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Resumo

Acidentes ofidicos representam um problema de saude publica em
muitos paises com uma incidéncia mundial de acidentes de 2,5 milhdes por
ano. Antivenenos convencionais usados nos acidentes ofidicos neutralizam
eficientemente os efeitos tdxicos sistémicos provocados pelo envenenamento,
mas nao neutralizam os danos teciduais locais. Varios autores tém
apresentado diversos estudos sobre plantas com propriedades antiofidicas.
Lachesis muta é a maior serpente encontrada nas florestas da America do Sul,
e 0 seu veneno tem um alto indice de letalidade. No presente trabalho doze
plantas encontradas na flora brasileira foram avaliadas como antiofidicas frente
as atividades: hemolitica, coagulante, hemorragica e proteolitica do veneno de
L. muta. Os extratos vegetais de Mikania glomerata, Jatrophaa ellyptica e
Casearia sylvestris mostraram uma inibicdo cerca de 30% sobre grande parte
das atividades testadas. Contudo, os extratos de Eclipta Alba, Miconia fallax,
Miconia selowiana, Miconia albicans e Tibouchina stenoscarpa mostraram
inibicdo superior a 30% frente a trés das quatro atividades testadas. Vale a
pena enfatizar que o extrato de Stryphnodendron barbatiman neutralizou
eficientemente todas as atividades avaliadas, diferente do extrato aquoso de
Sapindus sapindus que nao fora capaz de neutraliza-las. Desta forma, os
extratos vegetais que apresentaram um perfil ativo poderiam ser utilizados
como fonte alternativa no envenenamento causado pela serpente L. muta, pois

tais extratos séo fontes ricas de moléculas com propriedades antiofidicas.
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Abstract

Snakebites are a health problem in many countries and the global
incidence exceed 2.5 million per year. Antivenoms widely used in snake bite
may neutralize efficiently the systemic toxic effects caused by poisoning, but do
not neutralize the local tissue damage. Many authors have been showed
several plants as an alternative over antiophidian therapy. Lachesis muta is the
bigger snake found in South America forests, and its envenomation has a high
rate of death. In the present work, agueous extract prepared from twelve
Brazilian plants have been analyzed as antiophidian properties against L. muta
venom’s biological activities, such as hemolytic, coagulant, hemorrhagic and
proteolytic ones. The plant extracts Mikania glomerata, Jatropha ellyptica and
Casearia sylvestris showed an inhibition up to 30% on those biological activities
studied. However, Eclipta alba, Miconia fallax, Miconia selowiana, Miconia
albicans and Tibouchina stenoscarpa showed a strong pattern over 30%
against three of four activities tested, but with different potencies. It is worth
emphasizing that the extract of Stryphnodendron barbatiman neutralized all the
biological activities studied, on the other hand, the extract of Sapindus sapindus
did not.

In this way, some plant extracts may be also used as an alternative
treatment on envenomations caused by L. muta snake venom, since they are a

promising source of natural molecules with antiophidian properties.
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1.1. Consideracbes

O homem sempre sofreu envenenamento causado por animais
peconhentos. Tais acidentes ndo constituem doenca transmissivel, porém tém
sido abordados juntamente com as zoonoses, uma vez gque se trata de agravo,
no qual ocorre a agressao por um animal e quadro clinico resultante da acao
de toxinas inoculadas pela picada (CHIPPAUX E COL, 1998). As serpentes,
escorpibes e aranhas sdo o0s principais agentes causadores de
envenenamentos. Mais recentemente, acidentes com lagartas do género
Lonomia e envenenamentos causados por abelhas tém merecido atencao
devido a gravidade e a alta letalidade. Mas, segundos dados do Sistema de
Informacado de Agravos e Notificacdes (SINAN), o acidente ofidico € o principal
deles, devido a sua frequéncia e gravidade (Figura 1) (FUNASA, 2001).

As serpentes tém sido tema de fascinio, medo e mitos ao longo da
histéria humana. Este fascinio decorre de caracteristicas proprias e também da
enorme diversidade de cores, de efeitos bioldégicos, tamanhos e
comportamentos observados nesses animais. No antigo Egito as cobras eram
adoradas; na antiga Roma sua réplica era utilizada para decorar a coroa dos
imperadores romanos e no antigo mundo Grego, o Deus da medicina possuia
uma serpente ligada ao seu corpo. Atualmente, as serpentes representam 0s
simbolos dos cursos de graduacdo de medicina e farmacia (KOH E COL,
2006). Esses animais, até hoje estao ligados a diversas fabulas ou ficcdes e
desde a antiguidade o homem enfrenta problemas na convivéncia com esses

animais.



ACIDENTES COM ANIMAIS PECONHENTOS
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Fonte:SINAN-Animais Pegconhentos (02/03/03)

Figura 1. Acidentes com animais pe¢conhentos no Brasil.

1.2. Epidemiologia

Dados sujeitos a revisao

Apesar da tecnologia disponivel atualmente, vivemos ainda em um

periodo de caréncia de informagBes sobre incidéncia de acidentes ofidicos e

morbidades provenientes destes envenenamentos. Isto € demonstrado pelo

nimero reduzido de estudos nacionais acerca do assunto e o fato do Ministério

da Saude (MS) publicar um trabalho em 1998, que foi atualizado somente em

2004 com dados referentes aos periodos de 1990 a 1993 e 2001 a 2004

(CHIPPAUX E COL, 1998) (Figura 2).



1990-3 2001-4

tipo de acidente n % n %

botropico 59.619 73,1 65.697 68,7
crotélico 5.072 6,2 6.959 7,3
laquético 939 1,2 2.170 2,3
elapidico 281 0,3 486 0,5
nao-peconhento 2.361 2,9 2.160 2,3
ignorado 13.339 16,3 18.212 19,0
total 81.611 100,0f 95.684 100,0

Figura 2 - Acidentes ofidicos por género de serpente no Brasil nos
periodos entre 1990-1993 e 2001-2004. Fonte: Manual de Tratamento e
Diagnostico de Acidentes por Animais Peconhentos, FUNASA, 2001.
Resultados obtidos pela Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA)
revelaram um perfil de distribuicAo dos acidentes ofidicos por unidades
federadas (Figura 3). A distribuicdo dos acidentes ofidicos no pais indica maior
incidéncia nas regides Centro-Oeste e Norte, apesar do nimero absoluto de
casos ser maior na regidao Sudeste. Estes acidentes apresentam uma
sazonalidade no qual que os acidentes ofidicos tém predominio nos meses
guentes e chuvosos. Nas regifes Sul, Sudeste e Centro-oeste, observam-se
um incremento do numero de acidentes no periodo de setembro a margo.
Entretanto, na regido Nordeste este incremento ocorre no periodo de Janeiro a
Maio, enquanto na regido Norte, ndo se observa um periodo critico, ocorrendo
os acidentes uniformemente durante todos os periodos do ano (MS/FUNASA,

2001).
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Figura 3 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos por estados e regides
(verde: Norte; azul: Nordeste; Marrom: Sudeste; amarelo: Sul; rosa:
Centro-oeste). Fonte: Manual de Tratamento e Diagnoéstico de Acidentes por
Animais Pegonhentos, FUNASA, 2001.

De fato, a ocorréncia de acidentes ofidicos esta, em geral, relacionada
com fatores climaticos e aumento de atividade humana nos trabalhos no
campo. A maior parte das morbidades e mortalidades ocorre nas areas
tropicais (KOH E COL., 2006). A interferéncia humana sobre o meio ambiente
muito provavelmente resulta no incremento dos acidentes ofidicos ao longo dos
anos (Figura 4), apesar do crescente processo de urbanizagdo. Isto sugere
uma possivel aproximacdo e adaptacdo das serpentes as periferias das

cidades, pois as precarias condicbes de saneamento basico propiciam a

proliferacéo de roedores, que servem de alimento para esses animais.
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Figura 4: Distribuicdo dos casos confirmados de acidentes ofidicos.
Fonte: Dados da FUNASA (2001/2006).

Anualmente, cerca de 2,5 milhées de pessoas no mundo séo vitimas de

picada de cobra, dos quais 100.000 perdem suas vidas (KOH E COL., 2004).

No Brasil, um levantamento feito pela FUNASA/MS durante os anos de 2001 a

2006 revelou a ocorréncia de 49.650 casos de acidentes ofidicos (média de

22.000 por ano e 13,5 acidentes para cada 100.000 habitantes), sendo 1.200

fatais, o que representa 0,25% (Figura 5).

Apesar do indice baixo de letalidade ha um grande indice de sequelas

deixadas por estes acidentes (PINHO E PEREIRA, 2001). Portanto, ha que se

considerar que o resultado do acidente ofidico ndo € somente o 6bito.




‘ 0,25% (acidente seguido de obito)

99,75 % (apenas acidente)

Figura 5: Percentual de oObitos e de acidentes ofidicos. Fonte: Dados da
FUNASA (2001/2006).

A epidemiologia ofidica revela um perfil que se mantém ao longo dos
dltimos 100 anos no Brasil, onde estes ocorrem com maior freqiéncia no
periodo de setembro a margo, pois coincide com o aumento de trabalho no
campo (KOH E COL, 2006). Individuos do sexo masculino, com idade variando
entre 15 e 49 anos, sao preferencialmente acometidos. Os membros inferiores
sao atingidos em 70,8% dos casos, enquanto que os membros superiores em
13,4% dos acidentes (STRUCHINER, 2003). A utilizacado de equipamentos de
protecao individual como sapatos, botas e luvas poderiam evitar tais acidentes,
reduzindo assim as estatisticas de mortalidade e comorbidades.

Os acidentes ofidicos representam um problema de saude publica grave
em paises tropicais, tornando a pesquisa por agentes antiofidicos e
conhecimentos de seus efeitos toxico-farmacologicos de grande relevancia.
Este problema também leva a um transtorno socio-econémico ao Pais, pois
muitas vezes o trabalhador atingido por uma mordedura de serpente nao
sobrevive, ou quando sobrevive pode ficar com sequelas que o impede de

continuar sua jornada vital de trabalho, deixando sua familia sem proventos, ja



que muitas vezes essa familia e/ou comunidade depende de sua forca de

trabalho (KOH E COL, 2006).

1.3. Caracteristicas das serpentes e géneros

No mundo existem por volta de 3.000 espécies de cobras ou serpentes
dos quais 15% s&o consideradas peconhentas. As serpentes venenosas
possuem dentes inoculadores desenvolvidos e fosseta loreal, um orificio que se
localiza entre a narina e os olhos, com funcdo sensorial de termorrecpcéo. A
presenca da fosse loreal indica com seguranca que a serpente é venenosa
(CARDOSO, 2003).

As serpentes sdo divididas em trés superfamilias, a Scolecophidia
(Typhlopoidea), a Henophidia (Boidea) e a Caenophidia (Xenophidia), como
mostrado na Figura 6 (GRAHAM E COL., 2008). O Brasil abriga 353 delas
(10% do total), distribuidas em nove familias, onde quatro delas tem
importancia epidemiologica e médica no territorio nacional, que sdo: Colubridae
(262 espécies), a Boidae (9 espécies) e as peconhentas representadas pelas
familias Elapidae (27 espécies) e Viperidae (27 espécies), em destaque para

0s géneros Bothrops, Lachesis e Micrurus (GRAHAM E COL, 2008).



Scolecophidia
(typhlopoidea)

i

Anomalepidae
Typhlopidae
Leptotyphlopidae

Aniliidae

Anomochilidae

Bolyeridae

Cylindrophiidae

Loxocemidae

Tropidophiidae

Uropeltidae

Xenopeltidae

VVVVVVYYVYY

Acrochordidae

A 4

Elapidae

Atractaspididae
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Caenophidia
(Xenophidia)

Figura 6: Divisdo filogenética das serpentes. (Adaptado por GRAHAM E

COL, 2008).

Colubridae

Y V. V X

Psammophiidae

Xenodermidae

Xenodontidae

y VvV

Viperidae

y

Homalopsidae

Natracidae

Pareidae

| |

Crotalinae

A\ A 4

Pseudoxenodontidae

Pseudoxenodontidae

A 4

1.3.1. Género Bothrops

Este género é constituido por 25 espécies e possui grande relevancia
epidemiolégica, ja que os acidentes causados por estas espécies estdo em
torno de 90 % (Figura 7). Estdo distribuidas em todo territdrio nacional, e
algumas serpentes se destacam pelo expressivo indice nestes acidentes, como
por exemplo: Bothrops jararaca (99%). O veneno destas serpentes age
principalmente no sistema cardiovascular e hemostatico. Estas serpentes
possuem cauda lisa e suas cores variam muito dependendo da espécie e

regido onde se encontram, apresentando hdabitos preferencialmente noturnos

Calamaridae

e/ou crepusculares (ARAUJO; MARTINS, 2007).

= » Bungarus
Hydrophiinae | -
» Dendroaspis
Lacticaudinae | » Naja |
»| Ophiophagus
ootophogs |

Notechis

Oxyuranus

VVY

Pseudoechis
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Cerastes

VYV VYVYY

Vipera

Agkistrodon

Bothrops

Crotalus

Lachesis

Trimeresurus

Sistrus

VVVVVYVYY

» Azemiopinae

Calloselasma
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1.3.2. Género Crotalus

Popularmente conhecidas como cascavéis, cascavel-quatro-ventas,
maracamboia, maraca dentre outras, essas serpentes sao encontradas em
campos abertos, areas secas, arenosas e pedregosas. Estas ocorrem
raramente na faixa litordnea, sendo ausentes em florestas. O género Crotalus
compreende varias subespécies, pertencentes a espécie Crotalus durissus,
como a Crotalus durrissus durissus, Crotalus durissus terrificus. Elas
representam 7 % dos acidentes ofidicos no pais (Figura 7). Estas serpentes
emitem um som caracteristico do seu guizo, podendo ser ouvido a dezenas de

metros.

1.3.3. Género Micrurus

O género Micrurus compreende 18 espécies distribuidas em todo
territério nacional. Sdo animais de pequeno e médio porte com cerca de 1
metro de comprimento e s&o conhecidas popularmente como coral, coral
verdadeira ou boicora. Os acidentes com estas serpentes ficam em torno de
0,5 % do total de casos (Figura 7). Estas serpentes apresentam anéis
vermelhos, brancos e pretos em qualquer tipo de combinacdo. Em todo
territério do Brasil existem serpentes com a mesma coloracdo das corais
verdadeiras, porém desprovidas de dentes inoculadores, sendo denominadas

“falsas-corais”.
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1.3.4. Género Lachesis

O género Lachesis apresenta somente uma espécie, a Lachesis muta.
Esta serpente também €& conhecida popularmente como surucucu, surucucu
pico-de-jaca, surucutinga ou malha-de-fogo, sendo a maior serpente venenosa
das Américas podendo alcancar até trés metros de comprimento. Alguns
relatos de literatura listam exemplares alcancando até quatro metros de
comprimento. Elas sdo serpentes de habitos noturnos, que vivem em locais
preferencialmente Umidos e apresentam comportamento agressivo quando
ameacadas. Apresentam ampla distribuicdo no territério brasileiro, estando
presentes na regidao Amazonica, regides da mata Atlantica e algumas florestas
da Regido Nordeste (HOGE E ROMANO-HOGE, 1978/1979). L. muta é a Unica
serpente ovipara dentre as Viperidae.

Como mostrado na Figura 7, encontramos um baixo indice de acidentes
ofidicos para estas serpentes, cerca 1,5%, porém com um alto indice de
letalidade 0,95%, o que demonstra a severidade de seu envenenamento
(Figura 9). Este elevado indice de Obito pode ser compreendido pela
quantidade de veneno inoculado e/ou pela grande gama de componentes
toxicos presentes na sua secre¢do venenosa. Os sintomas e sinais decorrentes
de seu envenenamento sdo caracterizados por intensa dor local, choque
(hipotenséo), bradicardia, diarréia, hemorragia, dentre outros. Varios sintomas
observados s&o semelhantes aos produzidos por serpentes do género
Bothrops. Observacdes clinicas sugerem uma atividade nefrotoxica (HAAD,
1980).

Diversas atividades biolégicas distintas foram relatadas para o veneno

bruto desta serpente, como atividade hidrolasica (SILVA E COL., 1985),
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hemorragica (SANCHEZ E COL., 1987), neurotoxica (DA SILVA E COL., 1989),
“trombina-simile” (YARLEQUE E COL., 1989), hemolitica, coagulante (FULY E
COL, 1993; MAGALHAES COL., 2003).

Os trés principais géneros de serpentes peconhentas brasileiras
pertencem a familia Viperidae, sendo esta responsavel pela maioria dos
acidentes ofidicos no Brasil. O género Bothrops representa 90 % dos acidentes,
enquanto os géneros Lachesis e Crotalus 1 % e 7 %, respectivamente. (NISHIOKA

E SILVEIRA, 1992) (Figura 7).

- —

\ Jﬁmmm gals%

-
\

Micrurus DA%
Crotalus 7,7%

Lachesis 1.4%

Figura 7: Distribuicdo dos acidentes ofidicos no Brasil (1990 — 1993).

No Brasil, os acidentes ofidicos representam um problema de saude
publica significativo. Apesar do elevado indice de acidentes com o género
Bothrops, o0 género Lachesis apresenta uma letalidade mais expressiva (Figura 8).
Dados comparando os acidentes laquéticos e botropicos apontam para um
aumento nos acidentes deste primeiro género, ressaltando a importancia nos
estudos de agentes antiofidicos para o tratamento dos envenenamentos causados

por essas serpentes (Figura 2).
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NUMERO DE OBITOS E LETALIDADE
por tipo de acidente, 1990-3 e 2001-4

1990-3 || 2001-4
acidente | obito total [letalidade obito total letalidade
botrépico 185 59.619 0,31 243 65.697 0,37
crotalico 95 5.072 1,87 70 6.959 1,01
laquético 9 939 0,96 22 2.170 1,01
elapidico 1 281 0,36 1 486 0,21
ndo peg. 0 2.361 0,00 0 2.160 0,00
ign 69 13.339 0,52 75 18.212 0,41
Total 359 81.611 0,45 411 95.684 0,43

Fonte:SINAN-Animais Pegonhentos (02/03/03)

Figura 8: indice de letalidade nos acidentes ofidicos, 1990-3 e 2001-4.
Fonte: Manual de Tratamento e Diagnostico de Acidentes por Animais
Peconhentos, FUNASA, 2001.

1.4. Funcédo e composic¢ao do veneno

Os venenos das serpentes servem tanto como armamento ofensivo para
capturar e digerir suas presas, como defesa na luta contra predadores, bem
como atuam na higiene oral (FLETCHER E COL, 1997).

O veneno das serpentes é produzido por um par de glandulas exécrinas
localizadas junto a margem inferior da mandibula superior destes animais,
sendo esta secrecdo composta por uma mistura complexa de moléculas de
diferentes naturezas quimicas. Os mecanismos que regulam a producao de
peconha nestas glandulas sdo desconhecidos, sabendo-se apenas que sua
producdo depende da concentracdo de material protéico armazenado no limen

glandular (JUNQUERIA DE AZEVEDO, 2002). A quantidade de veneno
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inoculado vai depender do porte da serpente, assim como se ela atacou outra
presa recentemente, e o proprio tamanho da presa (OLIVEIRA E COL., 2003).

Tais secrecfes venenosas sédo formadas por uma mistura complexa de
substancias que agem em diversos sistemas bioldgicos. Os componentes
dessas secrecdes variam entre as diferentes familias, géneros, espécies, idade
e distribuicdo geografica das serpentes, causando assim efeitos préprios de
envenenamentos (HIDER E COL, 1991; CHIPPAUX, 1998).

Os componentes do veneno podem ser divididos em uma parte protéica
e uma nao-protéica (Figura 9). A parte ndo-protéica representa cercade 0,5a 1
% do peso seco do veneno e é formada por material inorganico (sédio,
potéssio, célcio, zinco, magnésio, ferro, cobalto) e organicos (citrato, lipidios,
carboidratos, nucleotideos e aminas vasoativas). A parte protéica € constituida
por uma gama de proteinas com ou sem atividade enzimatica e peptideos,
sendo esta responsavel pelos efeitos biolégicos produzidos no

envenenamento, apresentando com isso maior relevancia.
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Figura 9: Componentes encontrados na peconha das
(Adaptado de RAMOS, 2001).
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serpentes.

Atualmente observa-se um esforco significativo no intuito de isolar e

caracterizar essas proteinas. Esta identificacdo ir4 contribuir no entendimento
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da toxicidade dos venenos, resultando em uma melhor abordagem terapéutica
e desenvolvimento de novos farmacos a partir desses compostos.

Os acidentes ofidicos causam efeitos sistémicos como também reacdes
locais no local da mordedura. Os efeitos sistémicos compreendem alteracdes
em diferentes sistemas como: cardiovascular, hemostatico, respiratorio, urinario
e nervoso, que resulta em distarbios na coagulacdo, hemorragia, hematuria,
hipotensdo e choque. Os efeitos locais incluem edema, equimose, necrose
tecidual e hemorragia local, além de reacao inflamatoria e dor.

Embora seja possivel associar os diferentes efeitos do veneno aos
componentes especificos dos mesmos, deve-se salientar o fato que diferentes
toxinas podem agir em sinergismo, produzindo um unico efeito, assim como,
uma Uunica toxina pode apresentar mais de uma atividade bioldgica,
participando, portanto, em mais de um efeito farmacologico. Estas toxinas
alcancam e atuam em diferentes partes dos sistemas biolégicos, conduzindo a
mudancas na homeostasia, ora estimulando ou inibindo processos fisioldgicos
(MARKLAND, 1998).

Os sintomas e les6es também variam com a espécie da serpente. Os
venenos das serpentes do género Crotalus e Micrurus, que sao ricos em
neurotoxinas, praticamente nao lesam os tecidos locais, todavia induzem
sintomas neuroldgicos graves, muitas vezes irreversiveis, causado pela acao
desses componentes nas sinapses nervosas (FUNASA, 2001). Os venenos de
serpentes dos géneros Bothrops e Lachesis, sdo ricos em enzimas de largo
espectro de especificidade que causam lesbes e até mesmo necrose nos
tecidos locais (produzindo lesbes teciduais intensas no local da picada),

seguidas por sintomas sistémicos decorrentes de complexas alteragcdes no
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sistema de coagulacdo, cardiovascular, do complemento e das paredes
vasculares.

Dentre as proteinas presentes em venenos de serpentes podemos
destacar. fosfolipases A,, nucleotidases L-aminoacido  oxidases,
metaloproteases, serinoproteases, desintegrinas, lectinas tipo C, dentre outras

(Figura 9).

1.4.1. Desintegrinas

As desintegrinas compdem uma pequena familia de polipeptidios (40—
100 residuos de aminoé&cidos) ricos em cisteina, e estdo divididas em 5 grupos
de acordo com o tamanho da cadeia polipeptidica e nimero de ligacbes
dissulfeto (HUANG E COL., 1987). Desintegrinas apresentam uma sequéncia
tripeptidica, (Arg-Gly-Lys ou RGD), que ¢é responsavel pela inibicdo da
agregacdo plaquetaria induzida pelo ADP, através da competicdo com
integrinas, em particular os receptores plaguetarios GPIIb/llla (HUANG E COL.,

1987).

1.4.2. Lectinas tipo C

As lectinas sdo um grupo protéico que se ligam a acucares, porém no
veneno da serpente encontramos as lectinas tipo C, que ligam-se
seletivamente em proteinas de membrana das plaquetas ou em fatores de
coagulacdo sanguinea. Estas sao proteinas de aproximadamente 30 kDa, que
consistem de associacdes covalentes de duas cadeias polipeptidicas idénticas
ou homélogas e que podem apresentar um dominio rico em acucar (KINI E

EVANS, 1990).
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1.4.3. L-aminoacido oxidases

As enzimas L-aminoacido-oxidases (LAAO) possuem entre 50-70 kDa
de massa molecular, aproximadamente. A funcédo dessas proteinas no veneno
de serpentes ndo esta completamente definida, porém trabalhos demonstram
acdo delas como indutoras de apoptose, inibindo ou ativando a agregacéo
plaquetaria, sendo postuladas como toxicas (LI E COL, 1994). A acédo destas
enzimas nestes sistemas bioldgicos esta associada a formacao de peroxido de
hidrogénio (H.0,), pois a adicdo de catalase abole tais efeitos (LI E COL,

1994).

1.4.4. Serinoproteases

As serinoproteases sao importantes para a acdo do veneno e algumas
sdo denominadas “thrombin-like”, pois atuam catalisando a converséao direta do
fibrinogénio plasmético em fibrina, sem a necessidade da participacdo da
trombina enddgena. Estas enzimas possuem cerca de 30 kDa a 60 kDa e em
funcdo desta atividade catalitica agem no sistema de coagulacdo sanguinea
promovendo alteragbes na hemostasia, o0 que pode contribuir para uma
hemorragia local e sistémica. Elas participam da ativacao do fator V da cascata
de coagulacéo, na fibrinogendlise, na ativacdo de plasminogénio e inducao de
agregacao plaquetaria (SERRANO E MAROUN, 2005). Além disso, algumas
dessas emzimas tém sido utilizadas como agente anticoagulante na é&rea
médica clinica e cirdrgica e como reagente em testes de coagulacdo (MARSH

E WILLIANS, 2005).
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1.4.5. Metaloproteases

As metaloproteases sao toxinas hemorragicas do veneno e
compartilham um dominio proteasico (metaloproteasico) que contém um atomo
de zinco no seu sitio ativo. Estas enzimas, por induzirem hemorragia, séo
frequentemente chamadas de fatores hemorragicos ou hemorraginas. As
hemorraginas sao classificadas de acordo com suas massas moleculares, em
quatro grupos (FOX E SERRANO, 2008): 1) hemorraginas do tipo | (P-I)
contém apenas o dominio metaloprotease, com massa molecular variando
entre 20 Kda a 30 Kda; 2) hemorraginas do tipo Il (P-Il), contém dois dominios,
0 metaloprotedsico e um dominio do “tipo-desintegrina”, com massas
moleculares variando de 30 kDa a 60 kDa; 3) hemorraginas do tipo Il (P-I),
contém trés dominios, o metaloproteasico, o “tipo-desintegrina” e um dominio
com alto contetdo de residuos de cisteina, com massa variando de 60 kDa a
90 kDa; 4) hemorraginas do tipo IV (P-1V), com massa superior a 90 kDa e,
possuindo em adicdo aos trés dominios anteriormente citados, dominios lectina
do tipo C (BJARNASON & FOX, 1995). As metaloproteases de venenos de
serpentes agem lesando a parede vascular e produzindo hemorragia por dois
mecanismos distintos: diretamente sobre proteinas (laminina, fibronectina e
colageno tipo IV) da parede vascular (RUOSLAHTI & PIERSCHBACHER,
1987), (BJARNASON & FOX, 1995) e indiretamente, por acdo de
metaloproteases endogenas, cujos zimogénios seriam ativados pelas

metaloprotases presentes nos venenos de serpentes.
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1.4.6. Fosfolipase A,

As fosfolipases sdo enzimas encontradas em mamiferos e em veneno
de vertebrados e invertebrados. S&o capazes de hidrolisar substratos
especificos, em geral um fosfolipidio. Estas enzimas sao classificadas em 4
diferentes grupos (fosfolipase A;, Az, C e D) de acordo com o sitio de hidrolise
neste substrato (FULY E COL., 1997). Dada a sua relevancia nos sistemas
biolégicos e sua ubiqua distribuicdo na natureza, as fosfolipases do tipo A;
estdo entre as mais estudadas (DE PAULA E COL, 2009). As PLA, podem ser
encontradas na forma intracelular ou extracelular, com especificidade de
hidrélise do fosfolipideo na posicao 2 da cadeia do glicerol, formando acidos
graxos e a lisolecitina, também denominada de lisofosfolipideo. Entre os
substratos das PLA; podemos destacar: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e fosfatidilinositol (KUDO E COL., 1993). As
PLA, de venenos apresentam massas moleculares em torno de 14 kDa e uma
grande quantidade de ligacbes dissulfeto, que Ihes conferem estabilidade
funcional. A sua fung&o nos mamiferos ainda nédo esta totalmente definida, mas
a sua distribuicdo sugere que ela esteja envolvida com processos de
sinalizacdo celular, em processos inflamatérios, no sistema complemento e
sistema imune. Nos mamiferos, elas estdo presentes em varios tecidos e
secregcbes glandulares (SIX E DENNIS, 2000). Diferentemente das PLA;
encontradas nos mamiferos que ndo apresentam atividade toxica, muitas PLA;
encontradas em peconhas sdo téxicas e apresentam um largo espectro de
efeitos biologicos alterando assim diversos processos fisiolégicos (DENNIS,

1997; DE PAULA E COL, 2009). As PLA; estdo envolvidas em diferentes
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processos biologicos e patologicos: como na fertilizagdo (FRY E COL., 1992) e
proliferacdo celular (ARITA E COL., 1991), contracdo do mdusculo liso
(NAKAJIMA E COL., 1992; SOMMERS E COL.,1992) e em doencas
inflamatorias crénicas (VADAS E COL, 1993; VADAS E PRUZANSKI, 1986).
Além disso, PLA,s produzem diversos efeitos toxico-farmacolégicos deletério,
como neurotoxicos (pré e pos sinaptica), miotoxicos (mionecrose local e/ou
sistémica), cardiotdxicos, anticoagulante, pré-agregante e inibitorio plaquetaria,
hipotensores, hemoliticos, hemorragicos, convulsivantes, indutores de edema e

destruidores de 6rgaos e tecidos, dentre outras (FULY E COL, 1997; 2001).

1.5. Agentes antiofidicos

1.5.1. Soroterapia

O tratamento preconizado pelo Ministério da Saude para os acidentes
ofidicos é a administracdo endovenosa de soro antiofidico de acordo com a
gravidade do envenenamento. A producdo do soro antiofidico comecou a ser
realizada no Brasil a partir de 1901, no Instituto Butantd, Sdo Paulo, pelo
pesquisador Vital Brazil (BRAZIL, 1907). Foi este pesquisador também que
desenvolveu o soro antiofidico polivalente. Atualmente diversos estudos séo
realizados com o objetivo de padronizacédo dos testes de eficacia para o soro.
No Brasil, ha trés grandes centros produtores do soro antiofidico, que sao:
Instituto Vital Brazil (IVB, Niter6i, RJ), Instituto Butantan (S&o Paulo, SP) e
Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte, MG). Contudo trabalhos
mostram que existem diferencas na capacidade neutralizante dos soros

produzidos por estes centros (DA SILVA E COL, 2007). A producdo dos soros
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monovalente ou polivalente ainda € baseada nos métodos originalmente
descritos por Vital Brazil, que imunizou cavalos com venenos das espécies
Bothrops jararaca e Crotalus durissus terrificus observou que 0 soro
hiperimunizado desses animais podia neutralizar os efeitos biolégicos do
envenenamento dessas espécies em seres humanos.

Apesar de a soroterapia reverter com bastante eficacia os efeitos
sistémicos do veneno no organismo da vitima, conseguindo evitar por muitas
vezes 0 0bito, ela apresenta algumas desvantagens como uma série de efeitos
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 atingindo) e a
necessidade de cuidados com a estocagem do soro e com o prazo de validade
(CARDOSO E COL, 2003). Alem disso, existem inconvenientes para essa
terapia como a indisponibilidade do soro para algumas regifes do pais e sua
ineficiéncia em neutralizar alguns efeitos toxicos em alguns casos de
envenenamento (WEN, 2003; DA SILVA E COL, 2007).

Portanto, torna-se importante a busca por novos tratamentos que
possam complementar e/ou ser uma alternativa a atual soroterapia para
neutralizacdo dos efeitos biolégicos e toxicolégicos do veneno nas vitimas de

acidentes com serpentes peconhentas.

1.5.2. Potencial antiofidico de extratos vegetais
A utilizagdo de plantas como medicamento decorre ao longo da historia
do homem. Por suas propriedades terapéuticas ou toxicas adquiriram

fundamental importdncia na medicina popular. Sabe-se que 0s egipcios,
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assirios e hebreus (2.300 a.c.) cultivavam e utilizavam diversas ervas em suas
atividades diarias, como embalsamento de mumias.

A flora brasileira € considerada uma das mais ricas fontes de material
com potencial farmacolégico e biotecnoldgico do mundo devido a diversidade
de espécies e aos conhecimentos oriundos da medicina tradicional. E cada vez
maior o interesse pelas plantas medicinais nativas do Brasil, especialmente
pelas empresas de outros paises (DE FATIMA, E COL., 2002).

As plantas medicinais constituem uma alternativa para tratar diversas
enfermidades. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), por causa da
pobreza e da falta de acesso a medicamentos industrializados,
aproximadamente 65 a 80% da populacdo mundial que vive em paises em
desenvolvimento dependem essencialmente de plantas para o0s primeiros
cuidados de saude (ARANTES E COL., 2005).

O uso de plantas no combate aos efeitos dos acidentes ofidicos tem sido
largamente utilizado por populagcbes nativas em todo o mundo. Estes povos
utilizam o sulco proveniente da maceracao destas plantas aplicando-o sobre o
local da picada ou mesmo fazendo ingestéo oral. O uso de extratos de plantas
em acidentes ofidicos também €& comum em regibes onde o0 acesso a
soroterapia € restrito ou nulo. Do conhecimento destes povos, surgiram
evidéncias cientificas sobre as propriedades antiofidicas destes extratos.
Porém, apenas nos ultimos vinte anos, o tema tem merecido atencdo dos
meios cientificos (MARTZ, 1992; RIZZINI E COL., 1988; PEREIRA E COL.,
1984).

Diversas plantas das mais diferentes regides do planeta sdo capazes de

neutralizar os venenos de diversas serpentes, porém poucos autores atribuem
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esta propriedade a uma determinada classe de substancias (PEREIRA E
COL.,1984) havendo poucos relatos sobre o possivel mecanismo de acéo
(SILVA E COL., 2004). O potencial terapéutico destas plantas €
tradicionalmente atribuido a classes de constituintes ativos, incluindo
flavondides, alcaloides, liguininas, taninos e outras.

Dessa forma, extratos vegetais surgem como uma alternativa no
tratamento ofidico, por conter uma gama de componentes quimicos com
diversas propriedades farmacologicas de interesse medicinal (MARIANO E
COL., 2005). Um grande numero de extratos tem sido testado e demonstrado
excelente atividade antiofidica (SOARES E COL., 2004; MELO E COL., 1994,
OLIVEIRA E COL., 2005). O extrato aquoso de Mandevilla veluntina foi capaz
de inibir atividades farmacologicas de diversos venenos de serpentes (BIONDO
E COL, 2003) bem como de Mikonia glomerata, que também demonstrou acdo

antiofidica (MAIORANO E COL., 2005).

Segundo diversos autores cerca de 578 plantas apresentam potencial
terapéutico antiofidico, distribuidas em 94 familias, principalmente Asteraceae
(9%), Leguminosae (7,8%) e Euphorbiaceae (4,5%) (MARCUSSI E COL,
2007). Atualmente, 152 espécies de plantas com potencial terapéutico séo
utilizadas com foco medicinal no Brasil (SOARES E COL., 2004). Destas,
apenas 18 espécies (12%) possuem validacdo cientifica mostrando assim,
apenas uma pequena fracdo de plantas documentadas cientificamente. Por
isso, maiores investigacdes para isolamento e caracterizacdo dos principios
ativos presentes nos extratos vegetais sdo necessarios para a utilizacdo destas
como agentes terapéuticos. Em destaque, alguns extratos de plantas e seus

principios ativos com propriedades antiofidicas (MARCUSSI E COL, 2007).
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1.5.3. Eclipta Alba

Eclipta alba é conhecida popularmente como “agrido do beijo”, “erva-
botdo” ou “erva cidreira”, e pertence a familia Asteraceae. Diversos estudos
apontam propriedades farmacolégicas dessa planta como antiagressiva (LOBO
E COL., 2008), acdo na memodria e aprendizagem (BANJI E COL., 2007);
antimalaria (BAPNA E COL., 2007), acdo diurética e hipotensiva e
hipocolesterolémica (RANGINENI, 2007), acBes tbnicas e estimulantes do

figado, imuno estimulante (CHRISTYBAPITA E COL., 2007) e antiofidica

(DIOGO, E COL., 2009).

1.5.4. Mandevilla veluntina

Mandevilla veluntina pertence a familia Apocynaceae e € encontrada na
Mata Atlantinca e sudoeste do Brasil. Possui efeitos medicinais descritos como:
antiedematogénico (MATTOS E COL, 2006); antiofidica, possivelmente por
inibir a atividade da PLA; (BIONDO E COL, 2003), antiinflamatério (MORS E
COL, 1991). E conhecida popularmente como “jalapa-rosea”, “rosa do campo”

e “purga do campo”.

1.5.5. Sapindus Sapindus

Pertence a familia Sapindaceae, e ao género Sapindus. O nome do
género significa “sabonete de indios”. “E conhecida popularmente como “fruta
de sabao”, “pau de sabao”, sabdo de macaco”, “sabonete de soldado”, “salta

Martim”, dentre outras. Diversas propriedades farmacolégicas séo atribuidas a
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este género como: bactericida (IBRAHIM E COL., 2006), antifangico (TSUZUKI

E COL., 2007), inibidor de agregacao plaquetaria (HUANG E COL., 2007).

1.5.6. Mikania glomerata

Mikania glomerata € conhecida popularmente como “guaco” originaria da
América do Sul sendo encontrado no Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai.
Pertence a familia Asteraceae e o0 seu género possui cerca de 430 espécies.
Diversos efeitos medicinais sdo descritos para essa espécie como:
broncodilatadora (SOARES E COL., 2002), antifungica (DUARTE E COL.,
2005), bactericida (BETONI E COL., 2006), antialérgica (DOS SANTOS E
COL., 2006), antiinflamatéria (RUPPELT E COL., 1991) e antiofidica

(MARIANO E COL., 2005).

1.5.7. Jatropha Elliptica

Jatropha elliptica € uma espécie pertencente a familia Euphorbiaceae e
conhecida popularmente como “purga de lagarto”, “batata de tiu”, “jalapao” e
“raiz de cobra” (AMUI E COL, 2003). E caracteristica do cerrado brasileiro,
sendo amplamente utilizada na medicina popular da Baixada Cuiabana, em
Mato Grosso. Seus efeitos farmacologicos descritos s@o: bactericida (DE LIMA

E COL., 2006), antiofidica (AMUI E COL., 2003).

1.5.8. Stryphnodendron barbatiman
Stryphnodendron barbatiman pertence a familia Leguminaseae, e é
conhecida popurlamente como *“barbatimdo”, “barba-de-timdo” “casca da

virgindade”, “ubatima”, entre outros. Sua arvore pode medir entre 4 e 6 metros
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de altura. Possui algumas atividades terapéuticas descritas como cicatrizante,

anti-hemorragica, antimicrobiana (REICHER E COL., 1992).

1.5.9. Tibouchina stenocarpa
E uma espécie que pertence a familia Melastomataceae. Encontrada em
alguns paises da América do Sul, sendo no Brasil, Bolivia, Peru e Paraguai e

conhecida popularmente como “pé de gigante” (MORAES E COL., 2003).

1.5.10. Género Miconia

O género Miconia é o maior representante da familia Melastomataceae
com cerca de 1.000 espécies, das quais 250 encontram-se no Brasil. Estas
espécies tém sido descritas com atividades tripanocida (CUNHA E COL.,
2003), analgesia (ANDRADE E COL., 2002), antiinflamatoria (VASCONCELOS

E COL., 2006) e antiofidica (NISHIJIMA E COL., 2009).

1.5.11. Casearia Sylvestris

Pertence a familia Flacourtiaceae, sendo conhecida popularmente como
“guacatonga”. Possui diversos efeitos terapéuticos listados como: tripanocida
(MESQUITA E COL, 2005), antioxidante (MENESES E COL, 2004), anti-PLA;

(RASLAN E COL, 2002), antiofidico (CINTRA-F. E COL, 2008).



OBJETIVOS
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2.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes extratos aquosos
vegetais na neutralizacdo das atividades biolégicas (hemorragica, hemolitica,
coagulante e proteolitica) do veneno bruto da serpente Lachesis muta
analisando seu potencial antiofidico para possivel complementacdo da

soroterapia.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a capacidade de extratos vegetais na neutralizacdo do veneno
de L. muta quanto a:

e Atividade in vitro hemolitica.

e Atividade in vitro coagulante.

e Atividade in vitro proteolitica.

e Atividade in vivo hemorragica.

e |dentificar a flora brasileira como importante fonte de moléculas com

diferentes propriedades antiofidicas e farmacolédgicas de interesse medicinal.



MATERIAL E

METODOS
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3.1. Material

Azocaseina, EDTA, citrato de sddio, tri-hidroximetil-aminometano (Tris),
cloreto de calcio (CaCly), acido trifluoracético (TCA) foram obtido da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, USA). Todos os outros reagentes foram obtidos no

mais alto nivel de pureza disponivel no mercado.

3.2. Obtencéao do veneno de Lachesis muta
O veneno bruto da serpente L. muta liofilizado foi gentilmente cedido
pelo Prof. Eladio F. Sanchez, Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), Belo

Horizonte, MG e mantido a -20°C até o momento dos ensaios bioldgicos.

3.3. Animais

Os camundongos machos da linhagem BALB-C pesando cerca de 20g
foram provenientes do Nucleo de Animais de Laboratério (NAL) da Universidade
Federal Fluminense mantidos sob controle de luminosidade, temperatura e com
racdo e agua filtrada a vontade. Os ensaios seguiram as Normas de Bem-estar

Animal do COBEA.

3.4. Extratos vegetais

Os extratos vegetais foram gentimente cedidos pelo Professor
Andreimar M. Soares (Departamento de Analises Clinicas, Toxicologicas e
Bromatoldgicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
FCFRP, Universidade de Sao Paulo, USP-RP), e aproximadamente 10 g foram

ressuspensos em 1,0 mL salina (0,15 M), aliquotados e mantidos a -20°C até o
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momento dos ensaios biolégicos. Os extratos foram coletados em Ribeirdo
Preto, Sdo Carlos e Pedregulho, Sdo Paulo, Brasil. Os espécimes foram
depositados na Unidade de Biotecnologia da UNAERP e autenticados pelo
Prof. Hermdgenes de Freitas Leitdo Filho, do Instituto de Biologia da
UNICAMP. O ponto de coleta foi marcado utilizando um sistema de
posicionamento global “Global System Positionment” (GPS), modelo Garmin
legend -79728002.

Os extratos vegetais e a parte do vegetal utilizado estéo listados abaixo:

Tabela 1: Relacdo dos extratos vegetais utilizados com numeracéo e
origem do extrato.

Numero Origem Extrato vegetal
1 Raiz Eclipta alba
2 Raiz Mandevilla veluntina
3 Raiz Mikania glomerata
4 Xilopodio Jatropha ellyptica
5 Caule Jatropha ellyptica
6 N&o determinado Miconia fallax
7 N&o determinado Miconia albicans
8 N&o determinado Miconia sellowiana
9 Raiz Stryphnodendron barbatiman
10 Raiz Tibouchina stenocarpa
11 Raiz Casearia sylvestris
12 N&o determinado Sapindus sapindus
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3.5. Protocolo de neutralizacao

Todos os ensaios de neutralizacdo foram feitos usando uma relacéo
veneno:planta de 1:10 e 1:20, com uma preincubacdo de 30 minutos a 37°C.
ApoOs este periodo, as atividades biologicas hemdlise indireta, hemorragica,
coagulante e proteolitica foram realizadas como descrito a seguir, mantendo os
seguintes grupos:
Grupo a) Veneno bruto + salina (controle positivo)
Grupo b) Veneno bruto + extrato aquoso

Grupo c) Extrato aquoso + salina (controle negativo)

3.6. Atividades biologicas

3.6.1. Atividade PLA; por hemadlise indireta

A atividade hemolitica foi determinada através da hemdlise indireta
usando hemécias lavadas humanas e gema de ovo de galinha como fonte de
fosfolipidios aqui denominado de substrato (FULY E COL, 1997). O substrato
da gema de ovo foi diluida em NaCl (0,15 M) 1:1, e em seguida a mistura foi
centrifugada a 12.000 rpm por 60 minutos a 10°C. O precipitado foi descartado
e o0 sobrenadante contendo os fosfolipidios foi utilizado como substrato no
ensaio, que ocorreu em duas etapas: A) incubacéo do veneno bruto de L. muta
com o substrato e; B) avaliacao da atividade hemolitica através da liberacédo de
hemoglobina através da producédo de lisolecitina gerada enzimaticamente na
etapa anterior. Inicialmente, as amostras contendo o veneno foram adicionados

a um meio de reacao contendo CaCl, (8 mM, concentragéo final) e gema de
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ovo (50 pL) em um volume final de 250 pL. Apds 10 minutos a 37°C, a reacéo
enzimatica foi interrompida com adicdo de EDTA (concentracao final, 10 mM).
Em seguida, 3,2 mL de NaCl (0,15 M) foram adicionados aos tubos e 1,3 mL de
uma suspensédo a 2 % (v/v) de hemacias humanas previamente lavadas por
centrifugacdo com NaCl (0,15 M). Apéds 1 hora de incubacédo a 37°C, os tubos
foram centrifugados a 2.000 rpm a temperatura ambiente e a hemoglobina
liberada no sobrenadante quantificada em A578 nm. A hemolise total (100 %)
foi obtida na suspensao de eritrocitos apos completa lise com agua destilada e
comparada com o percentual de hemdlise obtido nos tubos contendo veneno
ou os extratos de plantas. A quantidade de veneno (ng/mL) que causou 70-
80% de hemdlise foi usada nos experimentos de neutralizacdo e designada
como Concentragao Efetiva (CE).

O efeito neutralizante dos extratos vegetais na hemolise foi avaliado pré-
incubando os extratos aquosos com uma Concentracao Efetiva (CE) do veneno
bruto por 30 minutos 37°C, prosseguindo com o ensaio de hemdlise como

descrito acima.

3.6.2. Hemorragica

A atividade hemorragica foi determinada utilizando o método de Kondo e
col.,, (1960) modificado, injetando-se intradermicamente (i.d) na pele do
abdémen dos camundongos o veneno bruto de L. muta diluido em 150 mM
salina em um volume final de 100 puL. Duas horas ap0s a inje¢do, 0s animais
foram sacrificados por inalacdo de éter etilico e a pele retirada, estirada e 0s
locais de inje¢do foram analisados macroscopicamente. A atividade

hemorragica foi quantificada pela formagcdo e mensuracdo de halo
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hemorragico, em milimetros. Como controle, salina ou extratos vegetais
isolados foram injetados separadamente nos animais. Uma Dose Minima
Hemorragica (DMH) foi determinada como a concentragcdo de veneno (ug
veneno/g) que causa um halo hemorragico de 10 mm.

O efeito neutralizante dos extratos vegetais foi avaliado incubando-os
previamente por 30 minutos a 37°C com o veneno bruto antes da injecdo nos

animais, sendo a hemorragia analisada como descrito acima.

3.6.3. Coagulante

O plasma utilizado foi obtido através de um “pool de plasma” citratado
(0,313% vlv, concentracdo final) de doadores humanos sadios. Este plasma
(100 pL) foi diluido 1:1 salina e transferido para tubos de vidro previamente
siliconizados. Apés 1 min a 37°C, aliguotas do veneno de L. muta foram
misturados ao plasma citratado e o tempo de coagulacdo (em segundos)
observado visualmente através da formacdo do trombo. O tempo de
coagulacdo maximo observado foi de 10 minutos e com um volume final da
reacao foi de 200 puL. Uma Dose Minima Coagulante (DMC) é a concentracao
de veneno de L. muta (ug veneno/ensaio) capaz de coagular o plasma em 1
minuto.

O efeito neutralizante dos extratos vegetais na atividade coagulante do
veneno de L. muta foi avaliado incubando-os previamente por 30 minutos a
37°C com o veneno bruto. Em seguida a mistura foi adicionada ao plasma e a
coagulacdo monitorada como descrito acima. O tempo maximo de observagéo

foi de 10 minutos e considerado como 100 % de inibigc&o.
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3.6.4. Proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada usando-se azocaseina como
substrato (Garcia e col.,, 1978), com algumas modificacbes. Aliquotas do
veneno de L. muta foram incubadas com 0,2 % azocaseina (p/v) em tampao
200 mM Tris-HCI, 20 mM CacCl,, pH 8,8 por 90 min. a 37°C. O volume final (0,8
mL) da reacado foi completado pela adicdo de 150 mM NaCl. Em seguida as
amostras foram incubadas a 37°C e apds 90 min. de reacdo, a atividade foi
interrompida com adicdo de 0,4 mL TCA 10%. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos, e ao sobrenadante foi adicionado
05 mL NaOH 2 N. A atividade proteolitica foi quantificada em
espectrofotometro com absorbéncia A420 nm e uma Concentragdo Efetiva
(CE) foi designada como a quantidade de veneno (ug/mL) capaz de produzir
uma variacao de 0,20 em A420 nm.

O efeito neutralizante dos extratos vegetais foi avaliado através da pré-
incubacédo dos extratos com o veneno bruto por 30 minutos a 37°C, e em

seguida, o método realizado como descrito acima.

3.7. Analise estatistica
Os experimentos foram representados graficamente utilizando-se o
programa Microcal Origin 6.0 e os valores demonstrados representam a média

+ desvio padréo (SD) utilizando Anova e teste T com valores de P<0,05.



RESULTADOS
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4.1. Hemalise indireta

O veneno bruto de L. muta foi capaz de causar hemolise em hemacias
lavadas humanas de maneira concentracdo-dependente (Figura 10). A
concentracdo de veneno que causou 50% de hemdlise (CEsp) foi de
aproximadamente 10 pg/ensaio e utilizada nos ensaios de neutralizacdo da
atividade hemolitica. O veneno bruto de L. muta ndo foi capaz de lisar as
hemacias de forma direta, pois ndo houve hemdlise na suspensdo das
hemacias lavadas sem adicdo da gema do ovo do meio reacional (dados nao

mostrados).
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Figura 10. Atividade hemolitica do veneno bruto de L. muta. Diferentes
concentracdes (5-50 pg) do veneno foram adicionadas ao meio de reacéo e a
atividade hemolitica realizada. Os resultados expressam a média + SD de trés
experimentos individuais (n= 4).
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Com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos aquosos sobre a
atividade hemolitica de L. muta, estes foram pré-incubados com o veneno bruto
durante 30 minutos a 37°C e, em seguida a atividade hemolitica realizada.
Como podemos observar os extratos de vegetais foram capazes de inibir a
atividade hemolitica de L. muta, variando entre 2% a 100% de inibicao (Figura
11). Os extratos aquosos de E. alba (coluna 1), M. veluntina (coluna 2), M.
fallax (coluna 6), M. albicans (coluna 7), M. selowiana (coluna 8) e T.
stenoscarpa (coluna 10) foram capazes de inibir completamente a atividade
hemolitica, enquanto que os extratos de J. ellyptica (coluna 5) e S. barbatiman
(coluna 9) inibiram a hemdlise cerca de 75 a 85 % do veneno nas proporcdes
veneno:planta avaliadas (1:10 e 1:20). Entretanto, a inibicdo da hemdlise pelos
extratos de M. glomerata (coluna 3), J. ellyptica (coluna 4) e C. sylvestris
(coluna 11) variou com as proporcdes veneno:planta utilizadas. Na proporcao
1:10, a inibicAo ndo se mostrou eficaz para estes extratos, enquanto que na
proporcdo 1:20, a inibicdo foi cerca de 65 % (Figura 11). Sendo assim, 0S
extratos de M. glomerata e de C. sylvestris ndo obtiveram um percentual de
inibicdo expressivo na proporgédo 1:10. O extrato de S. sapindus (coluna 12)
ndo foi capaz de inibir a hemdlise de L. muta em ambas as proporcdes
estudadas (Figura 11). De forma similar ao veneno de L. muta, os extratos
vegetais isoladamente ndo foram capazes de causar hemdlise nas condi¢cfes

experimentais (dados ndo mostrados).
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Figura 11: Efeitos dos extratos vegetais na atividade hemolitica de |L.
muta. O veneno e os extratos foram preincubadas durante 30 minutos a 37°C
em diferentes propor¢des veneno:planta (1:10, coluna branca e 1:20, coluna
preta). Coluna 1, E. alba; coluna 2, M. velluntina; coluna 3, M glomerata; coluna
4, J. ellyptica (xil6podio); coluna 5, J. ellyptica (caule); coluna 6, M. fallax;
coluna 7, M. albicans; coluna 8, M. sellowiana; coluna 9, S. barbatiman; coluna
10, T. stenocarpa; coluna 11, C. sylvestris e coluna 12, S. sapindus. Os
resultados expressam a média + SD de trés experimentos individuais (n= 3)
com p< 0,05, valores estes comparados a proporc¢éo 1:10.
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4.2. Atividade coagulante

O veneno bruto de L. muta foi capaz de coagular o plasma de maneira
concentracdo-dependente (Figura 12). Uma Dose Minima Coagulante (DMC)
foi determinada como a quantidade de veneno de L. muta (pg/ensaio) capaz de
coagular o plasma em 60 segundos. Como podemos observar, a DMC foi de
aproximadamente 12 pg de veneno/ensaio, concentracdo que fora entéo

utilizada nos ensaios seguintes de neutralizacéo (Figura 12).
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Figura 12: Efeito coagulante do veneno bruto de L. muta. Diferentes
concentracoes (5-50 pg) de veneno de L. muta foram adicionadas ao plasma e
o tempo de coagulacdo monitorado. Os resultados expressam a média £ SD de
trés experimentos individuais (n= 4).



42

O efeito dos extratos vegetais na atividade coagulante de L. muta foi
avaliado e mostrado na Figura 13. Os extratos vegetais de E. alba (coluna 1),
M. veluntina (coluna 2), S. barbatiman (coluna 9) foram capazes de inibir
completamente a coagulacdo causada pelo veneno de L. muta em ambas as
propor¢cdes avaliadas; em contraste com o extrato de T. stenocarpa (coluna 10)
que, somente a proporcdo 1:20 impediu este fendbmeno de forma eficaz, ja que
na propor¢cao 1:10, a coagulacdo observada foi de 6 minutos (Figura 13).
Portanto, este extrato foi capaz de prolongar em cerca de 6 vezes a
coagulacdo proporcionada pelo veneno sozinho. Os demais extratos
interferiram com um perfil pouco expressivo sobre a coagulagédo do plasma e,
para alguns extratos (M. albicans, coluna 7; M. sellowiana, coluna 8; e S.
sapindus, coluna 12) foi observada nenhuma inibicdo em ambas as propor¢oes
ensaiadas (Figura 13).

A adicdo do veiculo (salina) ndo promoveu a coagulagcédo do plasma bem
como os extratos isoladamente (dados ndo mostrados). O tempo maximo de

observacao foi de 10 minutos.
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Figura 13. Efeito dos extratos aquosos na atividade coagulante de L.
muta. O veneno e os extratos foram preincubadas durante 30 minutos a 37°C
em diferentes propor¢cdes veneno:planta (1:10, coluna branca e 1:20, coluna
preta). Coluna 1 E. Alba, coluna 2 M. velluntina, coluna 3 M glomerata, coluna 4
J. ellyptica (xil6podio), coluna 5 J. ellyptica (caule), coluna 6 M. fallax, coluna 7
M. albicans, coluna 8 M. sellowiana, coluna 9 S. barbatiman, coluna 10 T.
stenocarpa, coluna 11 C. sylvestris e coluna 12 S. sapindus.*P<0,05, em
relacdo a proporcdo 1:10. Os resultados expressam a média + SD de quatro
experimentos individuais (n= 4) com p< 0,05, *, valores estes comparados com
a proporcgao 1:10.
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4.3. Atividade hemorragica

A hemorragia causada pela injecdo do veneno de L. muta em
camundongos ocorreu de forma dose-dependente (Figura 14) e uma Dose
Minima Hemorragica (DMH), foi determinada como a quantidade do veneno
capaz de causar a formacdo de um halo de hemorragia de 10 mm, sendo
observado valor experimental de aproximadamente 12,5 pg/g. Este valor de

DMH foi utilizado nos ensaios de neutralizacdo neste ensaio.
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Figura 14. Atividade hemorragica do veneno de L. muta. Diferentes
concentragcbes (5-30 pg/g) de veneno de L. muta foram injetadas em
camundongos e a atividade hemorragica realiza. Os resultados expressam a
média £ SD de quatro experimentos individuais (n= 4).
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ApoOs a injecao do veneno bruto de L. muta (30 pg/g) em camundongos,
uma intensa hemorragia foi observada (Figura 15, painel B). Em paralelo, a
injecdo de salina (Figura 15, painel A) ou dos extratos vegetais isoladamente
nao promoveu hemorragia nas mesmas condi¢cdes experimentais (dados nao
mostrados). O painel C ilustra que a injecdo do extrato aquoso de S.
barbatiman ndo promoveu hemorragia nos camundongos. O tratamento do
veneno de L. muta com o extrato aquoso de S. barbatiman (100 ug) aboliu a
hemorragia causada pelo veneno (Figura 15, painel D). Vale ressaltar que esta

concentracdo de veneno (30 pg/g) representa trés vezes a DMH.
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Figura 15. Imagem da pele dos camundongos na atividade hemorragica.
Os animais foram tratados com: A) salina; B) veneno de L. muta; C) extrato
aquoso de S. barbatiman; D) L. muta + S. barbatiman. A figura ilustra o
resultado de trés experimentos individuais (n=4).
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Em seguida avaliamos o efeito dos extratos vegetais aquosos na
capacidade em proteger os camundongos contra a hemorragia causada pelo
veneno de L. muta utilizando como DMH 10ug/g (Figura 16). Como observado
na Figura 16, os extratos das plantas M. glomerata (coluna 3) e S. sapindus
(coluna 12) nao foram capazes de inibir este efeito. Em contraste, os demais
extratos obtiveram um percentual significativo na inibicdo da hemorragia
causada pelo veneno, havendo pouca diferenca entre as propor¢des utilizadas
neste ensaio (Figura 16). Vale destacar os extratos das plantas J. ellyptica,
xilépodio (coluna 4), M. albicans (coluna 6), M. sellowiana (coluna 8), S.
barbatiman (coluna 9) e T. stenoscarpa (coluna 10) demonstraram inibicao
total, protegendo assim os camundongos da hemorragia causado pelo veneno

de L. muta.
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Figura 16 - Efeito dos extratos vegetais na atividade hemorragica de L.
muta. O veneno e os extratos foram preincubadas durante 30 minutos a 37°C
em diferentes propor¢des veneno:planta (1:10, coluna branca e 1:20, coluna
preta). Coluna 1, E. Alba; coluna 2, M. velluntina; coluna 3, M glomerata; coluna
4, J. ellyptica (xilopodio); coluna 5, J. ellyptica (caule); coluna 6, M. fallax;
coluna 7, M. albicans; coluna 8, M. sellowiana; coluna 9, S. barbatiman; coluna
10, T. stenocarpa; coluna 11, C. sylvestris e coluna 12, S. sapindus. Os
resultados expressam a média + SD de quatro experimentos individiais (n= 4)
, p< 0,05, % valores estes comparados a curva controle.
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4.4. Atividade proteolitica

O veneno de L. muta apresentou uma atividade proteolitica dose-
dependente usando azocaseina como substrato. Concentracdo Efetiva (CE)
obtida foi de aproximadamente 7 ug de veneno (Figura 17), que foi utilizada

nos ensaios de neutralizacao.
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Figura 17. Atividade proteolitica do veneno de L. muta. Diferentes
concentracdes de veneno de L. muta (5-45 pg) foram adicionadas no meio de
reacdo e a atividade proteolitica realizada. Resultados expressam a média *
SD de trés experimentos individuais (n= 3).
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Como observado na figura 18, os extratos aquosos dos vegetais
interferiram na atividade proteolitica do veneno de L. muta com percentuais de
inibicdo variados (Figura 18). Apenas os extratos de M. veluntina (coluna 2) e
M. glomerata (coluna 3) ndo foram capazes de inibir a atividade
completamente. Enquanto o extrato de S. sapindus (coluna 12) ndo foi capaz
de atuar sobre a atividade proteolitica de L. muta. Curiosamente, o extrato de
C. sylvestris na proporcéao 1:20 obteve um percentual de inibicdo menor do que
na proporcdo de 1:10 (Figura 18, coluna 11). Os extratos vegetais quando
testados na auséncia do veneno de L.muta ndo foram capazes de hidrolisar a

azocaseina (dados ndo mostrados).
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Figura 18. Efeito dos extratos aguosos na atividade proteolitica de L.
muta.O veneno e os extratos foram preincubadas durante 30 minutos a 37°C
em diferentes propor¢des veneno:planta (1:10, coluna branca e 1:20, coluna
preta). Coluna 1, E. Alba; coluna 2, M. velluntina; coluna 3, M glomerata; coluna
4, J. ellyptica (xilopodio); coluna 5, J. ellyptica (caule); coluna 6, M. fallax;
coluna 7, M. albicans; coluna 8, M. sellowiana; coluna 9, S. barbatiman; coluna
10, T. stenocarpa; coluna 11, C. sylvestris e coluna 12, S. sapindus. Os
resultados expressam a média + SD de trés experimentos individuais (n= 3),
p<0,05%, valores estes comparados com a coluna da propor¢&o 1:10.
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4.5. Tratamento térmico do extrato aquoso S. barbatiman

Como observado na Figura 18 (coluna 12), o extrato aquoso de S.
barbatiman inibiu completamente a hemorragia induzida pelo veneno de L.
muta. Com o objetivo de investigar a natureza quimica do principio ativo deste
extrato referente a esta protecdo, o extrato aquoso foi aquecido durante 30
min. a 80°C (temperatura esta utilizada na sintese de cha) e, em seguida o
material utilizado para a atividade hemorragica, segundo a metodologia
descrita anteriormente. De acordo com a Tabela 2, o extrato de S. barbatiman
que foi submetido ao processo de aquecimento manteve sua capacidade
inibitéria da hemorragia causada pelo veneno de L. muta. Da mesma maneira,
0 extrato de S. barbatiman que nao fora submetido ao aquecimento também
inibiu a hemorragia causada por L. muta (Tabela 2).

Este resultado nos leva a crer que 0s componentes deste extrato
vegetal que foram responsaveis pela inibicdo das proteinas hemorragicas

(provavelmente metaloproteases) do veneno de L. muta s&o termo estaveis.
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Tabela 2: Efeito do tratamento térmico do extrato aguoso na atividade
hemorragica de L. muta.

Tratamento Atividade hemorragica (%)*
L. muta + Salina® 100

L. muta + Extrato aquoso® 0

L. muta + Extrato aquoso® 0

*O veneno bruto de L. muta (10 pg/g) foi préincubado com o extrato
aquoso de S. barbatiman (100 pg/mL), ou seja, na propor¢cao 1:10 por 30
minutos a 25°C ® e a 80°C © e, em seguida a atividade hemorragica realizada.
Em paralelo, L. muta foi preincubado nas mesmas condicdes com salina®.
Resultados expressam a média = SD de dois experimentos individuais (n= 4).
O halo produzido pela injecdo do veneno de L. muta (que corresponde a DMH)
produziu um halo hemorragico de cerca de 10 mm e foi designado como 100 %
de atividade hemorréagica.

4.6. Comparativo dos efeitos dos extratos vegetais sobre o veneno de L.
muta

A tabela 3 mostra o percentual de neutralizacdo dos extratos vegetais
testados sobre as atividades biolégicas do veneno de L. muta. Os valores da
tabela sao referentes aos ensaios biologicos realizados na proporgcao

veneno/planta de 1:10.
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Tabela 3: Comparacado dos efeitos dos extratos vegetais sobre o veneno
de L. muta.

Atividades Bioldgicas (%)*

Extratos Hemoélise | Hemorragica® | Coagulagdo® |Proteolitica®
vegetal indireta®
E. alba 100 75 100 100
M. velluntina 86,67 80,77 100 60,76
M. glomerata 21,7 0 15 64,56
J. ellyptica 44,16 0 20 100
(folhas)
J. ellyptica 74,47 94,72 18,33 91,14
(entrecasca)

M. fallax 100 100 33,33 100
M. albicans 75,68 100 0 100
M. selowiana 100 71,16 0 100
S. barbatiman 84,16 100 100 98,74
T. stenoscarpa 100 100 61,66 100
C. sylvestris 10,62 61,54 18,33 100
S. sapindus 0 0 0 0

*Os extratos vegetais foram preincubados com o veneno de L. muta na proporgéo
veneno: planta 1:10 e ensaiados para as diferentes atividades bioldgicas. Os
valores representam o percentual de inibicdo (%) em relacdo a: quantidade de
veneno que foi capaz de hemolisar 100 % da suspensdo de hemacias® (CE);
produzir um halo hemorragico de cerca de 10 mm® (DMH); coagulacdo do plasma
em 60 segundos® (DMC); e produz uma variacdo de 0.2 nm A420° (CE).

De acordo com os resultados obtidos podemos observar que o extrato
aquoso de S. sapindus nao foi capaz de neutralizar nenhum dos ensaios
biolégicos elicitados pelo veneno de L. muta. Entretanto, os extratos aquosos
de M. glomerata, J. ellyptica (folhas e entrecasca) e C. sylvestris apresentaram
variacdo no perfil e no percentual inibitério entre as atividades bioldgicas
avaliadas. Como observado, este perfil inibitério varia de acordo com 0 ensaio
biolégico realizado, ou seja, onde para um mesmo extrato vegetal observamos
uma variacao na capacidade de inibicdo para as atividades biolégicas (Tabela

3). Alguns extratos apresentaram percentual de inibicdo expressivo (cerca de
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100 %) em pelo menos trés das atividades biologicas testadas do veneno de L.
muta, como por exemplo, os extratos de E. alba, M. fallax, M. selowiana, M.
albicans, T. stenoscarpa. Todos 0s extratos vegetais avaliados interferiram na
atividade hemolitica e proteolitica, porém com percentuais diferentes. Em
contraste, para a atividade hemorragica e coagulante, alguns extratos né&o
influenciaram tais efeitos de L. muta. Esta observacdo ndo se aplica ao extrato
de S. sapindus (Tabela 3). Ainda de acordo com a tabela 3, somente o extrato
de S. barbatiman foi capaz de inibir de forma significativa, com percentual

acima de 80 % para todas as atividades bioldgicas testadas.
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O envenenamento ofidico representa um problema grave de saude
publica, especialmente nos paises em desenvolvimento. A administracdo de
antivenenos, baseados em anticorpos heterélogos constitui ainda o Unico
método preconizado pelo Ministério da Saude para o tratamento destes
acidentes ofidicos (DA SILVA E COL, 2007). Entretanto, a soroterapia possui
um custo de producao elevado, além disso, muitas vezes nao é capaz de inibir
os efeitos biolégicos locais produzidos pelo veneno, aumentando assim o
surgimento de morbidades como o amputamento de membros, e também
podendo causar efeitos colaterais nos pacientes como hipersensibilidade as
proteinas heterélogas do antiveneno (choque anafilatico), que inclusive pode
levar o individuo a ébito. Somado a isso, 0s principais centros produtores estédo
localizados nos grandes centros, o que dificulta a distribuicdo para as areas
rurais distantes encarecendo mais ainda 0 processo.

Dados de literatura mostraram que os antisoros produzidos pelos trés
centros (Instituto Vital Brazil, Instituto Butantan e Fundacdo Ezequiel Dias)
apresentam limitagbes na neutralizacdo das atividades hemorragica e
miotoxica do veneno de B. jararaca e B. jararacussu (DA SILVA E COL, 2007).
Além desta baixa protecdo, a dose utilizada regularmente na clinica nao
reverteu e/ou impediu a agdo miotoxica do veneno destas serpentes (DA SILVA
E COL, 2007). Este trabalho demonstrou claramente, que o efeito protetor pode
variar de acordo com o centro produtor. Necessitando assim, de uma
padronizacdo no método de producdo e nos testes de poténcia para 0s
antisoros, feito por tais centros produtores de antisoros. E sabido que a
protecdo dada pelos antisoros esta relacionada a antigenicidade das proteinas

presentes nos venenos. Com isso, as atividades biolégicas que ndo sao
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inibidas de forma eficaz se devem ao fato destas enzimas n&o induzem
antagonicamente a producao de anticorpos suficientes para neutraliza-las.

Desta forma, a procura por inibidores ofidicos de origem vegetal e/ou
sintética torna-se importante a fim de complementar a tradicional soroterapia,
particularmente contra os efeitos locais do envenenamento, que contribuem
para o aumento no indice de morbidades (DA SILVA E COL, 2005; OLIVEIRA
E COL., 2005; BIONDO E COL., 2003). As plantas medicinais constituiram
durante muito tempo a base da terapéutica de varios povos indigenas e
orientais e, atualmente, cerca de 25% dos medicamentos usados na alopatia e
homeopatia sdo de origem vegetal; enquanto 50% sdo de origem sintética.
Estes efeitos estdo relacionados aos principios ativos isolados de plantas
medicinais. A utilizacdo crescente de plantas se deve, em parte, a grande
variabilidade de espécies de plantas existentes (250-500 mil) na flora mundial,
muitas com importantes propriedades terapéuticas e farmacoldgicas
(TEKLEHAYMANOT, 2009; SAMY E COL, 2008).

Alguns autores ja demonstraram diversas propriedades de alguns
extratos vegetais como antiinflamatério (MURARI E COL., 2005; BORGI E
COL., 2007), anticoncepcional (ASONGALEM, 2008), analgésico (BORGI E
COL., 2007), antibactericida, neuroprotetor (CHUN E COL, 2008),
anticancerigeno (THOLE E COL., 2006), antiofidico (BIONDO E COL., 2003;
DA SILVA e col., 2005; OLIVEIRA E COL., 2005; MARIANO E COL., 2005;
BIONDO E COL., 2004), dentre diversas outras propriedades. A Organizacao
Mundial da Saude ja enfatizou a utilizacdo e desenvolvimento de drogas a
partir de plantas em beneficio da saide mundial, em termos de custo e efeitos

colaterais (WHO, 2002).
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O uso de plantas para neutralizar os efeitos bioldégicos de acidentes
ofidicos € amplamente utilizado por habitantes de regifes distantes e
periféricas, onde a soroterapia torna-se de dificil acesso, como na Amazonia. A
populacao local utiliza o extrato macerado das plantas sobre o local da picada
(DA SILVA E COL, 2005) e/ou através de chés. E importante relevar o fato de
nao terem sido encontrados na literatura dados revelando potencial antiofidico
de extratos aguosos sobre as atividades biolégicas do veneno de L. muta,
como mostra a presente dissertacdo, apesar do elevado indice de Obitos
decorrente do acidente laquético. Entretanto, varias serpentes do género
Bothrops e Crotalus foram exploradas quanto ao potencial antiofidico de
extratos vegetais.

Mariano e colaboradores (2005) avaliaram o extrato aquoso da raiz,
caule e folhas de Mikania glomerata contra os efeitos toxicos de C. d. terrificus,
B. alternatus, B. moojeni, B. neuwiedi, B. jararacussu. O extrato testado foi
capaz de inibir a atividade PLA; e edematogénica induzida pelo veneno de C.
d. terrificus. Em paralelo, o efeito hemorragico do veneno das serpentes do
género Bothrops fora também inibido com a utilizacdo desta planta, bem como
a atividade coagulante. Estes resultados corroboram parcialmente com 0 n0osso
trabalho, onde o extrato da raiz de M. glomerata foi capaz de inibir parcialmente
a coagulacdo, a hemdlise indireta e a atividade proteolitica do veneno de L.
muta. Embora, para a atividade hemorragica nenhuma protecdo fora
observada.

Biondo e colaboradores (2003) testaram o0 extrato aquoso de M.
veluntina contra alguns efeitos toxicos do veneno das serpentes C. d. terrificus

e novamente do género Bothrops. O extrato demonstrou efeito inibitério nas
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atividades fofolipasica e hemorragica, uma parcial inibicho da atividade
proteolitica; mas ndo sobre a atividade fibrinolitica. Em contrapartida, em nosso
trabalho a mesma planta inibiu a atividade coagulante de L. muta e obteve
parcial inibicdo das atividades hemolitica, hemorragica e proteolitica.

Em nosso trabalho o extrato aquoso de C. sylvestris obteve inibicdo
parcial sobre a hemdlise indireta, coagulacdo e hemorragia, porém inibicao
completa sobre a atividade proteolitica. Quando utilizamos a proporcéo
veneno/planta 1:20, a inibicdo da atividade hemolitica foi cerca de 60 %, valor
este, que se aproxima de dados da literatura para veneno de serpentes de
outros géneros (BORGES E COL., 2000). Este trabalho demonstrou que C.
sylvestris foi capaz de inibir a enzima PLA; das serpentes C. d. terrificus (75,7
%), B. moojeni (76,5%) e B. jararacussu (62,5%).

Estes trabalhos surgem mostrando os extratos vegetais sao capazes de
neutralizar os efeitos bioldgicos do envenenamento ofidico por diferentes
géneros, porém este mecanismo de acdo antiofidico ainda permanece obscuro.
Sabemos que metaloproteases e fosfolipases s&o importantes no
envenenamento e necessitam de ions divalentes para sua a¢do, como zinco e
calcio, respectivamente. Sendo assim, € sugerido que extratos vegetais
possam se ligar a estes ions, causando a inibicdo destas enzimas (DA SILVA E
COL., 2005).

A fim de verificar caracteristicas importantes dos componentes
presentes no extrato vegetal essencial para a neutralizagdo dos efeitos
biologicos do veneno de L. muta, o extrato de S. barbatiman foi aquecido.
Contudo, apesar do tratamento verificamos ainda uma inibicdo da hemorragia

causada por L. muta neste extrato submetido a altas temperaturas. Por isso,
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podemos inferir que o(s) componente(s) desta planta com propriedade
antiofidica ndo seja de natureza protéica. Este resultado corrobora com dados
de literatura que mostram que principios ativos presentes em plantas capazes
de neutralizar as enzimas do veneno séo geralmente de natureza nao-proteéica,
como xantonas, isoflavonas, pterocarpanos (REYES-CHILPA E COL., 1994;
DE ARAUJO E COL., 2009; MARANGONI E COL., 2009).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram a eficacia de
alguns extratos agquosos em neutralizar as atividades bioldgicas de L. muta.
Esses resultados vao de acordo com dados de literatura. Contudo, ressaltamos
que o extrato da planta S. barbatiman foi capaz de inibir todas as atividades
biologicas de L. muta testadas. Outros extratos também se destacam como T.
stenoscarpa, M. velluntina e E. alba por neutralizarem a maioria das atividades
biol6gicas testadas. Alguns extratos foram capazes de inibir alguma ou
nenhuma atividade, como mostra a tabela 3. A parte do vegetal também
influencia a efichcia em neutralizar o veneno de L. muta, como pode ser
observado para o extrato J. ellyptica. A parte folha deste extrato ndo protege
camundongos do efeito hemorragico, enquanto o tratamento com a parte
entrecasca foi capaz de protegé-los. Sendo assim, para diferentes partes do
vegetal J. ellyptica, observamos diferencas significativas na eficacia de suas
propriedades antiofidicas. Entretanto, se compararmos o0 género Miconia
nenhuma diferenca significativa fora observada para as espécies M. albicans e
M. selowiana.

Apesar da capacidade observada neste trabalho de alguns extratos
vegetais na neutralizarem as atividades hemorragica, coagulante, hemolitica e

proteolitica do veneno de L. muta, sabe-se que este veneno apresenta outras
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atividades biolégicas (miotdxica, edematogénica, letd, dentre outras), que
devem ser ainda exploradas e observadas a eficacia desta neutralizacdo. Estes
dados em conjunto mostram e revelam a possibilidade de desenvolvimento de
um antisoro levando-se em consideracdo o potencial da flora brasileira. Este
procedimento poderia resultar na diminuicAo do numero de Obitos e,
principalmente na morbidade que o acidente ofidico pode gerar. Este
sinergismo de acfes (antisoro juntamente com extratos vegetais) poderia
acelerar a recuperacdo do paciente diminuindo os custos desta internacéo
hospitalar. Em paralelo, poderiamos especular que 0s extratos vegetais
poderiam ser utilizados em diversas patologias onde enzimas do tipo
fosfolipase A,, hemorraginas ou outras proteases estdo envolvidas, como
processos inflamatérios, doencas musculares, cardiacas e/ou disturbios de
coagulacdo e agregacdo plaquetéria. Desta forma as plantas poderiam ser
utilizadas como protétipos para o desenvolvimento de moléculas com potencial
antiofidico.

Para tanto, devemos levar em consideracdo e atentar para o fato de que
a composicdo dos venenos de serpentes é influenciada por diferentes fatores
inerentes as proprias serpentes (sexo, idade, local, estacdo do ano) bem como
as substancias que as plantas produzem que da mesma forma podem sofrer
influéncias similares. Este conjunto de fatores pode de alguma forma interferir
na capacidade neutralizante dos extratos vegetais, ou seja, nas suas

propriedades antiofidicas.
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e A preincubagdo dos extratos vegetais com o veneno bruto de L. muta
resultou na neutralizacdo de diferentes atividades biolégicas deste veneno
incluindo as atividades hemorragica, coagulante, hemolitica e proteolitica do
veneno de L. muta

e A neutralizacdo das atividades biologicas de L. muta pelos extratos
vegetais ocorreu com percentuais diferenciados, revelando diferentes perfis
do potencial antiofidico;

e O extrato vegetal S. barbatiman foi o Unico que neutralizou todas as
atividades biologicas de L. muta avaliadas em contraste ao extrato de S.
sapindus que foi o Unico incapaz de neutralizar qualquer atividade
analisada.

e Os resultados da neutralizagdo utilizando o0s extratos vegetais
sugerem que a utilizacdo dos antisoros em conjunto com extratos vegetais
poderia aumentar a eficacia na neutralizacdo dos efeitos dos venenos de
serpentes;

e Estudos posteriores a fim de identificar e isolar os componentes dos
extratos vegetais responsaveis por estes efeitos neutralizantes nas
atividades biologicas do veneno de L. muta, deveram ser realizados a fim de
compreender melhor o mecanismo de acdo destes extratos sobre as

proteinas toxicas do veneno.
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