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RESUMO

SILVA, Wania. Potencial antiofidico de taninos isolados de Plathymenia reticulata Benth.
sobre as principais atividades enzimaticas e bioldgicas induzidas pela pegonha de
Bothrops atrox. Dissertacio de mestrado em Recursos Naturais da Amazonia. Area de
concentracdo: Bioprospeccdo e Manejo de Recursos Naturais da Amazonia. Universidade
Federal do Oeste do Para — UFOPA. Santarém, 2014.

Plathymenia reticulata Benth. (Fabaceae), conhecida popularmente como vinhatico, € uma
espécie de crescente interesse medicinal que apresenta uso popular, principalmente no
tratamento de doengas inflamatérias, infeccbes e hemorragias. As varias atribuicbes
medicinais desta planta desperta o interesse em investigar atentamente sua COmposi¢ao
quimica, pois suas cascas sdo muito utilizadas em comunidades tradicionais do municipio de
Santarém, Par4, Brasil, para o tratamento de acidentes ofidicos. Os acidentes provocados por
serpentes, principalmente do género Bothrops, leva a uma série de acbes locais e sistémicas
em suas vitimas. Neste trabalho foi avaliado o potencial antiofidico de taninos condensados
purificados do extrato aquoso de P. reticulata frente as atividades enzimaticas e bioldgicas
induzidas pela pegonha de Bothrops atrox. A triagem fitoquimica do extrato aquoso de P.
reticulata (EAPr) foi realizada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). O EAPr foi
purificado por meio de cromatografia em coluna utilizando gel Sephadex LH20, o processo
cromatografico resultou em cinco fracdes principais denominadas de A,B,C,D e E, que foram
monitoradas pelas atividades fosfolipasica e hemorragica da peconha de B.atrox. Em seguida,
0 EAPr e as fracGes foram submetidos a ensaios colorimétricos para doseamento das
concentragdes de fenois totais, taninos totais e taninos condensados. A fracdo E foi definida
como taninos condensados de P. reticulata (TCPr) e escolhida para continuidade dos ensaios
farmacoldgicos por ser a fragdo mais potente nos ensaios de biomonitoramento. O TCPr foi
avaliado em diferentes protocolos experimentais in vivo e in vitro. In vivo: (1) pré-incubacdo
(2) pré-tratamento (v.0.); (3) pos-tratamento (v.0.) contra as atividades hemorragica e
edematogénica induzidas pela peconha de B. atrox. In vitro, testado frente as atividades
fosfolipasica A, e coagulante com protocolo de pré-incubacdo. O TCPr inibiu
significativamente a atividade hemorragica induzida pela peconha quando utilizado o
protocolo de pré-incubacao e pré-tratamento, no entanto, ndo houve inibicdo significativa para
a concentracdo testada no grupo pos- tratamento. Por outro lado, o edema induzido pela
peconha foi significativamente reduzido (p<0,05) em todos os protocolos testados. As
atividades fosfolipdsica e coagulante foram completamente inibidas quando pré-incubadas
com a peconha de B. atrox. Os resultados obtidos indicam que o TCPr possui propriedade
antiofidica frente a peconha de B. atrox, sugerindo a necessidade de estudos aprofundados que
permitam a elucidacdo quimica dos taninos isolados bem como o mecanismo de acao.

Palavras chave: Plathymenia reticulata, Bothrops atrox, taninos
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ABSTRACT

SILVA, Wania. Antivenin potential of tannins isolated from Plathymenia reticulata
Benth. on the main enzymatic and biological activities induced by the venom of Bothrops
atrox. Master's degree in Natural Resources from Amazon. Area of concentration:
Bioprospecting and Natural Resource Management from Amazon. Federal University of
Western Para. Santarém, 2014.

Plathymenia reticulata Benth. (Fabaceae), popularly known as mahogany, is a specie of
growing medical interest that presents popular usage, particularly in the treatment of
inflammatory diseases, infections and bleeding. The various medicinal tasks of this plant
awakens interest in investigating closely their chemical composition because their bark are
widely used in traditional communities of the municipality of Santarém, Para, Brazil, for the
treatment of snakebites. Accidents caused by snakes, mainly of the genus Bothrops, results in
a number of local and systemic actions on their victims. This study evaluated the potential of
antivenin purified tannins from the aqueous extract of P. reticulata front of enzymatic and
biological activities induced by the venom of Bothrops atrox. The phytochemical screening of
the aqueous extract of P. reticulata ( EAPr ) was performed by thin layer chromatography
(TLC ). The EAPr was purified by column chromatography using Sephadex LH20 gel,
chromatographic process resulted in five major fractions labeled A, B, C, D and E, which
were monitored by fofolipasic and hemorrhagic activities B. atrox venom. Then the EAPR
and the fractions were subjected to colorimetric assays for determination of total phenol, total
tannins and condensed tannins. The fraction E was defined as condensed tannins P. reticulata
( TCPr) and chosen for continuity of pharmacological tests to be the most potent fraction in
biomonitoring tests. The TCPr been reported in different experimental protocols in vivo and in
vitro. In vivo: (1) pre -incubation (2) pretreatment (3) post- treatmentagainst hemorrhagic and
edematous activities induced by the venom of B. atrox. In vitro, tested in the face of
phospholipase A, and coagulant protocol with pre-incubation. The TCPr significantly
inhibited venom hemorrhagic activity induced when using the pre-incubation protocol and
pre- treatment, however, no significant inhibition at the concentration tested in the post-
treatment group. On the other hand, the edema induced by venom was significantly (p<0.05)
in all protocols tested. The coagulant and phospholipase activities were completely inhibited
when pre - incubated with the venom of B. atrox. The results indicate that the antivenom has
TCPr front property venom of B. atrox, suggesting the need for in-depth studies to elucidate
the chemistry of tannins isolated and the mechanism of action.

keywords: Plathymenia reticulata, Bothrops atrox, tannins
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas esta associado a medicina
popular de diferentes partes do mundo. Culturas dos mais distintos lugares conhecem e
utilizam o potencial terapéutico dos vegetais no tratamento de doencas (Calixto, 2005).
Praticas estas que acompanham o homem desde a pré-historia e que evoluiram com ele ao
longo dos anos (Coutinho et al., 2006).

O interesse pela descoberta de extratos vegetais com diferentes atividades biologicas
tem aumentado consideravelmente. Neste contexto, plantas que apresentam atividade
antiofidica sdo de grande interesse visto que, os acidentes ofidicos sdo um importante agravo
a salde em diversas regides do mundo. Por isso, sdo considerados pela Organizacdo Mundial
de Saude como uma doenca tropical negligenciada, com incidéncia global de
aproximadamente 5 milhdes de acidentes por ano (Gaus et al., 2013). A utilizacdo de plantas
no tratamento de acidentes por animais peconhentos é uma pratica comum por Varios povos
do mundo (Ambikabothy et al.,2011), principalmente em regides onde 0 acesso a soroterapia
é restrito ou até mesmo inexistente (De Paula et al., 2010).

Muitos extratos de plantas ja foram estudados quanto a atividade antiofidica, visando
caracterizar substancias ativas capazes de inibir diversos efeitos locais e sisttmicos
provocados por peconhas de serpentes. Entre os varios estudos de extratos de plantas estdo: o
extrato aquoso e fragdes de Serjania erecta Radlk. (Sapindaceae) que foram capazes de inibir
as atividades toxicas de miotoxinas isoladas de Bothrops jararacussu (Fernandes et al., 2011);
0 extrato aquoso de Casearia sylvestris Sw. (Flacourtaceae) inibiu a acdo da pegonha de
quatro espécies de serpentes do género Bothrops (Borges et al., 2001), e mostrou eficacia
contra a atividade fosfolipasica induzida pelas enzimas crotoxin, bothropstoxin-I piratoxin-1 e
myotoxin-1l isoladas da peconha de Cratalus durissus terrificus, Bothrops jararacussu,
Bothrops pirajai, e Bothrops moojeni (Cavalcante et al., 2007). O extrato aquoso de Casearia
mariquitensis Kunth. (Flacourtiaceae) inibiu os efeitos hematologicos e hemostaticos
induzidos por metaloproteinase de classe P-l (neuwiedase) isolada da pegonha de Bothrops
neuwiedi pauloensis (lzidoro et al., 2003). Maiorano et al. (2005) testaram o potencial
antiofidico do extrato aquoso de Mikania glomerata Spreng. (Asteraceae) frente as atividades
fofolipasica, edematogénica e coagulante das peconhas de Crotalus durissus terrificus,
Bothrops altenatus, Bothrops moojeni, Bothrops neuwiedi e Bothrops jararacussu, assim
como o extrato etandlico de Mikania laevigata Sch.Bip.ex Baker (Asteraceae) que também

apresentou atividade antiofidica, demonstrando efeito protetor contra a atividade
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neuromuscular induzida pela peconha de Philodryas olfersii (Collago et al., 2012); os extratos
etanolicos obtidos de Heliconia psittacorum L.f e Heliconia rostrata Ruiz & Pav.
(Heliconiaceae) mostraram ser eficazes contra a atividade coagulante da peconha de Bothrops
asper (Estrada, et al.,, 2010); a Marsypianthes chamaedrys Vahl kuntze (Lamiaceae)
apresentou potencial antiofidico contra a pegconha de Bothrops atrox (Magalhées et al., 2011),
assim como as espécies Bellucia dichotoma Cogn. (Melastomataceae), Connarus favosus
Planch. (Connaraceae), Aniba fragrans Ducke (Lauraceae) e Philodendron megalophyllu
Schott (Araceae) cujos extratos foram capazes de inibir as atividades enzimaticas e biologicas
induzidas pela peconha de Bothrops atrox (Moura et al., 2013); Sousa et al. (2013) mostraram
que fracOes obtidas a partir do extrato aquoso de Myrcia guianensis (Aubl.) DC. (Myrtaceae)
foi eficiente na inibicdo da atividade hemorragica induzida pela peconha de Bothrops
jararaca.

Ainda, alguns trabalhos indicam que compostos derivados de plantas, tais como o
acido rosmarinico (Ticli et al., 2005; Aung et al., 2010), quercetina (Nishijima et al., 2009),
harpalycin (Ximenex et al., 2012), glicirrizina (Assafim et al., 2011), lupeol, (Strauch et al.,
2013) Triacontyl p-coumarate (Mendes et al., 2013) sdo capazes de inibir as atividades
biolégicas tanto in vitro quanto in vivo de peconhas de varias serpentes.

Plathymenia Reticulata Benth. (Fabaceae) tem tradicdo de uso na medicina popular,
sendo uma das espécies mais citadas por moradores de comunidades de Santarém, Para, Brasil
para o tratamento de acidentes ofidicos (Moura et al., 2013). O extrato das cascas é preparado
tanto para aplicacdo topica quanto ingestdo via oral, atuando como anti-inflamatdrio, anti-
hemorragico, antibidtico (Pott & Pott, 1994) e antiofidico (Farrapo et al., 2011; Moura et al.,
2013). Em estudo realizado por Moura et al. (2013), verificou-se que o extrato aquoso obtido
a partir das cascas de P. reticulata foi capaz de inibir efeitos locais induzidos pela peconha de
Bothrops atrox, tais como hemorragia e edema, demonstrando sua propriedade antiofidica. No
entanto, ainda sdo poucos os trabalhos sobre o perfil fitoquimico da espécie direcionado para
a obtencdo dos compostos responsaveis pela atividade antiofidica, o que justifica a
importancia do presente estudo. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi realizar triagem
fitoquimica de P. reticulata, direcionando-a para a obtencdo dos compostos responsaveis pela
atividade antiofidica frente aos principais efeitos enzimaticos e biologicos induzidos pela
peconha de Bothrops atrox.

A apresentacdo deste trabalho foi realizada segundo as normas do Programa de Pds-
Graduacdo em Recursos Naturais da Amazoénia da Universidade Federal do Oeste do Para-
UFOPA. A dissertacio esta dividida em: REVISAO DA LITERATURA sobre os aspectos
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de acidentes ofidicos, caracteristicas das serpentes e peconhas botropicas, soroterapia e uma
revisdo sobre plantas medicinais utilizadas como antiofidicas, incluindo a espécie alvo deste
estudo Plathymenia reticulata Benth, seguida de OBJETIVOS: geral e especificos. A
METODOLOGIA e RESULTADOS foram apresentados em forma de artigo de acordo com
as normas do periodico Toxicon (ISSN 0041-0101). Apos revisdo o mesmo serd traduzido

para lingua inglesa e submetido para publicacéo.

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Acidentes ofidicos

Os acidentes ofidicos estdo entre os mais graves problemas de salde publica,
principalmente em regides tropicais do globo (Koh et al., 2006). A seriedade do problema se
da especialmente pela frequéncia com que os acidentes ocorrem e pelos graves efeitos
sistémicos que a pegconha provoca nos organismos vivos (Pinho & Pereira, 2001).

O perfil epidemioldgico do ofidismo demonstra que a ocorréncia desses acidentes esta
relacionada com fatores climaticos e aumento da atividade humana dos trabalhos no campo
(Koh et al., 2006). As vitimas sdo na maioria do sexo masculino, com picadas localizadas nos
membros inferiores e superiores (Pinho & Pereira, 2001) e oriundas principalmente da zona
rural e povos indigenas. Em virtude disso, em 2009 o ofidismo foi incluso na lista de doencas
tropicais negligenciadas da Organizacdo Mundial de Saude (Gaus et al., 2013).

No Brasil existem cerca de 386 espécies de serpentes, distribuidas em 10 familias. No
entanto, a fauna ofidica de interesse médico esta representada principalmente pelas familias
Viperidae, com 36 espécies e Elapidae, com 22 espécies (Melgarejo, 2009). Essas serpentes
sdo responsaveis por mais de 20.000 acidentes todo ano no pais (Sistema Nacional de
Agravos Notificados -SINAN, 2014) e estdo distribuidas em todas as regides, podendo ser
encontradas nos mais diversos tipos de ambientes, tanto naturais quanto os antropisados.

As serpentes peconhentas de ocorréncia no Brasil estdo divididas em quatros grupos
de acordo com suas caracteristicas morfologicas: grupo | - Acidente elapidico, as serpentes
desse grupo pertencem a familia Elapidae e aos géneros Leptomicrurus e Micrurus, sao
conhecidas por corais verdadeiras e apresentam anéis com um padrdo de cor caracteristico:
vermelho, preto e branco ou amarelo (Brazil et al., 2003); grupo Il - acidente Crotalico: as

serpentes desse grupo pertencem a familia Viperidae e ao género Crotalus, sdo conhecidas
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por cascaveéis e possuem como caracteristica marcante um chocalho localizado na regido
terminal da cauda (Melgarejo, 2009); grupo Ill - acidente Laquético: as serpentes desse
grupo pertencem a familia Viperidae e ao género Lachesis, sdo conhecidas por “surucucu” e
“surrucutinga”, possuem como caracteristica principal ponta da cauda com espinho e escamas
ouricadas (Franca et al., 2006); grupo IV - acidente Botropico, as serpentes do grupo
botropico estdo distribuidas em dois géneros: Bothropoides e Bothrops e sdo conhecidos por
jararacas, caissaca, urutu, jararacussu (Carrasco et al., 2012).

De acordo com dados do Ministério da Saude, as serpentes do género Bothrops sdao
responsaveis por cerca de 75% dos acidentes ofidicos ocorridos anualmente no pais. No
Estado do Paré o problema é ainda mais alarmante, pois além de apresentar o0 maior nUmero
de notificagdes, com 38.814 acidentes botropicos registrados no periodo entre 2001 a 2012,
também apresentou uma alta mortalidade relacionada a esses acidentes (Brasil, 2014). Dos
144 municipios do Estado do Para, Santarém é a cidade com o maior nimero de notificacdes,
com 1.841 acidentes provocados apenas por serpentes do género Bothrops, no periodo de
2001 a 2012 (SINAN, 2014).

Possivelmente esses dados epidemioldgicos ndo correspondem a realidade devido a
subnotificacbes, pois apesar da tecnologia disponivel atualmente, ainda vivemos em um
periodo de caréncia de informacgdes sobre incidéncia de acidentes ofidicos e morbidades
provenientes destes envenenamentos (Albuquerque et al., 2004), isso porque muitas vitimas
ndo conseguem receber atendimento médico preconizado, principalmente em regides distantes

e de dificil acesso.
1.1.2 Género Bothrops

Pertencente a familia Viperidae, o género Bothrops compreende mais de 30 espécies e
subespécies de serpentes (Carrasco et al., 2012). Sdo conhecidas principalmente como
jararacas e estdo distribuidas nas mais diversas e distintas regides geograficas da América
Central e América do Sul (Campbell & Lamar, 2004).

O género é considerado um grupo monofilético que estd suportado por cinco
sinapomorfias (Carrasco et al., 2012). As espécies do género Bothrops apresentam fosseta
loreal, denticdo solendglifa (Melgarejo, 2009) e pupila do olho eliptica ou vertical. As
escamas dorsais sdo carenadas (formato de "casca de arroz") (Kardong, 1982; Franco, 2009).
Além disso, as jararacas possuem a ponta da cauda normal, diferente da cascavel que possui
um guizo ou chocalho na porc¢éo terminal, ou da surucucu que possui escamas ericadas e um

espinho na ponta da cauda (Figura 01) (Bernarde, 2013).
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O género Bothrops possui uma rica fauna de serpentes com caracteristicas
morfologicas bem diversificadas, abrigando desde espécies raras ou restritas a uma area
geografica limitada, até espécies com distribuicdo geografica relativamente ampla e de grande
importancia para a salde publica, a exemplo da Bothrops atrox, que tem uma distribuicdo
generalizada na regido Norte do Brasil, onde é responsavel pela maioria dos acidentes

ofidicos notificados (Melgarejo, 2009).

Olho

Cauda lisa

Presas M}Ww =
o 1

Figura 01: Esquema das caracteristicas das serpentes do grupo botropico: A) Fosseta loreal, entre olho e
narina; B) Denticdo € solendglifa C) Cauda lisa, sem maiores modificacdes; (Adaptado do Manual de
Diagnésticos e Tratamento de Acidentes Ofidicos por Animais Pegconhentos do Ministério da Saude, 2001)

1.1.3 Bothrops atrox

Bothrops atrox ocorre em todas as regides tropicais da América Central e America do
Sul, com ampla distribuicdo no norte da Bacia Amazonica (Nufiez et al., 2009). E uma
serpente que possui grande poder de adaptacdo (Calvete et al., 2011), por isso suporta bem a
alteracdo no ambiente (Campbell & Lamar, 2004). Trata-se de uma serpente agil, ativa e
muito agressiva, que permanece ativa praticamente em todos os meses do ano, principalmente
a noite. Seu habitat pode variar entre matas, locais inundados, corregos, igarapés, beiras de
rios e perto de locais propicios a proliferacdo de ratos (Cardoso et al., 2009). Conhecida
popularmente como jararaca-do-norte, € o ofidio mais encontrado na regido Amazénica e
também considerado o principal causador de acidentes na regido Norte, inclusive no
municipio de Santarém, Para, Brasil (Moura et al., 2013). Esses elevados indices de acidentes

provocados por B. atrox é um reflexo direto de sua ampla distribui¢do na regido.
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Essas serpentes apresentam um colorido cujo padrdo de coloragdo e marcagdes do
corpo variam na configuracdo e no grau de contraste (Figura 02). Sdo moderadamente pesadas
e quando adultas podem chegar a 1,25m de comprimento (Calvete et al., 2011). Assim como
as demais serpentes peconhentas, Bothrops atrox apresenta um par de glandulas exdcrinas
bem desenvolvidas, localizadas junto a margem inferior da mandibula superior, que séo
associadas aos dentes (aparelho inoculador) (figura 03) (Kardong, 1982; Franco 2009;
Melgarejo, 2009). Esse aparato bioldgico, que é considerado uma das mais sofisticadas armas
do mundo natural, é utilizado principalmente para a captura de presas (Bernarde, 2013), além
de representar um eficiente mecanismo na defesa contra predadores e outros inimigos naturais
(Mebs et al., 2002).

Figura 02: Bothrops atrox juvenil; B) Bothrops atrox adulta; Fotos: Paulo Bernarde

Canal de veneno

Glandula de veneno

Figura 03: Desenho esquematico das glandulas de peconha associadas a um aparelho inoculador.
Adaptado de Serpentes peconhentas do Brasil (Melgarejo, 2009).
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1.1.4 Peconha Botropica

As serpentes usam a pegonha para imobilizar e ajudar a digerir a presa (Lu et al.,
2005), no entanto, quando inoculado em humanos, desencadeia importantes atividades
fisiopatoldgicas, com lesdes locais, destruicdo tecidual, hemorragias e distarbios de
coagulacdo. Essas fisiopatologias podem levar a perda definitiva do tecido e da sua
funcionalidade, sendo muitas vezes necessaria a amputacdo do membro atingido (Gutiérrez &
Lomonte, 1995; Gutiérrez & Rucavado, 2000). O acidente pode ser agravado por fatores
como, idade e tamanho da vitima; localizacdo, profundidade e numero de picadas; a
quantidade de peconha injetada; o tamanho da serpente envolvida; as condi¢des das presas e
das glandulas de pecgonha; a sensibilidade da vitima e os patdgenos presentes na boca da
serpente (Russell, 1974).

A peconha de serpentes € uma mistura complexa de enzimas e polipeptidios
farmacologicamente ativos. Sua composicdo pode variar diferenciando-se entre espécies do
mesmo género, ou até mesmo com variagdes intraespecificas (Gueércio et al., 2006), essas
diferencas intraespecificas podem ser em fungdo da idade, sexo do animal, localizacdo
geografica, habitos alimentares ou até mesmo mudancas de estacdo, apresentando
caracteristicas particulares tanto na intensidade quanto no mecanismo de acdo (Sanches et
al.,1992).

As vitimas de acidentes causados por serpentes do género Bothrops apresentam um
quadro clinico bastante caracteristico, decorrente da acdo combinada de toxinas presentes na
peconha botrépica. Essas toxinas sdo agrupadas de acordo com as atividades que exercem,
que podem ser coagulante, hemorragica ou proteolitica (Sano-Martins & Santoro, 2009).
Entre os componentes da peconha botrépica as principais enzimas sdo Serinoproteinases, as
Metaloproteinases (SVMP) e as Fosfolipases A, (PLA2S). Essas enzimas estdo envolvidas em
atividades biologicas especificas, como hemorragia, protedlise, disturbios na coagulacéo
(Gutiérrez, 2002; Soares & Giglio, 2003) e promovem a degradacdo de substratos naturais
como fibrinogénio e colageno (Costa, 2010).

As Serinoproteinases sozinhas ndo sdo letais, porém, quando associadas a outras
proteinas presentes na peconha contribuem para o efeito toxico do envenenamento (Costa,
2010). Essas enzimas podem atuar alterando alguns fatores da cascata de coagulacdo através
da degradacdo proteolitica (Serrano & Maroun, 2005). As serinoproteinases hidrolisam
diretamente o fibrinogénio em fibrina, causando uma trombose répida e eficiente, sem a

necessidade da participacdo da trombina, por isso, algumas sio denominadas “trombina-
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simili” (Sano-Martins & Santoro, 2009), pois agem diretamente sobre os fatores da cascata de
coagulacéo (Serrano & Moraun, 2005).

As Metaloproteinases de peconha de serpentes (SVMPs - Snake Venom
Metalloproteinase) sdo as enzimas proteoliticas mais abundantes nas peconhas botropicas
(Nufiez et al., 2009). Essas toxinas sdo responsaveis pela hemorragia local e sistémica
observada na vitima, por isso sdo frequentemente chamadas de fatores hemorragicos ou
hemorraginas (Teixeira et al., 2005). Atuam provocando a ruptura do endotélio vascular,
degradando macromoléculas como laminina, fibronectina e colageno tipo IV. Possuem acao
direta sobre a lamina basal da microvasculatura, ocasionando a ruptura completa das células
endoteliais (Moura-da Silva et al., 2009). Além disso, as SVMPs possuem alto poder de inibir
a agregacdo plaquetaria, impedindo a coagulacdo sanguinea (Franca & Malaque, 2009).

As Fosfolipases Ax(PLA;) sdo enzimas que desempenham importantes fungbes em
processos fisiolégicos como na biossintese de prostaglandinas e leocotrienos, no reparo de
membranas, e no auxilio de digestdo (Pereira, 2011). Elas atuam sobre a membrana celular
realizando a clivagem de lipideos em acidos graxos e lisofosfolipideos (Santos-Filho et al.,
2008). Com isso, podem também induzir uma variedade de efeitos farmacolgicos adicionais,
como desestruturacdo de membrana, interferéncia na agregacdo plaquetaria, miotoxicidade,
neurotoxicidade, (Gutiérrez & Lomonte, 1997; Kini, 2005) e estimulacdo de resposta
inflamatdria local com inducdo da producdo de citocinas, inducdo de edema e influxo
leucocitario (Zychar et al., 2010).

Assim, a fisiopatologia do envenenamento envolve uma complexa série de eventos
que vao agir de modo sinérgico ou depender da agdo preponderante de uma dessas toxinas.
Com isso, afeta processos vitais (Gutiérrez, 2002) e induz a uma variedade de manifestacdes
clinicas sobre a vitima, que podem levar a complicacbes locais e sistémicas (Franca &
Malaque, 2009).

O quadro local caracteriza-se por sangramento no sitio de inoculacdo da peconha,
edema de aparecimento precoce, equimose no local da picada que pode se estender por todo o
membro acometido, quadro doloroso de intensidade variavel, aparecimento de bolhas com
conteddo seroso, hemorragico ou necrotico. Esses efeitos locais podem ser atribuidos a
presenca principalmente das fosfolipases e enzimas proteoliticas (Brasil, 2013).

O efeito sistémico da peconha botropica é caracterizado por um quadro de
incoagulabilidade sanguinea, que em nos casos leves ou moderados apresenta-se com
pequenos sangramentos, que incluem gengivorragias, hematdria, pdrpuras, sangramentos em

locais de venopuncéo, ferimentos com cicatrizagao recente, hemoptise, epistaxe, sangramento
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conjuntival, hipermenorragia e hematémese. Ainda, em casos graves podem ocorrer

hemorragias intensas, insuficiéncia renal e choque (Franga & Malaqué, 2009).
1.1.5 Soroterapia

O Ministério da Saude preconiza que em caso de acidente ofidico seja feito
imediatamente a administracdo endovenosa de soro antiofidico especifico, com doses que
variam de acordo com a gravidade do envenenamento e com o peso do paciente. O tratamento
especifico para acidentes botrépicos deve ser feito em ambiente hospitalar e consiste na
administracdo do soro antibotropico (SAB) ou, na falta deste, das associa¢cfes antibotropico-
crotalico (SABC) ou antibotrépico-laquético (SABL) (Brasil, 1999).

A producdo de soros antipeconhas ainda se baseia nos métodos originalmente
descritos por Vital Brazil, que demonstrou as relagdes de especificidade existentes entre 0s
soros hiperimunes obtidos e as peconhas empregados na imunizacdo (Wen, 2009).
Atualmente, os soros antiofidicos sdo produzidos por quatro grandes centros: Instituto Vital
Brazil-1VB (RJ), Instituto Butantan-IBU (SP), Fundacdo Ezequiel Dias-FUNED (MG) e
Centro de Produgdo e Pesquisas em Imunobiologicos- CPPI (PR). Com isso o Brasil alcangou
a autossuficiéncia na producdo de soro e estabeleceu mecanismos para a vigilancia de
acidentes ofidicos em grande parte territorio nacional (Cardoso et al., 2009).

Segundo Furtado (1991), os soros antiofidicos produzidos no Brasil séo:
antielapidico- capaz de neutralizar a peconha de serpentes do género Micrurus, com antigeno
de imunizacdo, peconha de Micrurus frontalis (50%) e Micrururs corallinus (50%);
anticrotalico - capaz de neutralizar a peconha de serpentes do género Crotalus,com antigeno
de imunizacdo peconha de Crotalus durissus terrificus; antilaquético- capaz de neutralizar a
peconha de serpentes do género Lachesis, com antigeno de imunizacdo, peconha de Lachesis
muta; antibotropico — soro que neutraliza a pegonha de serpentes do género Bothrops, com
antigeno de imunizacdo formado pelo pool peconhas de B. jararaca (50%), B. alternatus
(12,5%), B. moojeni (12,5%); B. neuwiedi (12,5%) e B. jararacussu (12,5%); antibotropico/
crotélico - pode ser usado para neutralizar a peconha de serpentes dos géneros Bothrops e
Crotalus, com antigeno de imunizacdo de peconha de Crotalus durissus terrificus (40%) e
antigeno botropico (60%); antibotropico/ laquético - pode ser usado para neutralizar a
peconha de serpentes dos géneros Bothrops e Lachesis,com antigeno de imunizacdo: Lachesis
muta muta (40%) e antigeno botropico (60%).

Os soros conseguem reverter com bastante eficacia os efeitos sistémicos da pegonha

no organismo da vitima, evitando na maioria das vezes o Obito do paciente. No entanto,
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apresenta algumas desvantagens quanto ao uso. Além da necessidade de cuidados com a
estocagem e com o prazo de validade, a soroterapia pode provocar uma série de efeitos
colaterais na vitima, tais como reacdo anafilatica e hipersensibilidade as proteinas heter6logas
do soro (Wen, 2009). Também podem ser ineficientes no combate aos efeitos locais da
peconha, aumentando as chances de deixar sequelas no membro atingido (Cardoso et al.,
2009).

Embora ja existam soros capazes de neutralizar as peconhas das serpentes de maior
importancia médica, o grande problema é que em regides mais distantes e de dificil acesso
néo se pode contar de maneira eficaz com o recurso da soroterapia (Wen, 2003; Da Silva et
al., 2007). Em virtude disso é muito comum que em comunidades tradicionais as plantas

medicinais sejam o Unico tratamento para as vitimas de envenenamento por serpentes.

1.1.6 Plantas antiofidicas

A utilizacdo de extratos de plantas com propriedades antiofidicas € uma pratica
utilizada por populagGes nativas em todo o mundo, antes mesmo do desenvolvimento do soro
antiofidico (Ambikabothy et al., 2011). Esse tipo de tratamento é geralmente utilizado com o
objetivo de conter os efeitos locais da peconha como a dor, 0 edema, a necrose e
principalmente a hemorragia (Costa, 2010).

As observacOes populares sobre o uso e eficacia de plantas com potencial antiofidico
tém despertado o interesse de grupos de pesquisas, que além de contribuirem para a
divulgacéo das atividades terapéuticas das plantas, destacam a importancia do conhecimento
popular para a selecdo de espécies com potencial antiofidico (Mors et al., 2000). Com isso,
pesquisadores tém buscado por novos compostos de extratos vegetais que possam atuar como
complemento a soroterapia, e tentam identificar o mecanismo molecular que inibe a acdo das
toxinas presentes na pegonha de serpentes (Magalhées et al., 2011).

Nas ultimas décadas, varias espécies de plantas foram estudadas com o objetivo de
caracterizar substancias biologicamente ativas capazes de neutralizar os efeitos provocados
pelas peconhas de serpentes. Mors, (1991) realizou um levantamento etnobotanico no qual
foram citadas 578 espécies de plantas antiofidicas de mais de 98 familias, assim como Martz,
(1992), que listou 11 espécies de plantas com potencial terapéutico do tratamento de acidentes
com serpentes. Moura, (2012) avaliou o potencial antiofidico de 12 espécies de plantas
utilizadas por moradores de comunidades tradicionais da regido do Eixo Forte e Alter-do-

Chdo do municipio de Santarém, Para, Brasil. Esses estudos apresentam uma variedade de
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plantas medicinais com potencial antiofidico que podem ser futuramente utilizadas como
droga ou como modelo de formulacdo de novas drogas.

Muitos outros trabalhos tém demonstraram a eficcia dos mais variados extratos de
plantas ou componentes puros e semipuros frente as atividades edematogénica (Costa et al.,
2008; Magalhdes et al., 2011), miotoxica (Cavalcante et al., 2007; Collaco et al., 2012)
hemorragica (Borges et al., 2005; 2001), neurotoxica e coagulante , usando tanto a peconha
bruta, como enzimas isoladas (Izidoro et al., 2003; da Silva et al., 2005) de peconhas de
varias espécies de serpentes peconhentas, principalmente as serpentes do género Bothrops.

Em trabalho realizado por Strauch et al. (2013), foi comprovado a eficiéncia do
extrato etandlico e de trés terpenos (lupeol, sitosterol, acrenol) isolados de Humirianthera
ampla Miers (lcacinaceae) em inibir as atividades miotdxica, hemorragica, proteolitica e
edematogénica quando pré incubados com a peconha das serpentes Bothrops atrox, Bothrops
jararaca e Bothrops jararacussu. Mendes et al. (2013) avaliaram o triacontilo p-coumarato,
um composto ativo obtido do extrato hexanico da raiz de Bombacopsis glabra capaz de inibir
acdo hemorréagica, miotoxica e fibrinogenolitica da peconha bruta de Bothropoides pauloensi,
bem como das enzimas metaloproteinase e fosfolipase A, isoladas. Ximenex et al. (2012)
demostraram o potencial antiéfidico da harpalycin obtida do extrato etandlico de Harpalyce
brasiliana Benth. (Fabaceae), indicando a capacidade desse composto em inibir a atividade
enziméatica da fosfolipase A, (PrTX-IIl) isolada da pegonha de Bothrops pirajai e ainda
sugerindo o possivel mecanismo de interacdo entre a harpalycin e a enzima isolada PrTX-III.
Entre os metabolitos secundarios, os compostos fendlicos se destacam pela atividade
antiofidica que apresentam. Dentre eles podemos destacar os taninos isolados de Mimosa
pudica L. (Fabaceae) (Ambikabothy et al., 2011; Sai et al., 2011) e o acido rosmarinico
isolados Cordia verbenacea e de Argusia argentea (Ticli et al., 2005 ; Aung et al., 2010).

A busca por novos compostos capazes de ajudar diretamente no tratamento do
envenenamento, ou indiretamente, como suplementos para soroterapia convencional é de
suma importancia (Soares et al., 2003), principalmente porque um grande numero de
trabalhos mencionam a capacidade de extratos de plantas em inibir a acdo da peconha de
serpentes, mas poucos identificam os constituintes quimicos dos extratos e seu mecanismo de
acdo (Mors et al., 2000). Assim, € inquestiondvel que as plantas medicinais representam nao
s6 uma importante fonte para a descoberta de novas substancias biologicamente ativas, como
também uma alternativa terapéutica no tratamento de diversas enfermidades, inclusive

envenenamento por serpentes (Oliveira et al., 2012).
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1.1.7 Plathymenia reticulata Benth.

A Plathymenia reticulata, uma arvore da familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae,
primeiramente foi descrita por Bentham (1842), que reconheceu duas espécies para 0 género:
Plathymenia reticulata Benth. e Plathymenia foliosa Benth. Contudo, a partir de estudos
realizados por Lewis e Warwirc (2003) as duas espécies passaram a serem consideradas
sindnimos, assim, Plathymenia reticulata tornou-se a Unica espécie catalogada do género
Plathymenia.

A planta é conhecida popularmente por vinhatico (Lorenzi, 2002), um nome que
remete para o “vinho tinto” devido a cor do tronco da arvore (Silva Junior, 2005). P.
reticulata é uma arvore com cerca de 10m de altura, com tronco de casca grossa, sulcada, de
cor castanho-avermelhada, as folhas sdo alternas, compostas por 5 a 8 pares de foliolos sendo
cada um deles, por sua vez formados por 8 a 15 pares de folidlulos (Figura 04) (Carvalho,
2008). Comumente encontrada em ecossistemas de savana (Almeida et al.,1998) tem
ocorréncia no Brasil, Bolivia, Paraguai e Suriname (Lewis & Warwick, 2003). No Brasil a
distribuicdo de P. reticulata ocorre em pelo menos 14 Estados. Na regido Norte do pais €
encontrado somente no estado do Para (Figura 05) (Morim, 2014).

E uma arvore de grande valor econdmico devido & alta qualidade da sua madeira e
frequente utilizacdo na recuperacdo de areas degradadas. Em 1994 foi classificada pelo
Instituto Brasileiro de Pesquisas Agropecuarias — EMBRAPA como uma das espécies
vegetais mais importantes do Cerrado (Almeida et al, 1998). Além disso, tornou-se uma
espécie de crescente interesse medicinal por apresentar potencial terapéutico no tratamento de
algumas doencas inflamatorias, infeccdes e hemorragias (Pott & Pott, 1994). A casca de P.
reticulata é bastante comercializada em feiras e mercados e sua utilizacdo geralmente é
prescrita na forma de tintura ou cha (Moura, 2012).

Extratos obtidos das cascas de P. reticulata mostraram atividade antimicrobiana in
vitro para varios grupos de microrganismos (Fernades et al., 2005; Toledo et al., 2011) e
extratos diclorometano e aquoso da casca apresentaram propriedades antiofidicas, com
potencial de inibicdo para as atividades miotoxica, edematogéncia, hemorragica, fosfolipasica
e coagulante da peconha bruta das serpentes, Bothrops jararacussu, Bothrops jararaca e
Bothrops atrox (Farrapo et al., 2011; Moura et al , 2013).



Figura 04: Aspectos gerais de Plathymenia reticulata Benth. A) Arvore; B) Folhas; C) Casca; Fotos: Wania
Rodrigues.
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Figura 05: Mapa com locais de ocorréncia natural da Plathymenia reticulata no Brasil. ® Santarém, Para
Imagem: Morim, 2014.
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A composicdo quimica da espécie avaliada em cascas e madeira indica que seu
contetido quimico é constituido por flavonoides (Fernandes et al., 2005), terpenos (Leal et
al., 2003) taninos e acidos fendlicos (Farrapo et al., 2011; Moura et al , 2013). Farrapo et al.
(2011) sugerem que as atividades antiofidicas da P. reticulata estdo diretamente ligada aos
teores de taninos presentes nos seus extratos. Esses taninos podem estar agindo por meio de
ligagbes com as proteinas da pegonha, ou atuando como quelante de ions metalicos como
calcio e zinco presentes na estrutura das toxinas da peconha botrépica, inibindo sua atividade
enzimatica (Mendes et al., 2013).

P. reticulata é abundante nas regides de savana do municipio de Santarém, Para,
Brasil, e muito utilizada pela populacéo local para tratar vitimas de acidentes ofidicos (Moura,
2012). Embora alguns trabalhos tenham descrito a acdo antiofidica de seus extratos (Farrapo
et al., 2011; Moura et al., 2013), até 0 momento nenhum composto com agéo antiofidica foi

isolado da planta.

1.1.8 Taninos

Os taninos sdo compostos do metabolismo secundario das plantas e que ja foram
identificados como principios ativos de varios extratos vegetais pesquisados pela
farmacognosia mundial (Castejon, 2014), por serem compostos fendlicos, sdo altamente
reativos quimicamente e podem formar pontes de hidrogénio intra e intermoleculares
(Monteiro et al., 2005).

A definicdo fitoquimica de tanino foi proposta por Bate-Smith et al. (1962), que 0s
definiu como compostos fendlicos soliveis em agua, com peso molecular entre 500 e 3000
daltons, com propriedade de formarem complexos insolliveis com os alcaloides, gelatina e
proteinas. Porém, essa definicdo nao inclui todos os taninos, pois em estudos mais recentes ja
se encontram moléculas com massa molar de até 20.000 daltons. Com isso, Khanbabaee &
Ree (2001), sugerem que os taninos devam ser classificados com base na sua estrutura
molecular. Quimicamente os taninos sdo distribuidos em dois grupos, condensados e
hidrolisaveis, embora ambos possam sofrer hidrolise, a diferenca esta nas subunidades que os
compde (Monteiro et al., 2005).

Os Taninos hidrolisaveis (figura 06) sdo formados a partir da via do Chiquimato
(Monteiro et al., 2005) e sua caracteristica principal € a presenca de um poliol central,
geralmente D- glicose, e uma parte fendlica formada por acido galico. Essa classe de tanino

esta dividida em galotaninos e elagitaninos. Os galotaninos sdo aqueles que na hidrolise
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liberam apenas &cido galico, ja os elagitaninos possuem na sua parte fenolica o &cido

hexahidroxidifénico, que apds a hidrolise origina acido elagico (Santos & Mello, 1999).

Figura 06: Modelo de estrutura dos taninos hidrolisaveis. Tanino Galico. Imagem:
Caetano, 2014

Os taninos condensados (figura 07) sdo polimeros constituidos por unidades de flavan-
3-ol, que quando aquecidos em meio acido originam antocianidinas, e por isso também séo
conhecidos por proantocianidinas (Khanbabaee & Ree, 2011). Sdo produtos do metabolismo
do Fenilpropanol (Schfield et al., 2001) e apresentam uma rica diversidade estrutural
(Monteiro et al., 2005). As unidades fundamentais dos taninos condensados estdo geralmente
ligadas entre si por ligagdes do tipo C-C entre o C4 de um flavanol e o C8 ou C6 do flavanol
seguinte. O grau de polimerizagdo é bastante variavel, podendo-se encontrar oligdmeros e
polimeros, com moléculas que podem atingir elevados graus de polimerizacdo (Carvalho,

2007).

Figura 07: Modelo de estrutura do tanino condensado (Carneiro et al., 2009).
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A propriedade dos taninos de formarem complexos com proteinas sdo fundamentais
para explicar o seu papel na protecdo vegetal contra patdogenos e na detencdo de predadores
que se alimentam destas plantas (Rocha et al., 2011). Uma vez que essa capacidade de
precipitar proteinas, especialmente as proteinas salivares da cavidade oral, caracteriza o sabor
adstringente dos taninos (Madhan et al., 2005). Além disso, sdo compostos facilmente
oxidaveis, tanto por meio de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais,
como cloreto férrico, o que ocasiona o escurecimento de suas solucdes (Monteiro et al.,
2005).

Além de serem substancias que estdo diretamente envolvidas na adequacdo da planta
em seu meio, 0s taninos também apresentam atividades bioldgicas, tais como: atividades
antioxidantes, gastroprotetora, anti-inflamatérias, antialérgicas, anti-hipertensiva e
antimicrobiana (Romani et al., 2006). Na medicina popular, plantas ricas em taninos sdo
empregadas no tratamento de diarreia, hipertensao arterial, reumatismo, hemorragias, feridas,
queimaduras, problemas estomacais e processos inflamatérios (Haslan, 1996), além disso, 0s
taninos podem apresentar atividade anticarcinogénica (Chung et al., 1998), e ainda atuar
como inibidores de transcriptase reversa em HIV e como captadores de radicais livres
(Monteiro et al., 2005).

Extratos ricos em taninos e até mesmo taninos purificados, ja foram descritos na
literatura como potentes inibidores de peconhas de serpentes (Borges et al., 2005; Farrapo et
al., 2011; Ambikabothy et al., 2011, Sia et al., 2011; Moura et al., 2013; Sousa et al., 2013).
Essa acdo de inibicdo pode ser devido a capacidade que os taninos tém de se ligarem a metais
e de precipitar proteinas. Assim, podem atuar como quelante dos ions calcio e o zinco
presentes nas enzimas, ou até mesmo formar complexos com essas proteinas das peconhas
(Mendes et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar o potencial antiofidico de taninos condensados obtidos a partir da casca de

Plathymenia reticulata Benth. (Fabaceae).
2.2 Objetivos especificos:
v Obter perfil cromatografico via Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do extrato

aquoso P. reticulata para direcionar o isolamento dos seus constituintes;

v’ Purificar os taninos condensados presentes no extrato aquoso de P. reticulata

utilizando cromatografia em coluna;

v Avaliar a capacidade de taninos condensados purificados do extrato de P. reticulata
em inibir a acdo da peconha de Bothrops atrox quanto as atividades: hemorragica,

edematogénica, fosfolipasica (PLA;) e coagulante;
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Resumo

Neste trabalho foi avaliado o potencial antiofidico de taninos condensados purificados do
extrato aquoso de Plathymenia reticulata Benth. (Fabaceae) frente as atividades
edematogénica, hemorragica, fosfolipasica e coagulante induzida pela peconha de Bothrops
atrox. A investigacdo preliminar dos constituintes quimicos do extrato aquoso de P. reticulata
(EAPr) foi realizada por meio de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), em seguida, o
EAPr foi purificado por cromatografia em coluna utilizando Sephadex LH20, resultando em
cinco fragdes principais (A,B,C,D e E), que posteriormente foram submetidas a ensaios
colorimetricos para a avaliacdo das concentracdes de fendis totais, taninos totais e taninos
condensados. A fracdo (E) foi definida como taninos condensados de P. reticulata (TCPr) e
escolhida para a avaliacdo do potencial antiofidico. O TCPr foi avaliado em diferentes
protocolos experimentais in vivo e in vitro. In vivo: (1) pré-incubagdo, (2) pré-tratamento
(v.0.); (3) pos-tratamento (v.0.) frente as atividades hemorragica e edematogénica induzidas
pela peconha de B. atrox. In vitro, testado frente as atividades fosfolipasica e coagulante com
protocolo de pré-incubacdo em ambos os testes. A atividade hemorragica apresentou uma
inibicdo significativa (p<0,05) quando utilizado o protocolo de pré-incubacao (55% e 74%) e
pré-tratamento (19% e 13%), no entanto, ndo houve inibicao significativa para a concentracao
testada no grupo poOs- tratamento por via oral. O edema induzido pela peconha de B.atrox
apresentou uma reducao significativa (p<0,05) em todos os protocolos testados. As atividades
fosfolipasica e coagulante foram completamente inibidas quando pré-incubadas com a
peconha de B. atrox nas concentragfes (1:5 e 1:10). Os resultados obtidos indicam que o
TCPr pode ser uma boa fonte de inibidores naturais contra os envenenamentos ofidicos.

Palavras-chave: Plathymenia reticulata, taninos condensados, acidentes ofidicos.
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1. Introdugéo

O uso de plantas medicinais com propriedades antiofidicas ainda € uma préatica muito
utilizada tradicionalmente em varias partes do mundo (Ambikabothy et al.,2011) e surge
como uma alternativa para os casos de acidentes ofidicos, principalmente onde o acesso a
soroterapia convencional € restrito (De Paula et al., 2010). Por ser uma rica fonte de
compostos bioativos (Mors et al., 2000), os extratos vegetais possuem propriedades
bioguimicas capazes de inibir os efeitos toéxicos do veneno de varias espécies de serpentes
(Maiorano et al., 2005), no entanto, 0 mecanismo de interacdo entre compostos ativos de
plantas e as toxinas e enzimas letais da peconha é ainda pouco conhecido.

Nos ultimos anos, pesquisadores tém comprovado a eficacia de uma variedade de
especies vegetais de diferentes familias, tais como: Casearia sylvestris Sw. (Flacourtiaceae)
(Borges et al., 2001; Cavalcante et al., 2007), Casearia mariquitensis Kunth. (Flacourtiaceae)
(Izidoro et al., 2003), Musa paradisiacaL L. (Musaceae) (Borges et al., 2005), Mikania
glomerata Spreng. (Asteraceae) (Maiorano et al., 2005), Mikania laevigata Sch.Bip.ex Baker
(Asteraceae) (Collaco et al., 2012), Aristolochia indica L. (Aristolochiaceae) (Bhattacharjee
& Bhattacharyya, 2013), Mimosa pudica L. (Fabaceae), Serjania erecta Radlk. (Sapindaceae)
(Fernandes et al., 2011) (Ambikabothy et al., 2011), Cordia verbenacea D.C (Boraginaceae)
(Ticli et al., 2005), Eclipta prostrata L. (Asteraceae), (Magalhées, et al., 2011).

Plathymenia reticulata Benth (Fabaceae) é conhecida popularmente como vinhatico
(Lorenzi, 2002), uma arvore caracteristica de ambientes de savana, com ocorréncia natural em
14 estados brasileiros, inclusive na regido norte do pais, onde é encontrada somente no estado
do Pard (Morim, 2014). Essa espécie tem sido utilizada tradicionalmente para tratar
envenenamentos causados por serpentes em comunidades de Santarém, Para, Brasil (Moura et
al., 2013).

O extrato aquoso da casca de P. reticulata inibiu, ap0s pré-incubacéo, as atividades
hemorragica, coagulante, edematogénica e fosfolipasica induzidas pela peconha bruta de
Bothrops atrox (Moura et al., 2013). Farrapo et al. (2011), demonstraram que 0 extrato
diclorometano das cascas de P. reticulata, foi capaz de reverter o bloqueio neuromuscular e
os efeitos miotoxicos induzidos pela peconha de Bothrops jararacussu, provavelmente por
precipitacdo das proteinas da peconha, devido interacdo com taninos presente no extrato. No
entanto, nenhuma dessas atividades antiofidicas atribuidas a P. reticulata foram obtidas

utilizando compostos isolados.
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A busca por compostos que possam complementar, ou ser uma alternativa a atual
soroterapia na inibicdo dos efeitos locais provocados por pegonhas, aliada a alta incidéncia de
acidentes ofidicos por serpentes do género Bothrops na regido, e ao uso popular de P.
reticulata para tratar vitimas de acidente com serpentes, motivou o desenvolvimento deste
trabalho, cujo objetivo foi avaliar o potencial antiofidico de taninos condensados, purificados
de casca de P. reticulata, contra os efeitos enzimaticos e bioldgicos induzidos pela peconha

de Bothrops atrox.
2. Material e Métodos

2.1 Coleta do material vegetal e obtencdo do extrato aquoso

Amostra das cascas de P. reticulata foram coletadas proximo a comunidade de
Cucurund, Santarém, PA, Brasil (02°26" 53,9” S e 54°47°05” O) em maio de 2012. Exsicatas
da espécie encontram-se depositadas no Herbario Embrapa Amazonia Oriental/Belém sob o
codigo IAN: 185215.

Apos limpeza e selecdo, as cascas de P. reticulata foram desidratadas em estufa com
ventilacdo de ar forcada a 40°C (Licit LC-E80, Revest Arc), posteriormente triturado em
moinho de facas, resultando em um material seco e moido, que foi mantido em condicGes de
temperatura ambiente.

O extrato aquoso foi obtido a partir de 50 g do material seco e moido, adicionando-se
250 mL de agua destilada. A mistura foi mantida a 70°C £+ 5° por 2 horas sob agitacdo
constante a 1250 rpm. Apos a extracdo, o extrato aquoso foi filtrado e liofilizado, obtendo-se

12,9 g de extrato aquoso bruto (EAPT).
2.2 Obtencéo do perfil cromatografico via CCD

O perfil cromatografico preliminar do extrato aquoso de P. reticulata, foi determinado
por cromatografia em camada delgada (CCD). Para a realizagdo das analises, 10mg do EAPr
foi solubilizado em 1 mL de metanol. SolucGes padrdes de 1,2-benzopirona, rutina, timol,
esculina, catequina e acido tanico foram empregadas para a deteccdo de cumarinas,
flavonodides, terpendides taninos condensados e hidrolisaveis no EAPr. O sistema
cromatografico teve como fase estacionaria silica gel 60 Fs4 € fase mével com misturas de
eluentes de diferentes polaridades, com variagdo nas concentracfes dos solventes que foram:

acetato de etila, 4cido formico, acido acético glacial e dgua- 6,75:0,75:0,75:1,75 (v:viviv);
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butanol, acido acético e 4gua- 4:1:5 (v:v:v:); hexano, acetato de etila e acido formico-8,5:1:0,5
(v:v:v2); tolueno: éter etilico 5:5 (v:v) saturada com 10% de acido acético.

Apos a eluicdo, as cromatoplacas foram derivatizadas com reagentes especificos
visando evidenciar as principais classes de substancias quimicas presentes no EAPr: solucédo
NP PEG (difenilboriloxietilamina/ polietilenoglicol), sub luz UVsgsnm para a deteccdo de
flavonoides (coloracdo laranja) e cumarinas glicosidicas (coloracdo azul fluorescente);
solucdo alcodlica de cloreto férrico 1% (m/v), para deteccdo de taninos hidrolisaveis
(coloracdo cor azul escuro); solucdo metanolica de vanilina cloridrica 1% (m/v) para deteccdo
de taninos condensados (coloracdo vermelha); vanilina sulfurica 1% (m/v) para a deteccdo de
terpendides (coloracdo amarelo-marrom); solucdo etandlica de KOH 5% (m/v), sub luz

UV3ssnm para deteccdo de cumarinas agliconas (coloragdo verde fluorescente).

2.3 Purificacéo de taninos condensados

O extrato aquoso de Plathymenia reticulata foi purificado por gel filtracdo utilizando
gel de Sephadex LH20 de acordo com método descrito por Young e Paterson, (1979), com
modificagfes. O cromatografo liquido AKTA Explorer 10S (GE Healtcare) com detector UV-
vis e software Unicorn foram utilizados como ferramenta na otimizacdo da pressdo, taxa de
fluxo e o tempo da andlise. A coluna (14,4 x 2,5 cm) foi preenchida como gel Sephadex LH20
(GE Healtcare) previamente preparada em solucdo metanol:agua 50% (v/v). Os parametros
para a eluicdo cromatogréfica foram: fluxo 2mL/min, deteccdo UV nos comprimentos de onda
em 280 e 320 nm.

Para injecdo da amostra, o extrato aquoso (0,15¢g) foi diluido em 1mL de solucao de
metanol 50% e filtrado em membrana de ester celulose (0,45 pum). A amostra foi eluida em
sistema isocratico metanol:agua 50% (126mL), seguido por sistema gradiente segmentado de
acetona:agua nas seguintes concentracgdes: 20% (36mL), 30 % (36 mL), 40% (36mL), 50 %
(36mL), 60% (36 mL), 70% (132 mL) (v/v), os volumes de solventes utilizados foram
escolhidos de acordo com o volume da coluna. O fracionamento cromatografico resultou em 7
fracBes, que foram monitoradas por CCD, com sistema de eluicdo e reveladores proprios para
a detecgdo de taninos.

A partir do perfil cromatografico por CCD, as fragfes foram reunidas resultando em
cinco fragdes principais: A (metanol 50%), B (acetona 20% e 30%), C (acetona 40% e 50%),
D(acetona 60%), E (acetona 70%). Em todas as fracGes, os solventes metanol e a acetona
foram removidos sob pressdo reduzida (rota evaporacdo a 40°C). Em seguida, as fracdes

foram liofilizadas.e submetidas a biomonitoramento, (testadas contra a atividade fosfalipasica
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do veneno de B. atrox). A fracdo E apresentou maior inibicdo da atividade fosfolipasica, em
virtude disso, foi escolhida para a continuidade dos ensaios farmacologicos e definida como

taninos condensados de Plathymenia reticulata (TCPr).
2.4 Ensaios colorimétricos do extrato e frac6es

O EAPr e fracBes (A, B, C, D e E ) de P. reticulata foram analisados por ensaios
colorimétricos para quantificacdo de fendis totais, taninos totais e taninos condensados.

A determinacdo de fendis totais presente nas amostras foi realizada segundo
metodologia de Hagerman e Butler, descrito por Mole e Waterman, (1987). Este método se
baseia na reacdo de complexacdo dos compostos fendlicos presentes nas amostras com o
cloreto férrico (Vetec) produzindo um complexo colorido. Nas amostras diluidas em agua (1
mg/mL) foi adicionado solucédo de cloreto férrico (1,62 g de cloreto férrico em 1L de solucéo
0,001 M de HCI) em meio alcalino contendo 1% (m/v) de dodecil sulfato de sodio (Vetec) e
5% (m/v) de trietanolamina (Sigma). As absorbancias foram medidas em espectrofotometro
de UV/visivel (Quimis, Q-108U2VL) no comprimento de onda de 510 nm. A curva padréo foi
feita com acido tanico (Sigma) nas dilui¢des 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 e 0,8 mg/mL. O
coeficiente de correlacdo da curva foi de R= 10,9999 e os resultados foram expressos em acido
tanico (g por 100 g de extrato/fracdo).

A determinagdo de taninos totais foi realizada de acordo com 0 método de Hagerman e
Buttler, descrito por Mole e Waterman, (1987) por precipitacdo de proteina. Estes compostos
foram quantificados nas amostras pela formacdo do complexo tanino-albumina sérica bovina
(BSA, Sigma). Neste ensaio as amostras diluidas em agua (1,0 mg/mL) foram precipitadas
com solucdo de albumina sérica bovina (1,0 mg/mL) em tampdo de acetato de sédio (pH 4,9)
e centrifugadas (Sigma 3-18K,) a 3000 rpm por 15 minutos para separacdo de taninos dos
outros fenois. Apés dissolucdo do precipitado na solucdo de dodecil sulfato de
sodio/Trietanolamina foi adicionado solucdo de cloreto férrico, que produz um complexo
colorido o qual foi medido a 510 nm. A curva padrdo foi feita com &cido tanico nas diluicdes
0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 e 0,8 mg/mL. O coeficiente de correlacdo foi de R= 0,9994 e os
resultados foram expressos em acido tanico (g por 100 g de extrato/fracdo).

Para a determinacdo de taninos condensados, foi utilizado o método da reacdo da
vanilina em meio acido conforme descrito por Sun et al. (1998) com modificacdes. Nas
amostras diluidas em metanol (0,5 mg/L) foram adicionadas solucdo de vanilina 1% (m/v) /
H,SO4 5% (v/v) em metanol (Tedia) previamente preparada. A reacdo foi mantida em banho-

maria a 30 °C por 15 minutos para formacdo de compostos avermelhados que foram medidos
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no comprimento de onda de 500 nm. A curva padrdo foi feita com catequina hidratada
(Sigma) nas diluigbes 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0,8 e 1,0 mg/mL. O coeficiente de correlacéo
foi de R= 0,9993 e os resultados foram expressos em catequina (g por 100 g de
extrato/fracéo).

Para eliminar interferéncias colorimétricas nos ensaios, foram preparadas solucdes
branco conforme as amostras, porém sem adicdo dos reagentes cromogénicos. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.
2.5 Animais e peconha

Os animais utilizados nos experimentos in vivo foram camundongos Swiss (Mus
musculus), com idade aproximada de dois meses pesando entre 20 e 39 g, mantidos em
condicOes padrdes de biotério com temperatura 22 + 1 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas,
acondicionados em gaiola de polipropileno padrdes, com agua e racdo ad libitum.A peconha
bruta de Bothrops atrox foi cedida pelo Laboratério de Pesquisas Zoologicas — LPZ da
Faculdade Integradas do Tapajos - FIT, Santarém, PA, a peconha foi liofilizada e a
concentracdo de proteina determinada pelo método de Bradford (1976). Todos os
experimentos foram realizados em acordo com as diretrizes da Lei Federal 11.794 e com
aprovacdo de Comité de Etica da Universidade do Estado do Para- UEPA sob o protocolo de

ndamero 43/11.

2.6 Potencial antiofidico in vitro e in vivo de taninos condensados de Plathymenia
reticulata (TCPr)

2.6.1 Atividade edematogénica

A atividade edematogénica da peconha de Bothrops atrox foi realizada de acordo com
0 metodo descrito por Yamakawa et al. (1976). Para a inducdo do edema foi realizada injecéo
intramuscular na pata traseira de camundongos de 10 pg (duas vezes a Dose Minima
Edematogénica-DME) de peconha bruta de B. atrox diluida em 50 pL de salina. Para avaliar o
efeito bloqueador TCPr frente a atividade edematogénica da pegconha de B. atrox, foram
utilizados dois protocolos de tratamento: 1) Pré-tratamento: administracdo por via oral de
TCPr (50 e 100 mg/Kg) 15 minutos antes da injecdo da peconha; 2) Pos-tratamento:
administracdo via oral de TCPr (100mg/Kg) imediatamente apds a injecdo da peconha. O
grupo utilizado como controle recebeu apenas dgua destilada por via oral. O volume da pata
foi medido com pletismémetro digital (EEF 304, Plethysmometer, Insight), imediatamente

apos a injecdo da peconha (tempo zero) e nos tempos de 30, 60, 90, 120 e 150 minutos. O
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edema foi expresso em mL pela diferenca entre o volume da pata no tempo zero e nos demais

tempos.
2.6.2. Atividade hemorragica

A atividade hemorragica de TCPr frente a peconha de B. atrox foi avaliada de acordo
com o método descrito por Kondo et al. (1960) com modificacdes. Para a inducdo da
hemorragia foi realizada injecdo intradérmica de 10ug (duas vezes Dose Minima
Hemorragica-DME) de peconha de B. atrox diluida em 50 pL de salina na regido dorsal de
camundongos. O efeito bloqueador de TCPr frente atividade hemorragica da peconha de B.
atrox foi avaliado utilizando trés protocolos de tratamento: 1) Pré-tratamento: administracao
por via oral de TCPr (50 e 100 mg/Kg) 15 minutos antes da injecdo da pegonha; 2) PG4s-
tratamento: administracdo via oral de TCPr (100mg/Kg) imediatamente apos a injecdo da
peconha; 3) Pré-incubacao: 10 pug da peconha de B. atrox foi pré-incubado com TCPr por 30
minutos a 37° C , nas concentragdes (1:5 e 1:10) (m:m). O grupo controle recebeu agua
destilada por via oral. Uma hora ap0s a injecao da peconha, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os tecidos dorsais removidos. A mensuragéo do halo hemorragico foi
realizada com o auxilio de ferramentas de morfologia matematica (Dougherty, 2002) para a
determinacdo da area do halo hemorragico em mm. A imagem foi digitalizada e salva no
formato RGB. Um Script Matlab (Gonzalez et al., 2009) foi utilizado de forma a ler a
imagem e separar as componentes RGB. Cada componente sofreu um ajuste de contrastes e
filtragens, de forma a destacar o objeto alvo (halo hemorragico) em relacdo ao fundo (tecido e
lamina). A seguir um operador de Limiarizacdo (Guerra et al., 2011) foi aplicado sobre a
componente escolhida de forma a localizar e isolar os pixels que caracterizam o halo
hemorragico. Finalmente, o operador de gradiente morfoldgico € aplicado a imagem binaria
tratada, de forma a destacar o contorno do objeto. O contorno é colocado sobre a imagem
original (formato RGB) de forma a destacar o halo. A area e o didmetro sdo obtidos da
imagem binaria, por meio de contagem de pixels e do célculo de distancias (Dougherty e
Lotufo, 2003).

2.5.3 Atividade fosfolipasica (PLA:S)

A acdo inibitéria TCPr sobre a atividade fosfolipasica foi avaliada pela atividade
hemolitica indireta em gel de agarose, utilizando gema de ovo e eritrdcitos como substrato
(Gutierrez et al., 1988). Amostras contendo TCPr foram pré-incubadas com 2,5ug (duas vezes

a Dose Minima Hemolitica indireta-DMHi) de peconha de B. atrox nas concentracoes (1:1,
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1:5, 1;10) por 30 minutos a 37° C. Como controle foi utilizado 2,5ug de pegonha de B. atrox diluido
em salina. A avaliacdo da atividade hemolitica foi realizada por meio da mensuragdo do halo
de hemdlise. A auséncia do halo corresponde a 100% de inibicdo da atividade fosfolipasica da

peconha de B. atrox.

2.6.4 Atividade Coagulante

A atividade coagulante da peconha de B. atrox foi realizada de acordo com método
descrito por Assakura et al. (1992). O efeito bloqueador de TCPr sobre a atividade coagulante
da peconha de B. atrox, foi avaliado incubando-o previamente com 4,5 pg da peconha (Dose
Minima Coagulante-DMC) por 30 minutos por 37°C, nas concentragdes (1:1, 1:5, 1:10)
(m:m) como controle foi utilizado 4,5ug de peconha de B. atrox diluido em salina. Em
seguida, aliquotas foram adicionadas a 100 puL de plasma humano, mantido em temperatura
constante de 37°C. O tempo necessario para a formacdo da rede de fibrina na forma de
coagulo foi observado visualmente e mensurado em segundos. A auséncia da rede de fibrina

depois de decorrido um tempo 120 segundos foi considerado como 100% de inibicao.

2.6 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. As médias foram
comparadas por analise de variancia (ANOVA), One-Way, seguida pelo teste de Tukey. O

nivel de significancia utilizado foi p<0,05.
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3. Resultados
3.1 Perfil fitoquimico do extrato aquoso de P. reticulata (EAPT)

O perfil fitoquimico via Cromatografia em Camada Delgada (CCD) do EAPr frente
aos padrdes comercias: timol (fig. 1A), rutina (fig. 1B), esculina (fig. 1C), 1,2-benzopirona
(fig. 1D), catequina (fig. 1E) e &cido galico (fig. 1E), estdo apresentados na fig. 1. A presenga
de manchas avermelhadas apds revelacdo com vanilina cloridrica (fig. E) e manchas azuis
apos revelacdo com cloreto férrico (fig. F), sugere a presenca de derivados fendlicos,
supostamente do grupo dos taninos. Embora ainda ndo conclusivo, € possivel inferir que o

EAPr possui alta predominancia de taninos condensados.

-
é 3

Fig. 1: Cromatografia em camada delgada EAPr. A) revelador: Vanilina sulfurica, padrdo: Timol;.
revelador: NP PEG, UVas4nm., padrdo: Rutina. C) revelador: KOH, UV s4nm. ;padrdo: Esculina. D) revelador
KOH, UVs4nm., padréo: 1,2 benzopirona. E); revelador: Vanilina Cloridrica; padrdo: catequina. F) revelador:

3.2 Purificacao de taninos condensados

O sistema metanol e dgua 50% utilizado no processo de purificacdo de taninos teve
como finalidade remover compostos fendlicos de baixo peso molecular da amostra. Durante a
etapa de eluicéo, os taninos foram observados como uma banda marrom no topo da coluna. A
separacdo dos taninos se mostrou mais eficiente quando o gradiente de acetona e agua (20%-
70%) foi utilizado. Desta forma, os taninos foram eluidos gradativamente, sendo observado
picos com maiores absorbancias a partir da eluicdo em acetona 60%. Ao final do processo de
fracionamento foram obtidas sete fragdes, as quais foram monitoradas por CCD para deteccdo
de taninos condensados. Estes foram observados em todas as fracbes, exceto na fracdo
metanol 50%. As fracGes 60% acetona e 70% acetona, quando submetidos a CCD, tiveram
forte interacdo com a silica e ap6s revelacdo com vanilina cloridrica apresentaram coloragdo
avermelhada acentuada, indicando alto contetdo de taninos condensados. Com base no perfil

fitoquimico obtido, as fracdes 20% e 30%, foram reunidas, assim como as fracdes 40% e



48

50%, obtendo ao final cinco fracGes principais (A, B, C, D e E) cujos rendimentos estdo
expressos na tabela 1, havendo, portanto, recuperacdo total de aproximadamente 77,5% da

amostra aplicada na coluna.

Tabela 1: Rendimento das fragdes eluidas da coluna com metanol e com gradiente de acetona.

Fracdo A FracdoB FracdoC Fracdo D Fracdo E
Peso(g) 0,53 0,20 0,20 0,38 1,8
Rendimento(%o) 13 5 5 9,5 45

Rendimento (%) em relagdo ao EAPr, Fracdo A= Metanol 50%; Fracdo B= Acetona 20 e 30%; Fracdo C=
Acetona 40 e 50%; Fracdo D= Acetona 60%; Fracdo E= Acetona 70%.

3.3 Ensaios colorimétricos

As concentracdes de fenois totais, taninos totais e taninos condensados no EAPr e
fracBes estdo expressos na tabela 2. Os resultados mostram um alto contetdo fendlico tanto no
EAPr, quanto nas fragdes C, D e E, sendo os taninos o grupo predominante. A fracdo A
eluida com metanol 50% apresenta baixa concentracdo de fendis totais e auséncia de taninos.
Por outro lado, a fragdo E apresenta predominancia de taninos em sua composi¢do. Esse
resultado foi confirmado apds o ensaio com a vanilina sulfirica, evidenciando que a fracdo E

é rica em taninos condensados e por isso foi definida nesse trabalho como TCPr.

Tabela 2: Ensaios colorimétricos: fenois totais, taninos totais e taninos condensados do EAPr e fragbes obtidas
de cascas de P. reticulata

Amostra Fenois Taninos Taninos
totais totais condensados
EAPr 41,49 +2,16 32,75+1,62 68,79 £ 0,49
Fracéo A 3,86 +0,10 - -
Fracdo B 25,31 +£0,11 17,15+ 0,16 19,08 + 0,64
Fracéo C 40,85+ 1,54 22,10+0,92 83,58 £ 7,06
Fracéo D 42,38 £ 2,25 36,00 + 0,67 92,68 + 3,10
Fracdo E(TCPr) 48,46 + 1,77 44,02 £ 0,30 100,00 = 8,95

Resultados expressos em g por 100g de extrato/fracdo, em base de peso seco. Fracdo A= Metanol 50%; Fracao
B= Acetona 20 e 30%; Fracdo C=Acetona 40 e 50%; Fracdo D=Acetona 60%; Fracdo E=Acetona 70%.
(n=3/amostra).
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3.4 Inibicdo da atividade edematogénica

A fig. 2 mostra a evolucdo do edema apds a administracdo de 10 pug (2DMH) da
peconha de B. atrox nos diferentes grupos. O grupo que recebeu 100 mg/kg (v.0.) de TCPr
(pré-tratamento) apresentou reducdo significativa (p<0,05) do edema quando comparado ao
grupo controle, com reducdo maxima de 95%, a partir de 30 minutos da injecdo da pegonha.
Porém, os animais que receberam 50 mg/kg v.o. (pré tratamento) ou 100 mg/kg v.o. ( pos-
tratamento) somente apresentaram reducéo significativa (p<0,05) do edema a partir de 60
minutos, com reducdo maxima de 79% e 77% no tempo de 150 minutos, respectivamente,

apos a injecdo da peconha.

- —8— B. Arox
0.15 —&— Pré-tratamento 100 mg/k (v.0.)
— —— Pré-tratamento 50mg/k (v.0.)
- —¥— Poés-tratamento 100 mg/k (v.0.)
E
£ 0.10-
)] *
=)
(0]
o]
©
o
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E
o
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Fig. 2: Inibigdo da atividade edematogénica induzida pela peconha de Bothrops atrox (10 ug). *p<0,05 teste de
Tukey, n=5/grupo.

3.5 Inibicao da atividade hemorréagica

Os resultados obtidos na atividade hemorragica induzida pela injecdo de 2DMH da
peconha de B. atrox estdo expressos na fig. 3. Como pode ser observado, 0s grupos que
receberam TCPr pré-incubado com a pegonha (1:5 e 1:10 - m:m) apresentaram uma reducdo
significativa (p<0,05) de 55% e 74% da hemorragia, respectivamente. Ja& 0s grupos que
receberam TCPr (v.0.) nas doses de 100 e 50 mg/kg, antes da injecdo de 2DMH da pegonha
(pré-tratamento), apresentaram uma menor reducdo da hemorragia, (19% e 13%
respectivamente), porém significativa (p<0,05). O grupo tratado com 100 mg/kg de TCPr
(v.0.) imediatamente apés a injecdo da peconha (pOs-tratamento) ndo foi observado inibicdo

significativa do halo hemorragico, quando comparado ao grupo controle.
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Fig. 3: Inibicao da atividade hemorragica induzida por 10 pg de peconha de Bothrops atrox por TCPr
utilizando diferentes protocolos de tratamentos. *=p< 0.05, teste de Tukey, n=5/grupo.

3.6. Inibicado da atividade fosfolipasica

A atividade fosfolipasica A; induzida pela peconha de B. atrox foi totalmente inibida
pelo TCPr nas doses 1:5 e 1:10 (m:m). Na dose de 1:1 (m:m) a inibi¢do foi de 88%, quando
comparado ao controle.
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Fig. 5: Inibicdo da atividade fofolipéasica induzida por 2,5ug de peconha de Bothrops atrox. *p<0,05 teste de
Tukey, n=4/grupo.
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3.7. Inibicdo da atividade coagulante

O TCPr inibiu completamente a atividade coagulante da peconha de B. atrox nas doses
de 1:5 e 1:10 (m:m), no tempo maximo de 120 segundos de observacdo. No entanto, quando
testado na dose 1:1 (m:m), a reducdo foi de 44% (p < 0,05) do tempo de coagulacdo do

plasma (tabela 3).

Tabela 3: Inibicdo da atividade coagulante da peconha de B. atrox (4,5 pg) por TCPr. A pegonha e 0s extratos
foram pré-incubados por 30 minutos a 37°C nas concentracdes de 1:1, 1:5 e 1:10 (m:m).

Amostras Atividade coagulante (min)®
1:1 (m:m) 1:5 (m:m) 1:10 (m:m)
B. atrox 12,4s +0,7 - - -
B. atrox + TCPr - 524523 NC NC

# Cada experimento representa a média + desvio padrdo em segundos. NC= néo coagulou no tempo Maximo de
120s. * p <0,05 teste de Tukey, n = 5/grupo.

4. Discusséo

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam que os taninos condensados
purificados do extrato aquoso de P. reticulata Benth (Fabaceae) por meio de cromatografia
em coluna, apresentam atividade anti-inflamatoria (fig. 2), atividade anti-hemorragica (fig. 3)
inibindo também as atividade fosfolipasica, (fig. 4) e atividade coagulante (tabela 3) da
peconha de B. atrox. Esses resultados sdo importantes, pois a P. reticulata é utilizada na
medicina popular para tratar vitimas de acidentes ofidicos.

A atividade inflamato6ria aguda proveniente de acidentes botrépicos representa uma
das maiores complicacdes do envenenamento (Strauch et al., 2013), e é provocada por um
conjunto de fragbes bioguimicamente heterogéneas (Franca e Malaqué, 2009) que tém
atividade indireta, induzindo ou liberando mediadores vasoativos como bradicinina,
histamina, prostaglandinas, leocotrienos, protosciclinas, que vdo atuar de maneira complexa e
inter-relacionada no processo inflamatorio (Gutierrez et al., 1986, Moreira et al., 2012). Neste
estudo, foi mostrado que o TCPr foi capaz de reduzir significativamente o edema provocado
pela injecdo da peconha de B. atrox em protocolos in vivo (via oral). Esses resultados sugerem
que o TCPr pode estar agindo sobre os mediadores da inflamacéo, inibindo sua acdo. Muitos
outros trabalhos demonstram a habilidade de extratos de plantas em inibir os efeitos

inflamatdrios provocados por pegonhas de serpentes, porém, a maioria desses testes utiliza
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apenas protocolo de pre-incubacdo (Biondo et al., 2003; Maiorano et al., 2005; Moura et al.,
2013; Assafim et al., 2011; Fernades et al., 2011, Patifio, et al., 2013).

As metaloproteases presentes na peconha de serpentes sdo responsaveis pela atividade
hemorragica apresentada nos quadros de envenenamento (Franca e Malaque, 2009). Essas
enzimas constituem um grande grupo de proteases dependentes de metais, principalmente os
cations divalentes como o zinco. Esse metal desempenha um importante papel na atividade
proteolitica e, consequentemente, na atividade bioldgica dessas proteases (Teixeira et al., 2005)
Agentes quelantes podem agir sobre metaloproteinases, eliminando completamente sua
atividade (Matsui et al., 2000), assim, a inibi¢cdo da acdo da atividade enzimatica dessa toxina
pode estar relacionado com a capitacdo do zinco no sitio catalitico, compostos fendlicos séo
capazes de quelar ions metélicos e tornar a enzima inativa (Costa, 2010). O TCPr foi eficaz na
inibicdo da atividade hemorréagica proveniente da acdo de metaloproteinases presentes na
peconha de B. atrox, porém somente em protocolo de pré-incubacao, apresentando uma baixa
reducdo quando administrado por via oral. Esses resultados sugerem que a inibicdo da
atividade hemorragica pode ser devido a interagdo entre o TCPr e as metaloproteinases da
peconha, atuando através do bloqueio do sitio ativo da metaloproteinase e capturando o zinco,
fundamental para a estrutura tridimensional, bem como para atividade enzimatica da proteina
(Da Silva, et al., 2007). O que corrobora com resultados apresentados para o extrato rico em
taninos de Musa Paradisiaca e para galocatequina e isoquercitrina, fenois isolados de
Schizolobium parahyba, que se mostraram eficazes em inibir a acdo hemorragica das
peconhas de Bothrops jararacussu Bothrops neuwiedi, Bothrops alternatus e Bothrops
moojeni (Borges et al., 2005; Vale et al., 2008).

A fosfolipdse A, € uma enzima caélcio-dependente que compde a peconha das
serpentes do género Bothrops. Segundo Franca e Malaqué (2009) pode estar relacionada com
a atividade miotoxica, agravando os sintomas inflamatdrios comuns apds o acidente. Essas
enzimas tém como substratos os fosfolipideos presentes nas membranas celulares, e agem
quebrando esses fosfolipideos, liberando acido graxos e lisofosfolipideos, os acidos graxos
liberados, diminuem o pH tornando o meio acido, essa reacdo juntamente com 0S
lisofosfolipidios liberados induzem a lise dos eritrocitos, e intensifica os efeitos locais do
envenenamento (Gutierrez et al., 1988). O TCPr foi eficaz no bloqueio da atividade
fosfolipasica induzida pela peconha de B. atrox inibindo completamente a formacédo do halo
hemolitico. Esses resultados sugerem gue taninos podem estar atuando como um quelante do
calcio, presente na enzima, inativando sua atividade. Ticli et al. (2005) demonstraram a acéo

inibitéria do acido rosmarinico, um acido fendlico isolado de Cordia verbendacea, contra a
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atividade fosfolipdsica de pegonha de Bothrops jararaca. Resultados semelhantes foram
descritos por Moura et al, (2013) que avaliaram a inibicdo da atividade fosfolipasica induzida
pela peconha de B. atrox utilizando os extratos aquosos de Bellucia dichotoma, Connarus
favosus e Plathymenia reticulata, espécies que possuem taninos na sua composi¢ao quimica.
Assim como o residuo aquoso de Myrcia guianensis que inibiu completamente a atividade
fosfolipasica da peconha de Bothrops jararaca (Sousa et al., 2013) e 0 extrato aquoso rico em
taninos de Musa paradisiaca que inibiu 100% a atividade enzimatica da fosfolipase A
presentes nas peconhas de B. jararacossu e Crotalus durissus terrificus (Borges et al.,2005).
As serinoproteinases presentes na peconha botropica sdo capazes de hidrolizar
diretamente o fibringénio em fibrina, formando um coagulo visivel in vitro (Sano-Martins e
Santoro, 2009). O TCPr inibiu também a atividade coagulante induzida pela peconha de B.
atrox. Essa inibigdo da atividade coagulante sobre o plasma pode ter ocorrido provavelmente
por interacdo dos taninos com as serinoproteinases presentes na peconha, enzimas
responsaveis pela acdo coagulante (Sano-Martins e Santoro, 2009). A interacdo entre taninos
e proteinas ocorre, supostamente, através de pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos
dos taninos e residos de aminoacidos da enzima (Monteiro et al., 2005), podendo induzir
modificacdes irreversiveis no sitio catalitico da serinoprotease, que necessita da conservacao
das interacfes quimicas dos residuos de aminoacidos para exercer sua acdo toxica (Borges et
al., 2001). Esses resultados corroboram com estudos realizados com algumas espécies de
plantas cujos extratos também apresentam uma alta concentragdo taninos: Stryphnodendron
barbatiman, Myrcia guianensis, Bellucia dichotoma, Connarus favosus, Casearia sylvestris
que tiveram efeito inibitorio sobre a atividade coagulante da peconha das serpentes Lachesis
muta, Bothrops neuwied, Bothrops atrox, Bothrops moojeni, Bothrops jararacussu e Bothrops
jararaca. (Borges et al., 2001; De Paula et al., 2010; Moura et al., 2013, Sousa et al., 2013).
Embora a administracdo de soro antibotropico seja ainda a unica terapia preconizada
pelo Ministério da Saude para o tratamento de vitimas de acidentes por serpentes do género
Bothrops, a soroterapia mostra-se ineficiente no combate ao dano local proveniente da acao
de toxinas presentes nas peconhas botrdpicas (Lomonte et al., 2009). Diante disso, a procura
por inibidores naturais que possam atuar como complemento a soroterapia convencional,
principalmente contra os efeitos locais do envenenamento, torna-se uma importante tarefa.
Assim, os resultados obtidos nesse trabalho mostram que taninos provenientes de P.
reticulata, podem servir como novas estratégias que ajudem a reduzir os efeitos tdxicos
provocados por peconhas de serpentes, visando diminuir ou evitar as sequelas provenientes da

acéo das toxinas botropicas.
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SINTESE INTEGRADORA

Um namero relativamente alto das drogas de origem natural foram descobertas a partir
de estudos quimicos de plantas utilizadas na medicina popular. O extrato aquoso de P.
reticulata possui um alto teor de taninos condensados, aos quais foram atribuidos as
propriedades antiofidicas da espécie. Os resultados obtidos nesse trabalho reforcam a
importancia do conhecimento tradicional para a descoberta de novos fitoterapicos. No
entanto, a continuidade dos estudos direcionados para a elucidagéo estrutural dos taninos, bem
como para 0s possiveis mecanismos de interacdo desses taninos com as proteinas da peconha

ainda é necessario.



ANEXOS

Anexo |: Protocolo do comité de ética
Anexo IlI: Normas da revista toxicon
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