=4/grupo) foram injetados
com veneno e imediatamente apos receberam EACH, via oral, nas doses de 20,83 ou
62,49 mg/kg e SAB via plexo venoso oftalmico. O grupo controle positivo (n=3)
recebeu 2DMH do veneno, 4gua v.o. e salina pelo plexo venoso oftdlmico; o grupo
controle negativo (n=3) recebeu salina i.d., agua v.o e salina pelo plexo venoso
oftalmico, e o grupo controle-padrao (n=3) recebeu o veneno (i.d) e o soro
antibotrépico via plexo venoso oftalmico.

Ap6s uma hora a injecdo do veneno, os animais foram sacrificados e os
tecidos dorsais foram removidos para avaliagdo dos halos hemorragicos por
digitalizacao (Scanner HP Deskjet F4280) e medicdo com auxilio de script do
software MatLab (Gonzalez et al., 2009; Guerra et al., 2011).

2.8. Inibicao da atividade fosfolipasica

A avaliacdo da atividade hemolitica indireta foi mensurada pela agédo da
fosfolipase A, (PLA,). Esta foi medida pelo método de Gutiérrez et al. (1988) em
placa de 1% de gel de agarose contendo gema de ovo (gema de ovo:salina, 1:3)
como uma fonte de lecitina, e eritrocitos para revelar hemdélise. Gutiérrez et al.
(1988) definiram que a Dose Minima Hemolitica indireta (DMHi) é a quantidade de
veneno capaz de produzir um halo hemolitico de 10 mm, este método foi utilizado no
presente trabalho, com modificacdes (Moura et al., 2014). O potencial do EACf em
inibir a atividade fosfolipasica A, do veneno de Bothrops atrox foi avaliado pelo
seguinte protocolo: EACT foi incorporado ao gel nas doses de 20,83, 62,49 ou 124,98
mg/kg. O SAB foi incorporado ao gel da placa (padrao-ouro). Uma placa contendo
somente o gel de agarose foi utilizada como controle-positivo do veneno. Aos
orificios feitos nas placas foram adicionados o veneno (2DMHi) e salina 0,9% em um
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ponto de cada placa para controle. A atividade enzimatica foi expressa como
percentual de inibicdo, onde 100% de inibicdo corresponderam a auséncia do halo
hemolitico. Cada ensaio foi realizado em triplicata e expresso como média + desvio
padrao da média.

2.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western Blot

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE), conforme
descrito por Laemmli (1970), foi realizado para verificar a interacdo entre as
proteinas do veneno de Bothrops atrox e o EACT. Os géis de corrida utilizados foram
na concentracdo de 15% e o de empacotamento em 5%. Nesta etapa, duas
aliqguotas de veneno de Bothrops atrox com EACT (1:5) e amostras de veneno e
EAC isoladas foram pré incubadas por 30 minutos a 37°C. Apés, uma das duas
aliquotas da mistura de veneno de Bothrops atrox com EACT foi centrifugada a 1300
rpm por 5 minutos, o precipitado e sobrenadante foram separados e analisados sob
condicdes nao redutoras. Para a revelagao das bandas proteicas de um dos géis foi
utilizado corante Coomassie Brilhante Blue (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). O
outro gel foi utilizado no Western blot e as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose 0,45 um (Bio-Rad Laboratories, CA, USA), no sistema
Mini Trans-Blot® Cell (Bio-RD), sob corrente constante de 200 mA, durante 3 horas,
sob refrigeracdo. Logo apo6s a transferéncia, a membrana foi imersa em solucao
blogueadora (TBS contendo 5% de leite em p6 desnatado Molico-Nestlé-SP), a 4 °C,
durante o periodo da noite. No dia seguinte, a membrana foi lavada com salina 0,9%
por trés vezes e adicionada a uma solugdo contendo soro antibotrépico na diluicao
de 1:1000 no tampéao de TBS por 1 hora, a temperatura ambiente, sob agitacdo. Em
seguida a membrana foi lavada com salina 0,9%, por cinco vezes e adicionado o
conjugado anti-lgG de cavalo marcado com a peroxidase, produzido em coelhos
(Sigma-Aldrich, Israel), na diluicdo de 1:1000, em TBS, por 45 minutos, a
temperatura ambiente e sob agitacdo. Apds lavagem, a membrana foi imersa em
solucdo reveladora. A revelacdo se deu com a adicdo da solucao cromégena
(Diaminobenzidina-DAB) 5mg/10mL, em presenca do substrato da peroxidase, o
peréxido de hidrogénio (H>O2) a 30%. A reacgéao foi interrompida, apds 5 minutos, por
sucessivas lavagens com agua destilada e a membrana foi secada entre folhas de
papel de filtro.
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2.10. Zimografia/atividade proteolitica

A analise da presenca de enzimas proteoliticas contidas no veneno de
Bothrops atrox e EACf sobre a gelatina foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Monteiro-dos-Santos et al. (2011). Para tal, o SDS-PAGE foi preparado
seguindo a metodologia citada anteriormente com adicdo de 2mg/mL de gelatina
(Sigma) incorporada ao gel. Ao final da corrida, o gel foi lavado com tampéao
contendo Tris-HCI 50 mM, Cloreto de Calcio 5 mM e Triton X-100 2,5%, durante 20
minutos, duas vezes. Apds a lavagem, o gel foi imerso em tampao de incubacgao
(Tris- HCI 50 mM, cloreto de calcio 5 mM, Triton X-100 2,5% e azida sodica 0,02%) a
37° C, durante 16 horas. Apds esse periodo, o gel ficou em tampao de lavagem por
20 minutos, duas vezes, e foi corado com solucdo corante (Coomassie-Blue, Bio-
Rad, R-250, CA, USA), por 16 horas e deixado em solugcédo descorante overnight. O
resultado final mostrou bandas de atividade proteoliticas claras, contrastando com o
fundo azul, efeito da digestdo do substrato presente na matriz poliacrilamida-

gelatina.

2.11. Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média e desvio padrdo da média das
amostras. As comparacoes entre as médias do teste de acao antimicrobiana difusao
em disco foram realizadas por teste t. As comparacgdes entre os grupos dos testes
de citotoxicidade, concentracdo minima inibitéria, inibicdo da atividade hemorragica
e fosfolipasica foram realizadas pela analise de variancia ANOVA (One-Way) e
p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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3. Resultados

3.1 Classes de metabdlitos secundarios
Na Tabela 1 estdo expressas as classes de metabdlitos secundarios que
foram detectadas no extrato aquoso de Connarus favosus.

Table 1. Teste fitoquimico qualitativo para deteccdo de metabdlitos secundérios no extrato aquoso
de Connarus favosus (EACH).

Classes de metabdlitos secundarios EACT

Alcaloides -
Antocianidinas -
Antocianinas -
Auronas +
Catequinas +
Chalconas +
Esteroides +
Fendbis +
Flavanonas -
Flavanonols -
Flavonas +
Flavonbéis +
Leucoantocianidinas +
Quinonaa -
Saponines -
Taninos +
Triterpenoides -
Xantonas +

(-): auséncia; (+): presenca.

3.2. Ensaios colorimétricos
Fenodis totais, taninos totais, taninos hidrolisaveis e taninos condensados
foram quantificados e suas concentracdes estao expressas na Tabela 2.

Tabela 2. Fenois totais, taninos totais, taninos hidrolisdveis e taninos condensados contidos no
extrato aquoso de Connarus favosus (EACH).

Amostras Fenois totais Taninos totais Taninos hidrolizaveis Taninos condensados

EACf 25,83 £ 0,45 24,40 + 2,90 27,16 + 2,95 28,51+ 3,16

Resultados expressos em g por 100 g de extrato liofilizado. Média * desvio padrao (n = 3)

3.3. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato aquoso de Connarus favosus (EACT) esta
demonstrada na Tabela 3. O EACf possui valores equivalentes de 1,2 para o
método DPPH e 1,7 para o método Fe®*", em relacdo ao padrdo do &cido ascérbico,
0 que demonstra alto potencial antioxidante.
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Tabela 3. Atividade antioxidante testada com o extrato aquoso de Connarus favosus (EACf 5 mg/mL),
determinado pelos testes com DPPH e Fe®*. Acido ascérbico [AA] foi usado como antioxidante
equivalente. Valores em equivaléncia para Connarus favosus (Equiv.) 0-1,0: potencial mais alto que
[AA]; 1,0-2,0: potencial alto; 2,0-4,0: potencial mediano.

DPPH Fe®*

Amostra
[AA] eq Equiv. [AA] eq Equiv.

EACf 4,0+0,3 1,2+0,1 28+0,5 1,7+0,3

Média + desvio padrao (n = 3)

3.4. Atividade antimicrobiana

3.4.1. Difusdo em Disco

A atividade antimicrobiana do extrato aquoso de Connarus favosus esta
demonstrada na Tabela 4. O teste por difusdo em disco indicou que o extrato possui
efeito inibitério sobre o crescimento de oito bactérias. Entretanto, alta atividade
inibitdéria foi apresentada apenas pelo extrato aquoso quando testado frente ao
Bacillus cereus, os demais resultados demonstraram média ou baixa atividade
inibitéria em relagdo ao crescimento das bactérias. Nao foi detectada inibicado do
crescimento de Edwardsiella tarda, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas
fluorescens.
Tabela 4. Teste de difusdo em disco do extrato aquoso de Connarus favosus (EACf 5 mg/mL) em
Bacillus cereus (BC), Corynebacterium glutamicum (CG), Escherichia coli (EC), Edwardsiella tarda
(ET), Klebsiella pneumoniae (KP), Nocardia brasiliensis (NB), Pseudomonas aeruginosa (PA),
Pseudomonas fluorescens (PF), Salmonella enteridis (SE), Staphylococcus aureus (SA) e Serratia

marcescens (SM). Valores até 0,6 cm: baixa atividade; 1,3 cm: atividade mediana; acima de 1,5 cm:
alta atividade.

Amostras BC CG EC ET KP NB PA PF SE SA SM
EACT 15°  1,0° 0,8 - 07° 08 - - 08 1,0° 0,8
Oxitetraciclina 3,5° 25 23° - 16* 0,7° - - 1,82 2,9 0,8

a, b: Na mesma coluna, valores representados por letras diferentes sao significativamente diferentes a p <0.05
verificado pelo Teste t ndo pareado.

(*): Crescimento bacteriano foi reduzido, mas nao totalmente inibido; (-): Nao houve inibicdo; Zonas de inibi¢cao
emcm.

3.4.2. Concentragao Inibitéria Minima

A concentragéao inibitéria minima, das diferentes concentragdes de extrato de
Connarus favosus, avaliada sobre as bactérias Bacillus cereus, Corynebacterium
glutamicum, Nocardia brasiliensis, Staphylococcus aureus € apresentada na Figura
1. A concentracdo minima de extrato capaz de inibir o crescimento de Bacillus
cereus foi de 3 mg/mL, visto que as doses menores sdo estatisticamente diferentes

do controle positivo, representado pelo antibiético oxitetraciclina, indicando que néo
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houve inibicao significativa. Para Corynebacterium glutamicum, nao houve inibicao
significativa do crescimento com as concentracdes do extrato. Entretanto, o extrato
inibiu o crescimento de Nocardia brasiliensis em todas as concentracdes testadas. A
inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus foi significativa nas
concentracdes de 1, 2 e 3 mg/mL. A Tabela 5 expde, em porcentagem, os valores
de inibicAo dos crescimentos das bactérias pelas diferentes concentracées do
extrato aquoso de C. favosus e controle positivo, a oxitetraciclina (125 pg/mL).
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Figura 1. Valores de concentragédo inibitéria minima determinados por ensaio colorimétrico pelo
extrato aquoso de Connarus favosus (1-5 mg/mL) em Bacillus cereus, Corynebacterium glutamicum,
Nocardia brasiliensis e Staphylococcus aureus. C-: Controle negativo = crescimento bacteriano; C+:
Controle positivo = bactéria + oxitetraciclina (125 pg/mL). (*) Indica diferenga significativa entre o
extrato aquoso de C. favosus, em todas as concentragcdes e C- relacionados com C+ a p < 0.05,
verificado pelo teste de Tukey.

Tabela 5. Inibicdo do crescimento bacteriano por diferentes concentragdes do extrato aquoso de
Connarus favosus (EACf) em Bacillus cereus, Corynebacterium glutamicum, Nocardia brasiliensis e
Staphylococcus aureus. Oxitetraciclina (125 pug/mL) foi usado como controle antibi6tico. Valores em
%.

Bactéria Oxitetraciclina EACS (mg/mL)

125 pg/mL 1 2 3 4 5
Bacillus cereus 85 52,8 46,8 60,1 64,1 67,6
Corynebacterium glutamicum 99,2 31 60,1 49 63,4 741
Nocardia brasiliensis 98,9 79,6 87 86,5 80,7 88,6

Staphylococcus aureus 99,7 79,1 85,8 84,9 55,6 36
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3.5. Toxicidade celular

Na figura 2 esta expresso o resultado do efeito toxico do extrato aquoso de
Connarus favosus em células ndo tumorais (fibroblastos da linhagem MCR5). O
controle positivo para a toxicidade, a doxorrubicina, se mostrou significativamente
diferente de todas as concentracbes testadas do extrato, exceto para a
concentragédo de 250ug/mL.
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Figura 2. Efeito citotoxico causado pelo extrato aquoso de Connarus favosus, em diferentes
concentracoes, em células de fibroblasto humano MRC-5. Doxorrubicina (25 pg/mL) foi usado como
controle positivo (C+) para a citotoxicidade. 1G5y = 51,91 (46,86 - 57,50). (*): Indica diferenca
significativa entre controle e extrato a p <0.05 verificado pelo teste de Tukey.

3.6. Inibicdo da atividade hemorragica

A inibicdo da atividade hemorragica esta exibida nas Figuras 3 e 4. Seguindo
os protocolos de pré-tratamento e pds-tratamento, a hemorragia induzida pelo
veneno de Bothrops atrox foi bloqueada pelo extrato aquoso de Connarus favosus.
A reducado dos halos hemorragicos no pré-tratamento foi de 2,8% para a dose de
20,83 mg/kg e 21,6% para a dose de 62,49 mg/kg. As inibicdes dos halos no poés-
tratamento, para as doses de 20,83, 62,49 e 124,98 mg/kg, foram de 16,9,%, 48,6%
e 66,3%, respectivamente. Entretanto, a reducao nao foi significativa para a dose de
20,83 mg/kg, em relacdo ao controle do veneno, no pré-tratamento e pos-
tratamento. Para o protocolo de acdo coadjuvante do extrato administrado com o
soro antibotrépico, a reducao dos halos foi de 34,3% para a dose de 20,83 mg/kg e
26,6% para a dose de 62,49 mg/kg. No protocolo de agdo coadjuvante ndao houve
reducéo significativa da atividade hemorragica para a dose de 62,49 mg/kg.
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Figura 3. Inibicdo da atividade hemorragica do veneno de Bothrops atrox (PBa) pelo extrato aquoso
de Connarus favosus utilizando diferentes tratamentos. (*): Indica diferencga significativa entre controle

(PBa) e as doses de extrato ou soro antibotropico (SAB) a p <0.05 verificado pelo teste de Tukey.
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Figura 4. Peles de animais apos teste de inibicdo dos halos hemorragicos induzidos pela pegonha de
Bothrops atrox (PBa), em diferentes tratamentos com extrato aquoso de Connarus favosus (EACf) e
soro antibotrépico (SAB). Pds-tratamento: (A) PBa + salina, (B) PBa + 20,83 mg/kg de EACH, (C) PBa
+ 62,49 mg/kg de EACT, (D) PBa + 124,98 mg/kg de EACT, (E) PBa + BA; Pré-tratamento: (F) PBa +
salina, (G) 20,83 mg/kg de EACf + PBa, (H) 62,49 mg/kg de EACf + PBa, (l) SAB + PBa; PBa/EAC
coadjuvante: (J), PBa + salina, (K) PBa + 20,83 mg/kg de EACf + SAB, (L) PBa + 62,49 mg/kg de
EACf + SAB, (M) PBa + SAB.

3.7. Inibicao da atividade fosfolipasica

A inibicao da atividade fosfolipasica A, estd demonstrada na Figura 5. Os
resultados apontaram que houve inibicdo significativa da hemdlise induzida pela
acao indireta do veneno de Bothrops atrox para as doses de 62,49 e 124,98 mg/kg
de extrato aquoso de Connarus favosus incorporadas ao gel, bloqueando a atividade
fosfolipasica Ao em 4,19% e 27,15%, respectivamente. Quando o soro antibotrdpico
(BA) foi incorporado ao gel, a hemolise causada pela peconha (PBa) foi reduzida em
46,55% (Anexo V).
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Figura 5. Inibicdo da atividade fosfolipasica da pegconha de Bothrops atrox (PBa) por diferentes doses
do extrato aquoso de Connarus favosus ou soro antibotropico, incorporado ao gel. Pegonha de
Bothrops atrox (PBa) foi usada como controle positivo. (*): Indica diferenga significativa entre as
doses do extrato ou soro antibotrépico (SAB) em relagéo ao controle (PBa) a p <0.05 verificado pelo
teste de Tukey.

3.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western Blot

A Figura 6 expressa os perfis das proteinas presentes na pegonha (PBa) e
proteinas das interacdes entre PBa e AECf. No SDS-PAGE, o veneno de Bothrops
atrox apresentou trés bandas proteicas fracas de alta massa molecular, acima de
113 kDa, bandas de massa molecular, entre 46,6 e 72 kDa, e trés bandas de massa
molecular abaixo de 17,4 kDa. As bandas com massa proxima de 46,6 kDa e duas
bandas com massa abaixo de 17,4 kDa se mostraram mais intensas. Os perfis do
pellet e sobrenadante obtidos pela mistura do veneno com extrato exibiram as
bandas proteicas de 46,6, kDa e as duas bandas com massa abaixo de 17,4 kDa. A
mistura de veneno com extrato apresentou essas mesmas bandas, mas com menor
intensidade. No Western Blot, os anticorpos do antibotrépico interagiram com maior
intensidade com as bandas de média e alta massa molecular do veneno e do pellet.
As proteinas de alta e média massa molecular presentes na mistura do PBa com
AECf foram detectadas com pouca intensidade. O extrato isolado ndo apresentou

interacdo com os anticorpos.
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Figura 6. Interagao entre o extrato aquoso de Connarus favosus (EACf) e pegonha de Bothrops atrox
(PBa 15uL). A mistura contendo PBa e EACT (1:5) foi centrifugada e ambos pellet e sobrenadante
foram verificados por (A) eletroforese em gel poliacrilamida (SDS-PAGE-15%) e (B) Western blot
(15%).

3.9. Zimografia

As atividades proteoliticas do veneno de Bothrops atrox, extrato aquoso de
Connarus favosus e da interacao de ambos estdo expressas na Figura 7. O veneno
apresentou duas bandas com atividade gelatinolitica. A primeira banda possui
massa molecular proxima de 113 kDa e a segunda banda massa entre 46,6 e 72
kDa. A interagdo entre o veneno e extrato (PBa + AECf) mostrou que houve um
bloqueio da atividade enzimatica e o extrato isolado (AECf) ndo apresentou atividade
gelatinolitica.
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Figura 7. Zimografia mostrando a atividade proteolitica do veneno de Bothrops atrox (PBa 15puL),
Extrato aquoso de Connarus favosus (EACf) e a interagdo entre ambos (PBa + EACf 1:5). Bandas
claras indicam a presenga de enzimas com atividade gelatinolitica na peconha de B. atrox.
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4. Discussao

As entrecascas da espécie Connarus favosus Planch. (Connaraceae) é
utilizada na forma de tintura ou decocgéo pelas comunidades tradicionais, residentes
no entorno de Santarém, Para, Brasil, como uma op¢édo da medicina popular para
tratamento de acidentes com serpentes. Em trabalhos anteriores, essa espécie ja foi
avaliada quanto ao potencial antiofidico seguindo protocolos de pré-incubacao do
veneno com o extrato aquoso (Moura et al.,, 2013; Moura et al.,, 2015). Neste
presente trabalho foi verificada a atividade antiofidica do extrato aquoso de C.
favosus conforme o uso tradicional utilizando a via de administragdo e doses
indicadas pela populagao consultada (Moura et al., 2015).

Os acidentes ofidicos que ocorrem com mais frequéncia na regidao Norte do
Brasil sdo atribuidos para espécie Bothrops atrox e seu veneno € composto
principalmente por metaloproteinases (SVMP — 54,6%), L-aminoiacido oxidase
(LAAO - 14,2%), lectina-like do tipo C (CLECL — 11,8%), serinaproteases (SVSP —
8,1%), fosfoplipases (PLA> — 3,3%) e demais proteinas (8,0%), responsaveis pelas
diferentes atividades biologicas induzidas por esse veneno (Sousa et al., 2013).

A inflamacao induzida pelos venenos de serpentes do género Bothrops sp.
leva a liberacdo de mediadores inflamatdrios, a expressdao de moléculas de adesao
celular, recrutamento de células, dentre outros eventos. As células como mondcitos
(macréfago) e neutrdfilos recrutados para o local, exercem a suas fungdes
fagociticas liberando espécies reativas de oxigénio, que podem potencializar o dano
causado pelo veneno (Teixeira et al., 2009), visto que as defesas antioxidantes sédo
comprometidas pelo estresse oxidativo, apds picada de serpentes do género
Bothrops sp. (Cardoso et al., 2009). Em estudo realizado, com pacientes
hospitalizados, ap6s sofrerem picadas de Bothrops jararaca e Bothrops jararacussu,
foi detectado decréscimo de aproximadamente 50% nos niveis plasmaticos de
vitamina E, em relagdo ao grupo controle, possivelmente devido ao aumento
endogeno de H>O, e outras espécies reativas de oxigénio, acarretando em estresse
oxidativo (Strapazzon et al.,, 2015). O extrato aquoso de Connarus favosus
apresentou alto potencial antioxidante quando submetido a dois ensaios
quantitativos, DPPH e Fe**. Os compostos fendlicos presentes nesse extrato podem
atuar sequestrando radicais livres ou quelando metais e, assim, prevenindo a

oxidacao lipidica, atuando tanto na etapa de iniciagcdo quanto na propagacao do
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processo oxidativo (Sousa et al., 2007). Entretanto, a alta toxicidade apresentada
por esses compostos fendlicos dificulta seu uso terapéutico (Soares, 2002). O uso
de suplementagdo antioxidante pode ser recomendada a fim de atenuar os danos
causados pelas picadas de serpentes do género Bothrops sp., contudo, testes de
toxicidade aguda e biodisponibilidade, em condicbes fisioldégicas, devem ser
realizados com o extrato aquoso de Connarus favosus para avaliar os riscos deste
tratamento. No presente estudo foi verificada apenas a citotoxicidade in vitro, a qual
indicou que o controle positivo, a doxorrubicina, foi significativamente mais toxico do
que todas as concentracoes testadas do extrato, exceto para a de 250 pug/mL. Os
resultados demonstram que € preciso dez vezes a concentracdo do extrato aquoso
de C. favosus para causar a mesma taxa de mortalidade celular que a doxorrubicina,
na concentracao de 25 ug/mL. No entanto, sera necessaria a realizagdo de outros
testes, visto que este preliminar ndao considera os sistemas organicos, como
absorgdes metabdlicas intestinais e hepaticas.

Acidentes com serpentes ocasionam infecgcdo secundaria ou por bactérias
presentes na cavidade oral da serpente ou na microbiota presentes em todas as
camadas da pele da vitima, tanto em les6es superficiais quanto nas mais profundas
(Otero et al., 2002; Grice et al., 2008).Tais infec¢cdes provocam celulite, abcessos
locais e até septicemia, exigindo a utilizacdo de antibiéticos como agente
terapéutico, nesses acidentes por animais peconhentos. A formacao de abscessos
resultantes de infeccdes locais é um fator de risco para amputacdo de membros de
pacientes que sofreram picadas de serpentes. A ligacado das bactérias aos fatores de
solubilidade tecidual, como consequéncia da acdo de componentes do veneno, pode
dificultar o reconhecimento das bactérias pelos mecanismos imunolégicos (Gutiérrez
and Lomonte, 2009). Amostras de abscessos de 99 pacientes que foram picados por
serpentes do género Bothrops sp. foram submetidas ao teste de difusdo em disco
para deteccdo de bactérias gram-positivas e gram-negativas. As bactérias
encontradas foram Morganella morganii em 44,4% das culturas, Escherichia coli em
20,2%, Providencia sp. em 13,1% e Staphylococcus aureus em 8,1%. Entretanto, a
presenca de bactérias da espécie S. aureus pode ser devido a contaminacao da
pele dos pacientes e nao da microbiota presente na cavidade oral da serpente (De
Andrade et al., 1989). Em Taiwan, foi coletado material de abscessos de 231
pacientes picados por serpentes de diversos géneros. As bactérias mais recorrentes

entre as espécies gram-negativas foram Morganella morganii, Pseudomonas
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aeruginosa, Proteus vulgaris; entre as espécies gram-positivas se destacaram o
grupo de bactérias Enterococcus e a espécie Bacteroides fragilis foi a mais comum
entre as bactérias anaerdbias (Chen et al., 2011). Em estudo de caso, paciente
apresentou necrose duas semanas ap0s ser picada por uma serpente da Familia
Viperidae e a cultura revelou sensibilidade a bactéria Pseudomonas aerginosa
(Balaji et al., 2015). Devido ao exposto o extrato aquoso de Connarus favosus foi
avaliado frente algumas das bactérias normalmente encontradas na cavidade oral da
serpente como Escherichia coli, e na microbiota da pele dos pacientes como
Staphylococcus aureus. No teste de disco difusdo, foi detectada inibicdo do
crescimento de bactérias como Bacillus cereus, Corynebacterium glutamicum,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Nocardia brasiliensis, Salmonella enteridis,
Staphylococcus aureus e Serratia marcescens. O teste de minima concentracédo
inibitéria revelou que o extrato aquoso inibiu o crescimento das bactérias Bacillus
cereus, Corynebacterium glutamicum e Nocardia brasiliensis em todas as
concentracdes testadas. O crescimento da bactéria S. aureus, normalmente
encontrada na microfauna epitelial humana (De Andrade et al., 1989; Otero et al.,
2002), foi inibido até a concentracao de 3 mg/mL de extrato aquoso de C. favosus, e
a partir de 4 mg/mL ocorreu diminuicdo dessa inibicdo, o que pode ter sido
ocasionado pela alta taxa de mutacdo das bactérias, saturacdo do meio ou
alteracdes no pH que permitiu o seu crescimento da cultura bacteriana.

As metaloproteinas sdo proteases dependentes de zinco que
desempenham um papel importante nos danos locais ocasionados nos acidentes
botrépicos, por induzirem hemorragia, mionecrose, danos teciduais e inflamacao
(Gutiérrez and Rucavado, 2000). O presente estudo avaliou o potencial anti-
hemorragico do extrato aquoso de Connarus favosus utilizando a via de
administracdo usualmente adotada pelas comunidades tradicionais, a via oral.
Nestas condi¢gdes tanto no pré-tratamento como no pds-tratamento houve inibicao
significativa da atividade hemorragica. A inibicdo dos halos hemorragicos no poés-
tratamento foi de 48,6% e 66,3% para as doses de 62,49 e 124,98 mg/kg,
respectivamente. Ambas as doses foram mais eficazes que o antibotrdpico, que
neutralizou apenas 36,5% da atividade hemorragica. Na acao coadjuvante, o extrato
s6 inibiu significantemente o halo hemorragico quando administrado
concomitantemente com o antiveneno, na dose de 20,83 mg/kg. O extrato aquoso
de C. favosus havia sido testado previamente quanto ao potencial inibidor da
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atividade hemorragica do veneno de B. atrox, seguindo protocolo de pré-incubacao,
e houve reducao dos halos em 73,32 £ 7,1% e 94,45 £ 1,6%, para as concentracdes
de 1:5 e 1:10, respectivamente (Moura et al., 2013). Estudos com outras espécies
vegetais como Bellucia dichotoma e Humirianthera ampla mostraram inibicdo de
100% da atividade hemorragica do veneno de Bothrops atrox apenas quando
utilizado o protocolo de pré-incubacao (Strauch et al., 2013; Moura et al., 2014).

As fosfolipases A, pertencem a uma classe de enzimas que podem induzir,
dependendo de sua conformacdo, miotoxicidade, neurotoxicidade, hemodlise,
cardiotoxicidade, dentre outras acdes (Kini, 2003; Lomonte et al., 2003). As PLA,
também podem desempenhar papel sinérgico com outros componentes da pegonha
e assim contribuir para as acdes téxicas ocasionadas pelo veneno de serpentes do
género Bothrops. A acao sinérgica entre uma PLA, ndo téxica e uma metaloprotease
hemorragica do veneno de Bothrops alternatus, mesmo em baixas concentracoes de
PLA,, exerceu um efeito de “destacamento” de células endoteliais pela perda da
adesdo ao substrato na cultura, sem envolver atividade catalitica, indicada pela falta
da liberacao Latacto desidrogenase citosolico, no sobrenadante da cutura de células
expostas ao veneno (Bustillo et al., 2015). A reducao da atividade PLA, do veneno
de Bothrops atrox ocorreu de forma dose-dependente. Ao ser incorporado ao gel, o
extrato de Connarus favosus ocasionou a reducao maxima de 27,15% na dose de
124,98 mg/kg, enquanto o antibotrépico, nas mesmas condigées, reduziu a hemdlise
em 46,55%. O extrato aquoso de C. favosus foi testado previamente, quanto sua
atividade PLA,, seguindo protocolo de pré-incubacao com veneno de Bothrops atrox
e a hemdlise foi reduzida em 100%, na concentragdo de 1:2 (w:w) (Moura et al.,
2013). A mesma atividade foi testada com veneno de Lachesis muta pré-incubado
com extrato de 12 diferentes espécies vegetais, nas concentracées de 1:10 (w:w),
resultando em inibicdo de 100% da hemdlise indireta para cinco dos extratos
testados (De Paula et al., 2010). A comparacao entre os métodos de incorporacao
de extrato aquoso ao gel e pré-incubacao foi testada, pela primeira vez, com o
extrato de Bellucia dichotoma para verificar a atividade PLA, do veneno de Bothrops
atrox. A pré-incubacdo do veneno com extrato inibiu esta atividade em 100%, nas
concentracdes testadas, entretanto, ndao houve inibicdo significativa da hemolise
indireta quando as mesmas concentragdes foram incorporadas ao gel (Moura et al.,
2014).
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Na zimografia ficou evidente a acao proteolitica do veneno de Bothrops atrox
com o surgimento de duas bandas de enzimas, as quais clivaram a gelatina, usada
como substrato incorporado ao gel, no entanto, essa atividade nao foi detectada no
veneno pré-incubado com o extrato. Isso pode ter ocorrido pela presenca de
substancias quelantes no extrato, que formaram precipitados de grande peso
molecular que impedem as proteinas do veneno de penetrarem no gel, ou porque
tais substancias retiraram os ions cofatores da atividade enzimatica.

O ensaio qualitativo para classes de metabdlitos secundarios contidos no
extrato aquoso de Connarus favosus, preparado de acordo com o uso tradicional,
confirmou, entre outras, a presenca de classes de metabdlitos como fendis totais,
taninos totais, taninos condensados e taninos hidrolisaveis semelhantes ao estudo
anterior, o qual avaliou o extrato aquoso preparado em laboratério (Moura et al.,
2013; Moura et al., 2015). Nos ensaios colorimétricos o extrato aquoso de C.
favosus apresentou fendis totais (25 g/100g), taninos totais (24,4 g/100g), taninos
hidrolisaveis (27,2 g/100g) e taninos condensados (28,5 g/100g). Em estudo
fitoquimico conduzido com 12 espécies de plantas utilizadas pelas comunidades
como antiofidicas, na regiao de Santarém, Para, foram encontrados valores entre
1,83 e 41,49 g/100g de fendis totais, entre 1,51 e 32,75 g/100g de taninos totais,
entre 0,67 e 35,32 g/100g de taninos hidrolisaveis e valores entre 28,51 e 68,79
0/100g de taninos condensados (Moura et al., 2015), indicando que os valores
obtidos no extrato aquoso de C. favosus sao expressivos. Os compostos fendlicos,
presentes nos extratos, podem precipitar proteinas formando complexos com ions
Zn?** ou Ca? diminuindo assim a acdo enzimatica das metaloproteases que sdo
dependentes de Zn** e das fosfolipases A, dependentes de calcio e,
consequentemente, inibir as atividades hemorragica e miotdxica, respectivamente,
ocasionadas pelos venenos do género Bothrops sp. (Patifio et al.,, 2012). Estes
compostos fendlicos podem interagir com as proteinas do veneno que apresentem
ions em suas composicoes, formando grandes complexos, ficando retidos e
impedidos de penetrarem na malha do gel, como observado na figura 6A e
comprovado no Western Blot, figura 6B. Resultados semelhantes foram observados
com extrato aquoso de C. favosus pré-incubado com veneno de Bothrops jararaca,
quando nao houve revelagdao das bandas proteicas do veneno no gel e, bem como,
a reacado com os anticorpos do Western Blot (Moura et al., 2015).
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5. Conclusao

No presente estudo mostrou que extrato aquoso das entrecascas de
Connarus favosus, administrado na forma oral, foi eficiente no bloqueio da atividade
hemorragica local induzida pelo veneno de Bothrops atrox, reduzindo em até 66,3%
essa atividade em camundongos. O extrato inibiu o crescimento da bactéria
Escherichia coli, normalmente encontrada na cavidade oral de serpentes, e de
Staphylococcus aureus, presente na microbiota da pele humana, demonstrando
potencial antimicrobiano. O extrato apresentou, ainda, uma acéo antioxidante, o que
podera contribuir como tratamento complementar das acdes locais e infeccdes

secundarias, muito frequentes nos acidentes botropicos.
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CAPITULO Il
DADOS NAO SUBMETIDOS A PUBLICACAO

Comparacéo entre o cha preparado conforme uso popular e o extrato aquoso
liofilizado das cascas de Connarus favosus Planch. em relacéo a presenca de

metabdlitos secundarios, atividade antioxidante e antimicrobiana
1. Introducao

Na Regidao Norte, as populacdes ribeirinhas e indigenas enfrentam o dificil
acesso aos centros de saude para tratamento de lesdes por animais peconhentos
(WEN et al. 2015), o que as levam a utilizacdo de plantas, que acreditam ter acao
antiofidica, na tentativa de inibir as acdes tdxicas resultantes do envenenamento
(MOURA et al., 2015). A espécie vegetal Connarus favosus Planch. (Connaraceae)
€ conhecida como verbnica e é comumente utilizada como antiofidica pelas
comunidades tradicionais no Pard, na forma de decocgdo (chd) ou tintura (MOURA
et al, 2015). O extrato aquoso liofilizado dessa espécie vegetal foi estudado quanto
ao potencial antiofidico frente a atividade hemorragica induzida pela peconha de
Bothrops atrox, pela via utilizada popularmente (oral), e os resultados foram
promissores (SILVA et al., 2015).

A liofilizagdo, também conhecida como criodesidratacao ou criosecagem, € o
processo de secagem pelo qual o materal é submetido a temperaturas abaixo de -30
°C, e depois a pressao negativa (vacuo), separando a agua do material vegetal por
sublimacéao, do estado sélido (congelado) diretamente para o estado gasoso. Essa
técnica de secagem é normalmente usada para enzimas, horménios, antibiéticos,
vitaminas, anticorpos, vacinas inativadas, venenos e farmacos que podem ser
usados para diagnéstico e acao terapéutica. Além de ossos e outros tecidos do
corpo para uso cirargico ou meédico e alimentos que necessitam manter suas
propriedades organolépticas (TERRONNI et al., 2013).

A fim de estudar os potenciais da planta antiofidica Connarus favosus, os
testes foram desenvolvidos com o extrato aquoso liofilizado proveniente das cascas
secas trituradas da planta, no intuito de manter o material vegetal na forma mais

préxima de seu estado natural e também obter doses como as utilizada
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popularmente. Portanto, foi comparada a presenca dos metabdlitos secundarios no
cha das cascas, preparado conforme uso tradicional (sem liofilizacao), e no extrato
aquoso (liofilizado) de Connarus favosos, além de comparar o0s potenciais

antioxidante e antimicrobiano das amostras.

2. Material e métodos

2.1 Material vegetal

2.1.1. Coleta e identificacao

Exemplares de Connarus favosus foram coletados na Comunidade de S&o
Pedro, Santarém - PA (Brasil, 02°32°08,9” S e 54°54°23,9” W). O ponto de coleta foi
marcado pelo Sistema Global de Medig¢do de Posicdao (GPS - GARMIN Map 60csx).
A espécie vegetal foi identificada pela Botanica Doutora Regina Célia Viana Martins
da Silva e a exsicata encontra-se depositada no Herbario Embrapa Amazbnia
Oriental/Belém sob o cédigo (IAN): 185216.

2.1.2. Obtencao do extrato aquoso de Connarus favosus (EACf) e doses,
conforme uso tradicional.

Obtencao do extrato aquoso: Amostras de casca de Connarus favosus, apos
serem desidratadas em temperatura ambiente, foram trituradas em moinho e 30 g do
pd das cascas foram diluidos em 450 mL de agua destilada para o preparo do cha
conforme uso tradicional, resultando na concentracédo de 66,666 mg/mL. A solucéao
foi agitada a 100°C, até proximo da fervura. Em seguida a solugdo foi coada, filtrada
em papel filtro, liofilizada e conservada em frasco ambar em temperatura ambiente.

Obtencao da dose: Conforme uso tradicional, para a realizacdo dos testes,
uma aliquota contendo 150 mL- que € a quantidade equivalente a um copo de cha,
utilizado por um individuo adulto de 60 kg- foi liofilizada. O peso seco final da
aliquota foi de 1,25 g/copo de 150 mL e, portanto, 1,25 g/ 60kg ou 20,83 mg/kg.
Essa dose foi usada como base para os calculos das doses administradas por

animal.

2.2. Determinagao das classes de constituintes quimicos
Seguindo o roteiro sequencial para prospeccao de constituintes quimicos de
extratos de plantas, de MATOS (1997), foi investigada de forma qualitativa a
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presenca das seguintes classes de metabdlitos. Previamente, foram preparados, na
mesma concentracao, a diluicdo o extrato aquoso das cascas de Connarus favosos
e 0 cha, da forma tradicional, em quantidade sufuciente para serem utilizados nos
ensaios a sequir.

2.2.1 Fenois e taninos

Em tubos de ensaio foram adicionadas trés gotas de solucdo alcodlica de
cloreto férrico para 3mL de cada amostra. As solucdes foram agitadas e observadas
quanto a mudanca de cor ou precipitacdo. Estas foram comparadas com a solucéo
de amostra com cloreto férrico sem serem agitados para observacao dos resultados.
Para presenca de fenois, a colocacdo deve variar entre azul e vermelho. Para
presenca de taninos hidrolisaveis, deve ser observado precipitado escuro de
tonalidade azul e para taninos condensados deve ser observado precipitado de cor
verde.

2.2.2 Antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Foram utilizados 3 tubos de ansaio para cada amostra neste teste, além das
amostras puras para comparacao. As amostras foram colocadas nos tubos e em
seguida os primeiros tubos foram acidificados com HCI até atingirem pH 3; os
segundos tubos foram alcalinizados com NaOH até pH 8,5 e os terceiros até pH 11.
Para presenga de antocianinas e antocianidinas deve ser observado coloragéao
vermelha nos tubos acidificados, coloracao lilas nos tubos de pH 8,5 e coloracéo
azul-purpura nos tubos mais alcalinos. Para presenca de flavonas, flavonois e
xantonas dese ser observado coloracdo amarela nos tubos mais alcalinos. Para
presenca de chaconas e aurona deve ser observado colocagdo vermelha nos tubos
acidificados e coloracao vermelho-purpura nos tubos mais alcalinos. Para presenca
de flavonois deve ser observado coloracdo vermelho-laranja nos tubos mais
alcalinos.

2.2.3 Leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Foram utilizados 2 tubos de ensaio para cada amostra neste teste, além das
amostras puras para comparagdo. As amostras foram inseridas nos tubos e em
seguida os primeiros tubos foram acidificados com HCI até atingirem pH 1-3 e os
segundos tubos foram alcalinizados com NaOH até pH 11. Apo6s alcangarem o pH
necessario, as amostras foram foram aquecidas nos tubos com auxilio de lampada
de alcool durante aproximadamente dois minutos. Para presenca de
leucoantocianidinas deve ser observado coloracdao vermelha nos tubos acidificados.
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Para presenca de catequinas deve ser observado coloragao pardo-avermelhada nos
tubos acidificados. Para presenca de flavononas deve ser observado coloracédo
vermelho-laranja nos tubos alcalinizados.

2.2.4 Flavonois, flavononas, flavanonois e xantonas

Foi utilizado um tubo de ensaio para cada amostra, além das amostras puras
para comparacao. As amostras foram colocadas nos tubos com adicdo de alguns
centigramas de magnésio granulado. Ap6s o término da reacao de efervescéncia, os
tubos foram comparados com os tubos controle. Para presenca de flavonois,
flavononas, flavanonois e xantonas deve ser observado aparecimento ou
intensificacdo da cor vermelha.

2.2.5 Esteroides e triterpenoides

Foi utilizado um tubo de ensaio para cada amostra. Foram adicionados 2 mL
de cloroférmio as amostras e as solugdes cloroférmicas foram filtradas gota a gota
em tubos fechados com uma porcéao de algodao e coberta com alguns decigramas
de Na2S04 anidro. Os filtrados foram transferidos para tubos bem secos, foram
adcionados 1 mL de anidridi acético e agitados suavemente. Apds agitacdo foram
adicionados cuidadosamente trés gotas de H.SO, concentrado e os tubos foram
agitados novamente. Para presenca de esteroides livres deve ser observado
coloragao azul seguida de verde permanente. Para presenca de triterpenoides deve
ser observado coloragao parda até vermelha.

2.2.6 Saponinas

Os residuos insoluveis em cloroférmio das reacdes anteriores foram
redissolvios em 5 mL de agua destilada e filtrados. Os filtrados foram agitados
vigorosamente por dois minutos. Para a presencga de saponinas deve ser observado
a formacéao de espuma persistente e abundante.

2.2.7 Alcaloides

Foi utilizado um tubo de ensaio para cada amostra. As amostras foram
alcalinizadas atingindo pH 11 e em seguida tiveram as bases orgéanicas extraidas
com 3 porgdes sucessivas de 30, 20 e 10 mL de uma mistura éter-cloroférmio (3+1),
em funil de separagdo. Logo apds, as solugdes éter-cloroférmio foram tratadas com
Na2S04 anidro para eliminar excesso de agua. Os filtrados tiveram as bases
organicas re-extraidas em trés porcdes sucessivas de HCI diluido (0,1 mol/L). As
solucdes éter-cloroférmio foram rejeitadas e as solucbes aquosas acidas foram
repartidas em dois tubos de ensaio sem a presenca do solvente organico. Foram
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adicionados trés gotas dos reagentes de precipitacdo de alcaloides “Hager” e
“Dragendorff” nos tubos contendo as solugdes originadas do extrato aquoso e do

cha. Para a presenca de alcaloides deve ser observado precipitacao floculoso.

2.3. Teste de acao antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato e ché foi realizada utilizando
0s ensaios quantitativos com 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e com
Fe®*/Fenantrolina. O extrato aquoso liofilizado e o cha das cascas, preparado na
forma tradicional, foram testados na concentracdo de 5 mg/mL. Para o procedimento
utilizando DPPH como agente oxidante foram adicionados 990 pL da solucdo de
DPPH e 10 pL da solugdo do extrato ou cha, apés 30 minutos foi realizada a leitura
em espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 517 nm. Para o
procedimento usando Fe®* como agente oxidante, foram utilizados 980 pL de
fenantrolina e acrescentados 10 pL de uma solugdo padrdo de Fe®* e 10 uL de
extrato ou cha. A leitura foi realizada apdés 1 hora em espectrofotdbmetro em um
comprimento de onda de 508 nm. O &cido ascorbico foi utilizado como padrao e os

ensaios foram realizados em triplicata.

2.4. Teste de acao antimicrobiana

A acdo antimicrobiana do extrato e cha foi testada seguindo a metodologia
descrita por HU et al. (2004). Placas de agar Mueller-Hinton foram inoculadas com
as bactérias teste, nas quais foram perfurados pocos de 6 mm de diametro e
inoculados 50 uL de extrato aquoso liofilizado ou cha das cascas, nas concentracoes
de 5 mg/mL. As placas foram mantidas em estufa por 24h e o diametro dos halos de
inibicao foi estimado com auxilio de paquimetro digital. As bactérias utilizadas no
teste foram Bacillus cereus ATCC 14579, Corynebacterium glutamicum ATCC
13032, Escherichia coli ATCC 11775, Edwardsiella tarda ATCC 15974, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Nocardia brasiliensis ATCC 19296, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, Salmonella
enteridis ATCC 13076, Staphylococcus aureus ATCC 12600 e Serratia marcescens
ATCC 13880. Todas as cepas foram adquiridas na Fundacdo André Tosello,
Campinas, Brasil. Considerando o didmetro dos halos de inibicdo, a atividade do
extrato foi classificada como: baixa atividade (até 0,6 cm), média atividade (até 1,3
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cm) e alta atividade (maior que 1,3 cm). O ensaio foi realizado em triplicata e o
controle utilizado foi o antibi6tico oxitetraciclina (125 pg/mL).

2.5. Andlise Estatistica

Os valores foram expressos como média e desvio padrdo da média das
amostras. A comparacgao entre as médias do teste de ag¢ao antioxidante foi realizada
por teste t. A comparacédo entre os grupos do teste de acao antimicrobiana difusao
em disco foi realizada pela andlise de variancia ANOVA (One-Way) e p<0,05 foi

considerado estatisticamente significante.
3. Resultados
3.1 Classes de metabdlitos secundarios

Na Tabela 1 estdo expressas as classes de metabdlitos secundarios que
foram detectadas no cha das cascas preparado conforme utilizado tradicionalmente
e no extrato aquoso liofilizado de Connarus favosus (EACf). Em ambas as amostras
foram detectadas a presenca de auronas, catequinas, chaconas, esteroides, fendis,

flavonas, flavonois, leucoantocianidinas, taninos e xantonas.

Tabela 1: Teste fitoquimico qualitativo para deteccdo de metabdlitos secundarios no cha das cascas e
extrato aquoso liofilizado de Connarus favosus (EAC).

Classe de metabdlitos secundarios Cha cascas C. favosus EACT

Alcaloides - -
Antocianidinas - -
Antocianinas - -

Auronas + +
Catequinas + +
Chaconas + +
Esteroides + +
Fendis + +
Flavanonas - -
Flavanondis - -
Flavonas + +
Flavonbis + +
Leucoantocianidinas + +
Quinonas - -
Saponinas - -
Taninos + +
Triterpenoides - -
Xantonas + +

(-): auséncia; (+): presenga
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3.2. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do cha das cascas e do extrato aquoso liofilizado de
Connarus favosus (EACf) esta demonstrada na Tabela 2. O cha das cascas possui
valores equivalentes de 0,7 para o método DPPH e 1,1 para o método Fe*". J4 o
EACf possui valores equivalentes de 1,2 para o método DPPH e 1,7 para o método
Fe®, em relagdo ao padrdo do acido ascérbico, o que demonstra alto potencial

antioxidante para ambas amostras.

Tabela 2: Atividade antioxidante testada com o cha das cascas e extrato aquoso de Connarus
favosus (EACf), ambos na concentragdo de 5 mg/mL, determinado pelos testes com DPPH e Fe3*.
Acido ascérbico [AA] foi usado como antioxidante equivalente. Valores em equivaléncia para
Connarus favosus (Equiv.) 0-1,0: potencial mais alto que [AA]; 1,0-2,0: potencial alto; 2,0-4,0:
potencial mediano.

Amostras DPPH Fe3+
[AA] eq Equiv. [AA] eq Equiv.
Cha cascas a a
C. favosus 7002 0,7 £0,02 45+0,3 1,2 £0,08
EACf 40+0,4 1,1+0,1° 2,9+05 1,7+0,3°

a, b: Na mesma coluna, valores representados por letras diferentes séo significativamente diferentes a p <0.05
verificado pelo teste t ndo pareado. Média * desvio padrao (n = 3).

3.3. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do cha das cascas e do extrato aquoso liofilizado de
Connarus favosus esta demonstrada na Tabela 3. O extrato aquoso apresentou alta
atividade inibitéria apenas quando testado frente ao Bacillus cereus, os demais
resultados demonstraram média ou baixa atividade inibitéria em relacdo ao
crescimento das bactérias. Nao foi detectada inibicao do crescimento de Edwardsiella
tarda, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens para ambas as

amostras.

Tabela 3: Teste de difusdo em disco do cha das cascas e extrato aquoso de Connarus favosus
(EAC), nas concentragdes de 5 mg/mL, para avaliar o potencial de inibicdo do crescimento de
Bacillus cereus (BC), Corynebacterium glutamicum (CG), Escherichia coli (EC), Edwardsiella tarda
(ET), Klebsiella pneumoniae (KP), Nocardia brasiliensis (NB), Pseudomonas aeruginosa (PA),
Pseudomonas fluorescens (PF), Salmonella enteridis (SE), Staphylococcus aureus (SA) e Serratia
marcescens (SM). Valores até 0,6 cm: baixa atividade; 1,3 cm: atividade mediana; acima de 1,3 cm:

alta atividade.
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Amostras BC CG EC ET KP NB PA PF SE AS SM
EAC 1,5° 1,0° 08 - 07° 08 - - 08 1,0° 0,8
Cha cascas C. favosus 1,0° 0,7° * - 08 07 - - 09 08 09
Oxitetraciclina 35° 25 23 - 1,6 0,7° - - 1,82 29* 0,8

a, b, ¢: Na mesma coluna, valores de letras distintas sdo significativamente diferentes entre si a p <0.05,
verificado por teste de Tukey.
(*): Crescimento bacteriano foi reduzido, mas néo totalmente inibido; (-): Nao houve inibigéo.

4. Discussao

Os resultados mostraram que nao existe diferenca em relacao a presenca das
classes de metabdlitos secundarios tanto do cha das cascas quanto no extrato
aquoso liofilizado de Connarus favosus. Entretanto, houve diferenga significativa
entre as amostras quando testadas quanto ao potencial antioxidante, nas
metodologias DPPH e Fe®*, sendo que o extrato aquoso de C. favosus mostrou o
maior potencial antioxidante.

O teste de difusdao em disco indicou que tanto o cha das cascas quanto o
extrato aquoso possuem efeito inibitério sobre o crescimento de oito, dentre das onze
bactérias testadas. O cha das cascas de C. favosus diferiu significativamente do
glutamicum, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus. Os resultados
mostraram que o extrato aquoso possui maior potencial de inibicdo de crescimento
das bactérias Bacillus cereus, Corynebacterium glutamicum e Staphylococcus aureus,
em relagdo ao cha das cascas de C. favosus, entretanto, o cha inibiu o crescimento
da bactéria Klebsiella pneumoniae de forma mais eficaz que o extrato aquoso
liofilizado.

O extrato aquoso liofilizado das cascas de Connarus favosus, assim como
ocorre com outros materiais vegetais, manteve a composicdo quimica inalterada,
além de ser facil de dissolver e reidratar no momento de uso nos experimentos. A
auséncia de agua evita que o material liofilizado sofra acao de microorganismos,
entretanto, deve ser armanezado de forma que evite contato com oxigénio para evitar
a reidratagé@o néo intencional (TERRONNI et al., 2013).
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5. Conclusao

Os testes concluiram que as duas amostras possuem as mesmas classes de
metabolitos secundarios e o extrato aquoso liofilizado se mostrou mais antioxidante
que o cha das cascas. Em relacdo a atividade antimicrobiana, o extrato aquoso
liofilizado inibiu o crescimento das bactérias de forma mais significativa que o cha,
com excecgao de apenas uma bactéria. Sendo assim, o extrato aquoso liofilizado das
cascas de Connarus favosus manteve ou teve as propriedades potencializadas apds
a secagem, indicando que pode ser utilizado para experimentos que tem como
objetivo testar o potencial antiofidico do cha usado pelas comunidades tradicionais.
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ANEXO 1 - Carta de aceite para a publicacdo do artigo de revisdao na Revista
Scientia Amazonia.

Scientia Amazonia
Revista on-line http://www.scientia.ufam.edu.br
ISSN:2238.1910

CARTA DE ACEITE

Eu, como membro da banca de defesa de dissertacdo, declaro, para os devidos fins,
que a revisdo intitulada “Espécies vegetais utilizadas no bloqueio da atividade
hemorragica induzida pelos venenos de serpentes do género Bothrops sp. com énfase na
espécie Connarus favosus Planch. (Connaraceae)”’, no Programa de Pds-graduagdo em
Biotecnologia, na 4rea de concentragcdo em Ciéncias Bioldgicas, foi avaliada por mim.

Portanto, recomendo a sua publicacdo na Revista Scientia Amazonia.

Atenciosamente,

Manaus, de novembro de 2015.
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ANEXO Il - E-mail confirmando a submissao do artigo cientifico a Revista Journal of
Ethnopharmacology (ISSN: 0378.8741)

Journal of Ethnopharmacology <ees.jep.0.3519el.ada74815@eesmail.elsevier.com>

Dear Dr. Silva,

Your submission entitled "Antioxidant and antimicrobial activities of Connarus favosus Planch. and its role in blocking the hemorrhagic activity of
Bothrops atrox venom when administered by the same route as in folk medicine.” has been been assigned the following manuscript number: JEP-D-
15-03311.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Elsevier Editorial as an author.
The URL is http://ees.elsevier.com/jep/.

Your username is: thaiscwb@yahoo.com.br

If you need to retrieve password details, please go to:

http://ees.elsevier.com/JEP/automail query.asp

Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Marianne Verberne, Ph.D.
Editorial Office
Journal of Ethnopharmacology

For further assistance, please visit our customer support site at http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923. Here you can search for solutions on a
range of topics, find answers to frequently asked questions and learn more about EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact
details should you need any further assistance from one of our customer support representatives.
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ANEXO Il - Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais.

GOVERNG DD ESTADD DO PARA
UNIVERSIDADE DO ESTADD DO PARA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SALUDE
COMITE DE ETICA NO LSO DE AMIMAIS
PROJETC DE PESOUISA ENVOLVENDO ANIMAIS

Protocolo N® 4311

Titulo do Projeto de Pesquisa: Efeitos de extratos vegetais sobre atividades biolégicas induzidas pela
peconha de Bothrops atrox da regiio de Santarém-PA.

Pesquisador Responsivel: Prof. Dra. Rosa Helena Veras Mourdo,
Instituicic: Universidade Federal do Oeste do Para.

Data do Parecer: 17,/10/11.

PARECER

0 Comité de Etica no Uso de Animais da UEPA apreciou o protocolo em tela &, venficou
gue foram atendidas todas as exigéncias da Lei Federal 11.794, sendo respeitados os Principios Eticos da
Experimentacio Animal do COBEA. Portanto, manifesta-se pela sua aprovacio.

Farecer; APROWVADO

LIBERADC para o inicio da pesquisa sendo obrigatdrio a entrega neste CEUA do relatdrio semestral e
de conclusdo ao final da pesquisa, Comunicar por escrito, toda e qualquer modificagiio no projeto.

Belém, 17 de cutubro de 2011.

) ﬂﬂ YETERIM

m;'ﬁ‘h 1PA 2029

M.V Esp. ROSA HELENA DE FIGUEIREDD CHAVES
VICE-COORDENADORA DO CEUASUEPA
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ANEXO IV - Protocolo de Autorizacdo de Acesso ao Conhecimento Tradicional
Associado para fins de Pesquisa Cientifica sob Processo n° 01450.008934/2014-68-
DPI/IPHAN.

Irammyne po

i :
s SEPS TLA, Bioen I3 - +*anehe - Ciage 70,3901.135
ARTISEIED Woaw: 35 (61 HI24- 54005400

MACHONAL Fax: 55.{561) M04-5000

Oficio n® 31914 - GAB/DPIIPHAN

Brasilia-DF, 4 de setembro de 2014,

A Sua Magnificéncia

RAIMUNDA NONATA MONTEIRO

Reitora da Universidade Federal do Oeste do Pard - UFOPA
Rua Vera Paz, s/n - Bairro Salé

68035-110 - Santarém - PA

Cle

PROFa, ROSA HELENA VERAS MOURAD
Coordenador ¢ Orientador de Pesquisa

Instituto de Bindiversidade e Florestas - 1BEF
Rua Vera Paz, s/n - Baimro Salé

GEO35-110 — Santarém - PA

Assunto: Complementagio de Documentagio para Solicitagio de Autorizacio de Acesso
a0 Conhecimento Tradicional Associado para fins de Pesquisa Cientifica.
Processo n® 01450.008934/2014-68-DPLTPHAN,

Magnifica Reitora,

1. O Institute do Patrimdnio Histdrico e Artistico Macional — IPHAN foi
eredenciado pelo Conselho de Gestdo do Patriménio Genético — CGEN/MMA para autorizar
0 aeesso ae Conhecimento Tradicional Associado ao Patriménio Genético — CTA, para fins
de pesquisa cientifica sem perspectiva econdmica ou comercial, com base na Medida
Provisdria n® 2.186-16, de 23 de agosto de 2001, e no Decreto n® 3,945, de 28 de scicmbro de
2001, & suas alteraghes, nos termos da Deliberagio n® 279, de 20 de setembro de 2011.

2 Assim, foi recebido neste Instituto, para fins de andlise, instrugio e demais
providéncias, o Processo n® 01450.008934/2014-68-DPLIPHAN que irata da solicitagio de
autorizagio de acesso ao Conhecimento Tradicional Associado — CTA, pura fins de pesquisa
cientifica intitulada: *Plartas medicinais wilizadas no tratamento de acidentes ofidicos pela
populopdo da Regido Oeste do Pard, Samtarém, Brasil”, sendo constatada a necessidade de
suprimento das pendéncias adianie discriminadas para o comprimento da legislagio vigente.

3 Analisando a documentagio verificamos que o projeto serd conduzido sob o rite
de regularizacio, e serd analisado com base na Medida Provistria n® 2.186-16/2001, no
Decreto n” 3.945/2001, e segundo as Resolugdes CGEN N° 352011, NP 52003, N© 19/2005
e N" 3772011,

4. Dre acordo com o art. 3* da Resolugio 35/2011 ainda estio pendentes:



VI - apresentagdo de anuéneia da comunidade indigena ou local envolvida, guanda
¢ fratar de acesso a conhecimento iradicional associade, em observéncia aos arts, 8o, § o,

¢ Yo, inciso I, sem prefulzo da deliberacdo do Conselhe de Gestdo prevista ro Inciso IV do
art. 11 da MP no 2, 186-16, de 2001,

5 Se possivel, enviar o Relatdrio de Obtengiio do TAP, estabelecido na Resolugio
CGEN n° 19, art. 2% $4° o qual determina que todo TAP deve ser acompanhado de um
relatirio. Este relatdrio deve indicar os passos efou procedimentos seguidos para a obtenciio
Termo de Anuéncia Prévia — TAP junto aos & populagiio local ou seus representantes.

fi. Informamos que o trimite do processo segue o estabelecido na Deliberacio
CGEN 37/2011. A agilidade no trimite processual dependeri do atendimento is solicitagbes,

. Colocamo-nos a disposigio para sanar possiveis dividas por meio do e-mail:
dpif@iphan. gov.br & pelo telefone: 61 — 2024 5417.

Atenciosamente,

St (o

CELIA CORSINO
Diretora do Departamento do Patrimdnio Imaterial
Instituto do Patriménio Histdrico e Artistico Nacional/Tphan

SEFS TLWWEE Blogo O - 4% andar - Cep: MU30-135
Fana: 33 [61) 2024-54001,54002
Fax; 35 {#81) 2004-5420
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ANEXO V - Teste de atividade fosfolipasica A.: halos hemoliticos de inibicao por
diferentes doses do extrato aquoso de Connarus favosus (EAC), incorporado ao gel,
frente a peconha de Bothrops atrox (PBa). A) Controle Positivo (PBa); B) Controle
Negativo (SAB); C) 20,83 mg/kg de EACT; D) 62,49 mg/kg de EACT; E) 124,98 mg/kg
de EACH.




