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RESUMO

Acidentes envolvendo serpentes peconhentas representam um significativo
problema de saude publica, com cerca de 2,5 milhdes de casos registrados
anualmente em todo o mundo. O tratamento convencional para esses acidentes
€ a administracéo do soro antiofidico, que tem alta eficdcia na neutralizagdo dos
danos teciduais, porém, pode causar efeitos colaterais importantes. Em busca
de alternativas, estudos tém investigado o potencial de plantas com
propriedades antiofidicas, frequentemente utilizadas por trabalhadores rurais,
como uma opc¢ao complementar ou alternativa ao tratamento convencional.
Entre as plantas estudadas, as espécies do género Stryphnodendron tém se
destacado, especialmente a Stryphnodendron fissuratum, encontrada
exclusivamente no Brasil. No entanto, informacgdes fitoquimicas e sobre suas
propriedades bioldgicas sdo escassas. Nesse contexto, este estudo avaliou o
extrato das sementes de S. fissuratum, investigando sua composi¢do quimica,
possiveis efeitos fitotoxicos em plantulas e sua capacidade de neutralizar as
atividades enzimaticas da peconha da serpente Bothrops leucurus, uma das
mais comuns no Brasil. Para o experimento, as sementes de S. fissuratum foram
secas, moidas e submetidas a um processo de extracao utilizando uma solucéo
de etanol/agua. Posteriormente, esse extrato foi testado em plantulas de alface
(Lactuca sativa), que foram expostas a peconha de B. leucurus para avaliar os
efeitos fitotdxicos e de neutralizacdo. Os resultados mostraram que o tratamento
com a peconha ndo afetou a germinacdo das sementes, mas reduziu
significativamente o crescimento das plantulas. O extrato de S. fissuratum, por
sua vez, reduziu as atividades enzimaticas da peconha, incluindo proteases
totais, tripsina, quimotripsina e fosfolipases. Em resumo, o estudo demonstrou
gue o extrato das sementes de S. fissuratum possui potencial antiofidico, sendo
capaz de reduzir a toxicidade da peconha de B. leucurus em plantulas de alface.
Além disso, identificou-se a presenca de compostos bioativos no extrato que
podem ser explorados no desenvolvimento de novas terapias contra acidentes
com serpentes peconhentas.

Palavras - chaves: Acidentes ofidicos; Bothrops leucurus; Stryphnodendron
fissuratum; fitotoxicidade; atividade enzimatica; atividade antiofidica; Lactuca

sativa.



ABSTRACT

Accidents involving venomous snakes represent a significant public health issue,
with approximately 2.5 million cases reported annually worldwide. The
conventional treatment for such accidents is the administration of antivenom
serum, which effectively neutralizes tissue damage but can cause significant side
effects. In search of alternatives, studies have investigated the potential of plants
with antivenom properties, often used by rural workers, as a complementary or
alternative option to conventional treatment. Among the studied plants, species
of the genus Stryphnodendron have stood out, especially Stryphnodendron
fissuratum, found exclusively in Brazil. However, phytochemical information and
knowledge about its biological properties are scarce. In this context, this study
evaluated the extract of S. fissuratum seeds, investigating its chemical
composition, potential phytotoxic effects on seedlings, and its ability to neutralize
the enzymatic activities of the venom of the snake Bothrops leucurus, one of the
most common in Brazil. For the experiment, S. fissuratum seeds were dried,
ground, and subjected to an extraction process using an ethanol/water solution.
Subsequently, this extract was tested on lettuce seedlings (Lactuca sativa), which
were exposed to B. leucurus venom to assess phytotoxic and neutralization
effects. The results showed that venom treatment did not affect seed germination
but significantly reduced seedling growth. The S. fissuratum extract, in turn,
reduced the enzymatic activities of the venom, including total proteases, trypsin,
chymotrypsin, and phospholipases. In summary, the study demonstrated that the
extract of S. fissuratum seeds has antivenom potential, capable of reducing the
toxicity of B. leucurus venom in lettuce seedlings. Additionally, the presence of
bioactive compounds in the extract was identified, which could be explored in the

development of new therapies against venomous snake accidents.

Keywords: ophidian accidents; Bothrops leucurus; Stryphnodendron
fissuratum; phytotoxicity; enzymatic activity; antivenom activity; Lactuca sativa.
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1. INTRODUCAO
Anualmente sao registrados aproximadamente 20.000 6bitos de um total

de 421.000 acidentes com serpentes em todo o mundo, caracterizando um
problema de saude publica (WHO, 2010). Estudos tém mostrado que paises
subdesenvolvidos e aqueles que utillizem a agricultura como meio de
sobrevivéncia estdo na lista dos mais susceptiveis aos acidentes, isto inclui os
continentes asiatico e africano, bem como a América Latina (CHIPPAUX, 1998;
MACKESSEY, 2010; CHIPPAUX, 2011; WHO, 2010).

No Brasil o género Bothrops, popularmente conhecidas como jararacas, €
considerado o principal causador de acidentes ofidicos, contribuindo com 90,3%
do total de acidentes com serpentes peconhentas registradas (FUNASA, 2001)
e seus acidentes sao caracterizados por efeitos no local da picada como: dano
tecidual local induzido por mionecrose, edema, hemorragia e infiltrado celular;
choque hipovolémico e alteracbes na coagulagdo sanguinea, ocasionando
incoagulobilidade sanguinea por defibrinogenacdo. Em casos graves, 0S
acidentados podem apresentar hemorragias em orgaos equidistantes do local da
picada (coracdo, pulmdes, rins, intestinos e cérebro), gengivorragia, hematuria,
hematémese e insuficiéncia renal aguda (CARDOSO e BRANDO, 1982; VITAL
BRAZIL, 1982, GUITIERREZ e LOMONTE, 1989; FNS, 1998).

Em Pernambuco, as vitimas de acidentes com serpentes do género
Bothrops, no periodo de 1995 a 1997, apresentaram predominantemente
alteracdes no local da picada como dor (77,7%) e edema (68,3%) e em menor
proporcdo, sangramento local, eritema, equimose, abscesso e necrose
(AQUINO, 1999).

A hemorragia constitui um dos efeitos mais evidentes no acidente
botrépico, a qual é causada, primariamente, por toxinas hemorragicas ou
hemorraginas e agravada por enzimas que atuam consumindo fatores de
coagulacdo sanguinea (KAMIGUTI et al., 1991). As alteracdes no sistema de
coagulacédo sdo comuns apos os acidentes com serpentes do género Bothrops,
devido a acao de proteinases, trombina-simile, ativadores de fator X, ativadores
de protrombina (Fator II), enzimas fibrinoliticas e fibrinogenoliticas existentes na
peconha (GENE et al., 1989; KAMIGUTI et al., 1991).
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Apesar do efeito da incoagulabilidade ser bastante alarmante, dois dias
apos o tratamento com soro antiofidico, as fun¢des dos fatores de coagulacéo
retomam as suas atividades normais, predominando apenas os fatores locais
gue fazem com que o paciente permaneca mais tempo hospitalizado (RIBEIRO
e JORGE, 1990).

Em Pernambuco, B. leucurus, uma serpente de médio porte, com
distribuicdo geografica desde o Ceara até o Espirito Santo, esta entre as
principais responsaveis por acidentes na regiao e cuja peconha possui 89,9% de
proteinas, altos niveis dos ions Zn, Ca, Cl, Cr, Na e Se e quantidades médias
dos elementos K, Sb e Br (LIRA DA SILVA, et al. 2009; LIRA DA SILVA et al.,
1996¢c; VASCONCELOS et al., 1996).A peconha desta espécie caracteriza-se
por apresentar alta atividade fibrinogenolitica, proteolitica, hemorragica e
edemaciante e baixa atividade coagulante quando comparado com B. jararaca,
que € um veneno de referéncia nacional para producdo de soros antibotropicos
(SANCHEZ et al., 1992; LIRA DA SILVA et al., 1996c¢).

A atividade proteolitica presente nas peconhas de serpentes do género
Bothrops é refletida na sintomatologia do acidentado, apresentando grave dano
local (CARDOSO e BRANDO, 1982). As proteases podem ser classificadas,
assim como as toxinas hemorragicas, em dois grupos distintos:
serinoproteinases e metaloproteinases (SOUSA et al., 2001). Em algumas
peconhas de serpentes as atividades hemorragica e proteolitica se encontram
associadas, intensificando ainda mais o quadro clinico do envenenamento
ofidico (SOTO et al., 1988; SOUSA et al., 2001).

Nos casos em que ocorre acidente ofidico, o tratamento preconizado pelo
Ministério da Saude é a administracdo endovenosa do soro antiofidico. Este soro
trata-se de um concentrado de anticorpos, que tem o objetivo de neutralizar a
maior quantidade possivel do veneno circulante e deve ser administrado o mais
precocemente possivel apos o acidente (WEN, 2003).

Também chamados de antivenenos, comecgaram a ser produzidos em 1901
por Vital Brasil, no Instituto Soroterapéutico, localizado na Fazenda Butantan
(BRASIL, 1987). Sua indicagéo baseia-se em critérios clinicos de gravidade e
sao obtidas a partir de plasma de equinos hiperimunizados. Apesar de sua
eficiéncia em reverter os efeitos sistémicos do veneno no organismo da vitima,

a soroterapia apresenta algumas desvantagens como uma serie de efeitos
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colaterais na vitima (reacdo anafilatica e hipersensibilidade as proteinas
heter6logas do soro), ineficiéncia no combate dos efeitos locais do veneno
(aumentando as chances de deixar sequelas no membro atingido) e a
necessidade de cuidados com a estocagem do soro e com o prazo de validade
(CARDOSO et al., 2003). Além disso, existe a dificuldade de disponibilidade do
soro em algumas regides do pais (WEN, 2003).

Devido a esta série de efeitos indesejados, existe uma busca por
tratamentos que possam complementar ou ser uma alternativa a atual
soroterapia para neutralizacdo dos efeitos bioldgicos e toxicoldgicos nas vitimas
de acidentes com serpentes peconhentas (DE PAULA, 2009).

Uma das alternativas que vem sendo estudada € a utilizacdo de extratos
de plantas como agente neutralizante da peconha. O uso de plantas no combate
aos efeitos dos acidentes ofidicos ja é descrito em popula¢ées nativas por todo
0 mundo, principalmente onde a soroterapia é restrita ou nula.

A partir uso do “suco” proveniente da maceragao de plantas, aplicadas
sobre o local da picada ou mesmo sua ingestdo oral por populacdes nativas,
surgiram evidéncias cientificas das propriedades antiofidicas dos extratos de
plantas (MARTZ, 1992). Nos ultimos vinte anos houve a intensificagdo dos
estudos e diversas plantas de varias regides do planeta foram identificadas como
capazes de neutralizar os efeitos do envenenamento ofidico, sendo esta
capacidade atribuida a classe de constituintes ativos, incluindo flavondides,
alcaloides, ligninas, taninos e outras (SOARES et al., 2004).

Vérios extratos tém sido testados e demonstram excelente atividade
antiofidica (SOARES et al.,, 2004). Biondo et al. (2003) avaliaram o extrato
aquoso de Mandevilla veluntina e observaram que a planta foi capaz de inibir a
atividade farmacolégica da peconha de diversas espécies de serpentes. O
extrato de Mikonia glomerata também demonstrou excelente atividade
antiofidica (MARIANO et al., 2005).

Outra planta que tem demonstrado excelentes propriedades antiofidicas,
com capacidade de neutralizar todos os efeitos biolégicos da peconha de
serpentes do género Lachesis € o extrato de Stryphnodendron barbatiman (DE
PAULA, 2009).
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O género Stryphnodendron esta presente na regido sul-americana, e é
considerado tipicamente brasileiro, pois 94% de seus taxon sdo encontrados no
Brasil com centro de dispersao provavelmente na Amazonia (OCCHIONI, 1990).

Leguminosas pertencentes a Familia Fabaceae, subfamilia Mimosoidea, as
espécies desse género tém-se destacado pelo impacto negativo gerado na
economia pecuaria do pais pela intoxicagdo causada em ruminantes de pequeno
e grande porte e também pela presenca de moléculas bioativas com acéo
medicinal (BORGES-FILHO E FELFILI, 2003; QUEIROZ, 2007; FERREIRA et
al., 2009; ALBUQUERQUEget al., 2011).

Estudos farmacologicos realizados com S. adstringens, sugerem que a
presenca de tanino contribua para efeitos cicatrizantes e antioxidantes
registrados (SOUZA et al., 2007). Por essa razdo tem sido amplamente
caracterizada como planta medicinal no combate a leucorréia e hemorragias, e,
na limpeza de ferimentos como agente cicatrizante (LORENZI, 2000; LORENZI
E MATOS, 2002). Recentemente, Minatel et al (2010) comprovaram a eficicia
da pomada produzida a partir de estrato de S. adstringens como um agente
cicatrizante eficaz no tratamento de Ulceras de decubito, enquanto Benvindo et
al. (2010) concluiram que seu extrato hidroalcolico apresentou atividade inibitéria
sobre Staphylococcus aureus, sugerindo uma alternativa para o tratamento de
infeccbes causados por esse microrganismo.

Adicionalmente, S. adstringens apresenta acdo anti viral e inibe o
crescimento de Herpetomonassamuel pessoai, trypanossomatideo néo
patogénico (HOLETZ et al., 2005; FELIPE et al., 2006), e embora sua acao néo
tenha sido eficaz nas larvas de miracidio, foram eficientes no combate as
cercarias (VINAUD et al., 2005).

Os estudos acerca das propriedades farmacolégicas de extratos de S.
adstringens sdo ainda mais abrangentes avaliando sua capacidade
antinociceptiva (MELO et al., 2007) e antiofidica para as peconhas botropicas
(Bothropsmoojeni e B. pauloensis), e laquética (Lachesismuta), bem como na
acdo da pomada a base do extrato sobre os efeitos locais induzidos pela
peconha de B. pauloensins (LUCENA et al 2009). Essa acéo inibitéria dos
extratos de S. adstringens pode ser considerada um agente antiofidico natural

em potencial.
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Uma espécie de distribuicdo restrita, Stryphnodendron fissuratum, com
ocorréncia apenas em territorio brasileiro, geralmente em regifes de cerrado
arborizado (cerraddo) e matas semideciduas no Centro-Oeste e Sudeste do
Brasil. Conhecida popularmente como “rosquinha” (uma referéncia ao formato
do fruto), é considerada uma das principais responsaveis pela intoxicacao de
bovinos nas regides de ocorréncia da espécie (OCCHIONI, 1990, BRITO et al.,
2001; RODRIGUES et al., 2005).

Ao se alimentar das favas e sementes dessa espécie, o gado apresenta
quadro clinico de intoxicagdo caracterizado por disturbios digestivos e nervosos
tais como hiporexia, sialorréia, dificuldade em se levantar, andar desequilibrado,
tremores podendo inclusive, provocar aborto (TOKARNIA et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2005; FERREIRA et al., 2009; ALBUQUERQUE et al., 2011).
Apesar de seu reconhecido efeito toxico, pouco se sabe sobre o potencial
farmacoldgico de S. fissuratum.

Os testes de toxicidades tém sido comumente realizados em animais
experimentais, todavia cada vez mais a utilizacdo de espécies vegetais
especificas pode ser uma alternativa confiavel para avaliar o potencial toxico de
muitos compostos e contribuir como uma espécie de triagem ou até mesmo
observacao inicial da acdo das toxinas presentes em peconhas. Os testes de
toxicidade utilizando organismos vegetais foram constatados por Vvarios
pesquisadores que realizaram de forma concomitante modelos testes animais e
vegetais (PALMIERI et al., 2016; STANGE et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2003).

Tendo em vista os testes realizados para avaliacdo de toxicidade de
substéancias bioldgicas, as toxinas animais sao importantes referéncias para este
tipo de investigacéo. Isso esta ligado ao fato de que varios mecanismos celulares
e moleculares estdo diretamente envolvidos em processos farmacologicos,
inflamatdrios e de intoxicac&o. E de suma importancia conhecer os componentes
existentes em peconhas de animais, uma vez que estas sdo constituidas por
moléculas interessantes para o desenvolvimento de novos agentes com acao
terapéutica, diante disso se tornam alvos de industrias farmacéuticas e de
biotecnologia. Enzimas isoladas de peconhas, tém sido utilizadas para investigar
0s mecanismos de coagulagéo do sangue, formacéo de tumores, além de terem

uso no estudo de diversas patologias e elaboracédo de farmacos (KING, 2012).
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Sendo assim, dada a importancia do género Stryphnodendron em relagcéao
as suas propriedades medicinais e aos escassos trabalhos sobre caracteristicas
fitoquimicas e propriedades farmacologicas de S. fissuratum, o presente trabalho
investigou o potencial neutralizante do extrato de sementes de Stryphnodendron
fissuratum sobre algumas atividades enzimaticas da peconha de Bothrops
leucurus e avaliou sua eficiéncia através do modelo de fitotoxicidade no

monitoramento da viruléncia da pegonha de Bothrops leucurus.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a capacidade neutralizante do extrato hidroalcoodlico de sementes

de S. fissuratum Mart. (Leguminosa Mimosoideae) sobre atividades da

peconha de Bothrops leucurus.

2.2. Objetivos especificos
e Avaliar fitoquimicamente o extrato hidroalcéolico de sementes de

Stryphnodendron fissuratum;

e Determinar a capacidade de neutralizacdo de algumas atividades
enzimaticas da peconha Bothrops leucurus pelo extrato de sementes
de Stryphnodendron fissuratum.

e Avaliar a eficiéncia do modelo de fitotoxicidade para plantulas no
monitoramento da viruléncia da peconha de B. leucurus

e Investigar o efeito do extrato de sementes de S. fissuratum sobre a

acao fitotoxica da peconha.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencao do extrato concentrado e hidroalcodlico

O extrato hidroalcodlico de S. fissuratum foi gentilmente cedido pelo
Laboratério de Diagnéstico Animal. O material vegetal (sementes) foi seco em
estufa com renovacao e circulacao de ar (Marca: MARCONI®, Modelo: MA 035)
na temperatura de 32°C por 91 horas e moido em moinho de martelo (Marca:
TECNAL, Modelo: TE 320, 60 ciclos) obtendo-se um rendimento de 196,81g de

p6 do material. Para a preparacao dos extratos hidroalcodlico, através da técnica
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de maceracdo e percolacdo, utilizou-se 100g do p6 e 750 mL de solugéo
etanol/agua 70% (v/v). O p6 foi mantido macerando por um periodo de 94 horas
e posteriormente o conteudo foi percolado (passou através de um meio poroso)

com uma vazao de 30 gotas/minuto.

As Proteinas presentes no extrato de sementes de S. fissuratum foram
quantificadas conforme descrito por Lowry et al (1951), utilizando uma curva de

albumina sérica bovina (31-500 pg/ml) como padréo.

3.2 Caracterizagdo do extrato de sementes de S. fissuratum quanto a
presenca de metabolitos secundarios

O extrato de sementes de S. fissuratum foi analisado por cromatografia
em camada delgada para a investigacdo da composicdo de metabdlitos
secundarios. Cerca de 2,4 mg do extrato foram diluidos com 2 ml de metanol e
levadas ao ultrassom durante 10 minutos para completa solubilizacdo. Os
padrdes foram utilizados na concentragédo de 1 mg/ml. O extrato e os padrdes
foram aplicados de forma manual em placas cromatogréficas de silica gel 60-
F254 (Macherey-Nagel®, Germany). As placas foram desenvolvidas em cubas
apos saturacdo com a fase moével que foi saturada durante 15 minutos,
aproximadamente, a temperatura ambiente. As bandas foram aplicadas com
largura de 1 cm e com uma distancia entre elas e das bordas das placas de 5
mm. O tamanho da largura e do comprimento das placas cromatograficas foi de
8,5 x 5 cm. As amostras foram aplicadas a 5 mm da origem e com término 5 mm
do final da placa. Ap6s a eluicdo das placas as mesmas foram secas a
temperatura ambiente, e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz
visivel em seguida foram digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com
reagentes especificos para cada metabdlito (Tabela 1). As bandas obtidas foram

comparadas as bandas dos padrdes correspondentes.
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Tabela 1. Sistemas de desenvolvimento e reveladores utilizados para analise de metabdlitos
secundarios no extrato de sementes de S. fissuratum.

Classe de metabélito Sistema? Revelador Padrao
Polifenois (Taninos Hidrolisaveis) 90:5:5 NEU + PEG Acido galico
Taninos condensados 90:5:5 Vanilina Catequina
cloridrica
Flavonoides 90:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina
Derivados Cindmicos 90:5:5 NEU + PEG Acido Cafeico e
Clorogénico
Terpenos e Esteroides 70:30 Lieberman- B-Sitosterol
Burchard + A
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26  Lieberman- Escina
Burchard + A
Acucares redutores 50:20:10:10  Timol + H,SO4 D-frutose
10% + A
Alcaloides 50:6,75:5 Dragendorf Nitrato de pilocarpine
Antraquinonas 50:6,75:5 HNO3 + Senosideo A
KOH10%

1Sistema: 90:5:5 — Acetato de etila: acido férmico: agua; 70:30 — Tolueno: acetato; 50:50:50 — Eter etilico:
acetato de etila: &cido acético 10% (saturagdo); 100:11:11:26 - Acetato de etila: acido acético: acido formico:
agua; 50:20:10:10 - Acetato de etila: acido acético: acido formico: agua 50:6,75:5 - Acetato de etila: metanol:
agua.

3.4 Neutralizacdo da Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica total da peconha de B. leucurus foi determinada de
acordo com Azeez et al. (2007). O efeito do extrato de sementes de S. fissuratum
(50 ul, 0,25 a 0,75 mq) foi determinado em presenca de uma aliquota da pegonha
(5 ul, 0,4 mg/mL) em NaCl 0,15 M pela adi¢cdo do substrato azocaseina a 0,6%
(p/v, 50 pl). Trezentos microlitros (300 ul) de tampéo fosfato de sodio 0,1 M a pH
7,5 contendo 100 pyL de Triton X-100 0,1% (v/v) foram adicionados e, em
seguida, foi efetuada incubacéo a 37°C por 3 h. A reacéao foi interrompida pela
adicado de 200 uL de acido tricloroacético 10% (v/v), imediatamente incubada a
4 °C por 30 min e depois centrifugada (9000 g, 10 min). A absorbancia do
sobrenadante a 366 nm foi determinada. Uma unidade de atividade de protease
correspondeu a quantidade de enzima que promove um aumento de 0,01 na
absorbancia. O controle correspondeu a atividade proteolitica da pegonha na

auséncia do extrato de sementes. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.5 Neutralizagdo da Atividade Serinoprotease (Tripsina e Quimiotripsina)

A atividade de tripsina foi determinada pela incubagé&o (30 min, 37°C) da

peconha (5 ul, 0,4 mg/mL) em NaCl 0,15 M com 8 mM N-benzoil- DL-arginil-p-
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nitroanilida (BApNA, 5 ul) em Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 na auséncia (controle) ou na
presenca de diferentes concentracdes do extrato de sementes de S. fissuratum.
A medida de absorbancia a 405 nm foi determinada (KAKADE et al., 1969). Uma
unidade de atividade enzimatica correspondeu a quantidade de enzima que
hidrolisa 1 pmol de BApNA por minuto. Controle da hidrélise do substrato foi
efetuado por incubacéo (60 min, 37 °C) da pegonha com 8 mM BApNA (5 pl). A
atividade de quimotripsina foi determinada pela incubacdo (30 min, 37°C) da
peconha em NaCl 0,15 M com 8 mM N-succinil-L-fenilalanina-p-nitroanilida
(SUCPHENAN, 5 pul) em Tris-HCI 0,1 M pH 8,0, na auséncia (controle) ou na
presenca de diferentes concentracdes do extrato de sementes de S. fissuratum.
A medida de absorbancia a 405 nm foi determinada. Uma unidade de atividade
enzimatica correspondeu a quantidade de enzima que hidrolisa 1 ymol de
SUCPHENAN por minuto. Controle da hidrélise do substrato foi efetuado por
incubacéo (60 min, 37 °C) da pegonha (5 ug) com 8 mM SUCPHENAN (5 pl).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.6 Neutralizagcdo da Atividade Fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi determinada através do método de Marinetti
(1965), com algumas modifica¢des na concentracao do tampéao de diluicdo. Uma
solucéo contendo gema de ovo diluida em tampéao Tris-HCI 0,2 M pH 8,0, em
uma propor¢cdo em que a densidade Optica a 925 nm correspondesse a
aproximadamente 0,6, foi utilizada como substrato. A 2 mL do substrato foram
adicionados 50 ml da mistura de peconha em diferentes concentracdes (20; 40;
60; 80; 100 mg/50 ml). A densidade éptica foi registrada a cada 15 segundos
durante 2 minutos (a analise das amostras individuais de peconha foi realizada,
em duplicata, utilizando a concentracdo de 40mg/50mL, de acordo com método
anteriormente citado. Uma unidade de atividade foi considerada como sendo a
quantidade de pecgonha capaz de reduzir 1,0 miliunidade de densidade Optica

por minuto.
3.7 Fitotoxicidade da pe¢conha de B. leucurus

A toxicidade da peconha de Bothrops leucurus foi avaliada utilizando
sementes de Lactuta sativa (alface) seguindo a metodologia descrita por Tiquia

et al. (1996). Agua mineral foi usada como controle negativo e uma solugédo de
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dicromato de potassio (1%, m/v) foi utilizada como controle positivo. Cada
ensaio, realizado em duplicata, correspondeu a uma placa de Petri (90 x 15 mm)
onde 15 sementes foram colocadas sobre papel filtro embebido com 2,0 ml de

peconha (0,2 mg/mL) ou das solugBes controle.

Em seguida, as placas foram vedadas com Parafilm® para evitar a evaporacao
e incubadas por 72 horas a 20 + 2°C. ApGs esse periodo, 0 numero de sementes
germinadas em cada placa, bem como o comprimento das radiculas foram
registrados. Os ensaios foram considerados validos quando a germinacéao foi
igual ou maior que 90% no controle negativo. O indice de crescimento relativo
(ICR) e o indice de germinagdo (IG) foram calculados de acordo com as
equacdes: IG = (SGT/SGC) x 100 e ICR = (CRT/CRC) x 100; onde: SGT é o
namero de sementes germinadas nas amostras teste e SGC o numero de
sementes germinadas no controle; CRT é o comprimento da radicula no
tratamento teste; CRC € o comprimento da radicula no controle negativo. A

Figura 1 apresenta o aspecto do ensaio de fitotoxicidade.

T e —

Figura 1. Ensaio para avaliacdo da fitotoxicidade da peconha de B. leucurus sobre sementes de
L. sativa.

3.8 Efeito do extrato de sementes de S. fissuratum sobre a fitotoxicidade

da peconhade B. leucurus

O efeito do extrato de sementes de S. fissuratum sobre a fitotoxicidade da
peconha de B. leucurus foi determinado conforme descrito no item acima,
contudo apos pré-incubacao da peconha (0,2 mg/mL) com o extrato de sementes

a 2,5 e 5 puL/mL (volume do extrato/volume de agua mineral). Em seguida, o
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namero de sementes germinadas em cada placa, bem como o comprimento das

radiculas foram registrados e os valores de ICR e IG foram determinados.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O envenenamento ofidico representa um grande problema de saude
publica, principalmente nos paises tropicais em desenvolvimento, gerando mais
de 120 mil mortes por ano. (Pinho e Pereira, 2001; Koh et al., 2006; Kasturiratne
et al., 2008; Gutiérrez et al., 2009). Com melhoramento biotecnologico e a
introduc&o de novas metodologias de isolamento, purificacdo e sequenciamento
de macro e micromoléculas, diversas toxinas encontradas nas peconhas de
serpentes ja foram identificadas e seus mecanismos de acao elucidados (Fox &
Serrano, 2005; Koh et al., 2006; Angulo & Lomonte, 2009). O entendimento sobre
a acao dessas toxinas facilita a tentativa de neutralizi-las. Nesse sentido, a
utilizac@o da terapia antiveneno ocorre ha mais de um século, e neste tempo
nenhuma alternativa para o tratamento foi efetivada. Dados de literatura apontam
gue a busca por terapias alternativas tem se intensificado destacando-se a busca
por substancias de origem natural, como a utilizacdo de soros de serpentes e de
marsupiais como inibidores em potencial de toxinas presente nas peconhas de
serpentes (Mors et al., 2000; Vilar et al., 2005; Assafim et al., 2011), além disso
extratos vegetais e substancias isoladas, como as saponinas, tém sido utilizados
na tentativa de neutralizar os efeitos provocados pelo envenenamento ofidico
(da Silva et al., 2005, 2007b).

Apresentando um conteudo proteico 24,4 mg/mL, o extrato hidroalcélico de
sementes de S. fissuratum revelou em sua analise fitoquimica presenca de
flavonoides, taninos hidrolisaveis proantocianidinas e leucoantocianidinas ou
proantocianidinas  poliméricas, enquanto 0os derivados cinamicos,
fenilpropanoides, triterpenos, esteroides, monoterpenos e sesquiterpenos,
alcaloides, curaminas, quinonas e acUcares redutores ndo foram detectados
como consta na Tabela 2. Tais substancias como terpendides, flavonoides, além
de outras fendlicas sdo retratadas por Mors e colaboradores (2000) como
responsaveis pelas inibicdes das toxinas de peconhas ofidicas o que sugere que
S. fissuratum contribua para neutralizacao das atividades toxicas da pegconha de
B.leucurus. Todavia, Borges e colaboradores (2001) sugerem que o isolamento

das substancias caracteristicas do extrato pode ser problematico devido a
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possivel acdo sinérgica entre os componentes do mesmo, porém o0s autores
ressaltam que para um melhor entendimento do mecanismo de agdo destas
substancias é importante que se trabalhe com os produtos isolados, para que
assim possa haver um melhor entendimento de quem de fato promove o

processo de neutralizacéo de atividades proteoliticas e outras mais.
Tabela 2. Andlise fitoquimica do extrato de sementes de S. fissuratum. Macido galico; @proantocianidinas

oliméricas
Flavonoides +

Derivados cinamicos -

Fenilpropanoides -

Triterpenos -

Esteroides -

Saponinas Tr

Monoterpenos e Sesquiterpenos -

Alcaloides -
Curaminas -
Quinonas -
Proantocianidinas e leucoantocianidinas +2
Taninos hidrolisaveis +

Acucares redutores -

(-) ausente; (+) fraco; (++) médio; (+++) forte; (tr) tracos

Se por um lado composicdo do extrato vegetal pode contribuir para
neutralizacdo de toxinas ofidicas por outro ele pode se tornar um composto
altamente téxico para um individuo ou animal que o consome. Tem sido reportada
que as favas de S. fissuratum, quando consumida por bovinos promovem
complicacbes decorrentes de Ulceras multifocais no abomaso, hemorragias
gastrintestinais e necrose hepética (Rodrigues et al. 2005). Sendo assim a
fitotoxicidade para plantulas no monitoramento da viruléncia da peconha de Bothrops
leucurus e o efeito do extrato de sementes de S. fissuratum sobre a acao fitotoxica
dessa peconha foram realizados.

A eficiéncia do modelo de fitotoxicidade para plantulas no monitoramento da
viruléncia da pegonha de Bothrops leucurus foi avaliada e, em seguida, o efeito do
extrato de sementes de S. fissuratum sobre a acgéo fitotéxica dessa peconha foi
investigado. O ensaio de fitotoxicidade utilizando sementes de L. sativa revelou que
a peconha nao interferiu significativamente (p = 0,35) na quantidade de sementes

germinadas em relacdo ao controle negativo (Figuras 5A e 5C), contudo, forte acéo
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toxica da peconha foi refletida pelo crescimento das plantulas significativamente
reduzido (p = 0,003) quando comparado ao controle negativo (Figuras 5B e 5C).
Quando a pegonha foi previamente incubada com o extrato de sementes de S.
fissuratum, foi possivel detectar a redugédo do seu potencial fitotoxico, refletido pelo
maior crescimento das plantulas (Figuras 5B e 5C).

Adicionalmente, esses dados, juntamente com nossos relatos prévios,
corroboram com a hipétese de que o extrato de sementes de S. fissuratum apresenta

um interessante potencial antiofidico.
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Figura 2. Efeito do extrato de sementes de S. fissuratum na fitotoxicidade da peconha de B.
leucurus. (A) indices de germinacdo (%) de sementes de L. sativa. (B) indices de crescimento
relativo das plantulas de L. sativa. (C) Aspecto das plantulas se L. sativa germinadas a partir de
sementes tratadas com o controle negativo (dgua mineral), controle positivo (dicromato de
potassio 1% m/v), pegonha de B. leucurus (0,2 mg/mL) e peconha previamente incubada com o
extrato de sementes de S. fissuratum a 2,5 e 5 pL/mL.

Dentre as proteinas encontradas na peconha ofidica, destacam-se as
metaloproteases (Hite et al., 1994; Fox & Serrano, 2005, 2008; Escalante et al.,
2011; Takeda et al., 2011), fosfolipases A2 (PLA2) (Fuly et al., 1997, 2002; Tsal,
2007; Angulo & Lomonte, 2009; Doley & Kini, 2009; Galacci & Cavalcante, 2010;
Sun et al., 2010), serinoproteases (Koh et al., 2006; Angulo & Lomonte, 2009;
Teixeira et al., 2009), nucleotidases (Antunes et al., 2010; Dhananjaya &
D“Souza, 2010).
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Elas atuam fortemente na matriz celular fazendo com que as mesmas
percam sua integridade e resultem no aparecimento de uma sintomatologia
caracteristica do acidente botrépico. Proteases e fosfolipases A2 (PLA2)
catalisam reacfes de hidrélise em que proteinas e fosfolipidios sdo o substrato.
A sintese e a degradacdo de proteinas sado processos interdependentes e
essenciais ao metabolismo celular. Esses processos estdo envolvidos na
reciclagem e em todas as mudancas quantitativas e qualitativas das proteinas
nas ceélulas podendo levar a alteracdo de sua permeabilidade conduzindo a um
quadro clinico tipico de efeito no local da picada como edema, dor, rubor e
podendo evoluir para necrose (Souza et al. 2001). No teste da atividade
proteolitica ndo especifica sobre azocazeina observou-se a inibicdo dessa
atividade, pelo extrato de sementes de S. fissuratum, da pegconha de B. leucurus
(Figura 2).
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Figura 3. Efeito do extrato hidroalcdlico de sementes de S. fissuratum sobre a atividade
proteolitica total da pegonha de B. leucurus.

A partir da utilizacdo de diferentes concentracdes da peconha de B.
leucurus (20; 40; 60; 80; 100 mg/50 ml) foi determinada uma dose considerada
otima de 40 mg/50mL capaz de degradar o conteudo de fosfolipidios presentes
no substrato. Essa dose foi utilizada para testar a capacidade neutralizante do
extrato de sementes de S. fissuratum sobre esta atividade (Fig. 5). A auséncia
de reducdo na densidade optica da mistura (gema de ovo + peconha) em
presenca de diferentes concentracdes do extrato de sementes de S. fissuratum
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(fig. 4) revelou que este foi capaz de abolir a atividade de fosfolipases da

peconha.
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Figura 4. Efeito do extrato hidroalcdlico de sementes de S. fissuratum sobre a atividade
fosfolipasica da peconha de B. leucurus.

Uma das sintomatologias proeminentes durante o envenenamento
botrépico é a hemorragia decorrente de metaloproteases que agem diretamente
nos capilares, com destruicdo da lamina basal e degradacdo de proteinas da
parede vascular, como integrinas, laminina, fibronectina e colageno. (Fox &
Serrano, 2005, 2008; Escalante et al., 2011). Para intensificar ainda mais o
guadro hemorragico as serinoproteases, como a trombina-simile, atua clivagem
o fibrinogénio gerando fibrina, porém néo ativam o fator Xlll da coagulacéo, que
€ o responsavel pela estabilizacdo do coagulo. Além da clivagem do fibrinogénio,
estas enzimas clivam outras proteinas da cascata da coagulacdo sanguinea,
gerando microcodgulos pelo organismo (Koh et al., 2006; Angulo & Lomonte,
2009; Teixeira et al., 2009). O consumo exacerbado dos fatores da coagulacao
leva a um quadro de incoagulabilidade sanguinea intensificando o quadro

hemorragico.
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Considerando a concentracdo do extrato de sementes de S. fissuratum
necessaria para reduzir a metade a atividade da peconha de B. leucurus como
CI50 nossos resultados mostraram que as atividades das serinoproteases
tripsina e quimotripsina presentes na pegonha de B. leucurus foram sensiveis ao
tratamento com o extrato de sementes de S. fissuratum, como mostrado na figura
3. Os valores obtidos para CI50 foram 1,64 + 0,2 mg/mL e 4,54 + 0,35 mg/mL
para tripsina e quimotripsina, respectivamente, revelando que a atividade de

tripsina é a mais sensivel ao extrato de sementes.
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Figura 5. Efeito do extrato hidroalcolico de sementes de S. fissuratum sobre a atividade das
serinoproteases tripsina (A) e quimotripsina (B) da peconha de B. leucurus.

5. CONCLUSOES

e O extrato hidroalcoolico de sementes de Stryphnodendron fissuratum
possui componentes que pode contribuir para a neutralizacdo das
toxinas ofidicas.

e A peconha de B. leucurus nao interferiu na quantidade de sementes
germinadas mas apresentou elevada toxicidade no desenvolvimento

da plantula.
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O extrato de sementes de S. fissuratum reduziu o a acao fitotdxica da
peconha B. leucurus.

O extrato hidroalcoolico de sementes de Stryphnodendron fissuratum
foi capaz de neutralizar parcialmente as atividades enziméaticas sobre
tripsina e quimiotripsnia e totalmente sobre atividade fosfolipasica da

peconha de Bothrops leucurus.
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