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RESUMO: O ofidismo representa um grave problema de satude nos tropicos. Neste contexto,
a problematica dos acidentes ofidicos ultrapassa os numeros relativos a mortalidade, e esta
relacionada com sequelas graves, que inviabilizam o quotidiano de muitas das vitimas. A
serpente Bothrops erythromelas ¢ a principal responsavel por acidentes ofidicos no bioma da
caatinga, porém esta espécie nao esté incluida no pool utilizado na produgao do soro antiofidico.
Considerando as limitagdes do soro antiofidico, diversos estudos tém sido realizados a fim de
desenvolver tratamentos complementares para o ofidismo e, neste contexto, as plantas
constituem uma importante fonte de compostos bioativos. Assim, foi proposto avaliar a
capacidade de extratos brutos de Doyerea emetocathartica, Cnidosculus quercifolius e dos
acidos rosmarinico e clorogénico em inibir a atividade hemorrdgica, bem como a atividade
hialuronidasica da pegonha de Bothrops erythromelas. Inicialmente foi usada as metodologias
de Tempo de protrombina e Tromboplastina parcial ativada para avaliar a integridade da cascata
de coagulacdo in vitro. Em seguida, para aferir a preservagao do acido hialuronico in vitro foi
aplicadao o método turbidimétrico. Os resultados obtidos demonstraram atividade de inibi¢ao
com significativas em todas as concentragdes na redu¢do do tempo de protrombina com os
extratos de Doyerea emetocathartica e Cnidosculus quercifolius (93,3% e 94,01%) e acido
rosmarinico e clorogénico (94,5% e 94,01%). Bem como foi eficaz na redugdo do tempo de
Tromboplastina parcial ativada atingindo em Doyerea emetocathartica e Cnidosculus
quercifolius (95,16% e 95,14%) e 4cido rosmarinico e clorogénico (96,02% e 95,52%). Ao
avaliar o potencial anti-hialuronidasico todos os compostos de origem vegetal foram capazes
de manter a integridade do substrato, Doyerea emetocathartica e Cnidosculus quercifolius
(2.811 ABS e 1.819 ABS) e acido rosmarinico e clorogénico (0.5 ABS e 1.57 ABS). Diante
deste cendrio, os resultados demonstram que os extratos sao bons candidatos ao tratamento
adjuvante de acidentes ofidicos por Bothrops erythromelas, € também podem ser promissores
para pesquisas que visam o desenvolvimento independente de medicamentos anti-hemorragicos

e potencial anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Etnobotanica toxina, jararaca, atividade anti-hemorragica, atividade anti-

inflamatoria.



ABSTRACT: Snakebite represents a serious health problem in the tropics. In this context, the
problem of snakebites goes beyond the numbers related to mortality, and is related to a serious
sequelae, which makes daily life impossible for many of the victims. The Bothrops
erythromelas snake is the main responsible for snakebites in the caatinga biome, but this species
is not included in the pool used in the production of antivenom. Considering the limitations of
antivenom, several studies have been carried out to develop complementary treatments for
snakebite and, in this context, plants constitute an important source of bioactive compounds.
Thus, it was proposed to evaluate the capacity of crude extracts of Doyerea emetocathartica,
Cnidosculus quercifolius and rosmarinic and chlorogenic acids to inhibit the hemorrhagic
activity, as well as the hyaluronidase activity of Bothrops erythromelas venom. Initially, the
Prothrombin Time and Activated Partial Thromboplastin methodologies were used to evaluate
the integrity of the in vitro coagulation cascade. Then, to measure the preservation of hyaluronic
acid in vitro, the turbidimetric method was applied. The results obtained demonstrated
significant inhibition activity at all concentrations in reducing prothrombin time with extracts
of Doyerea emetocathartica and Cnidosculus quercifolius (93.3% and 94.01%) and rosmarinic
and chlorogenic acid (94.5 % and 94.01%). It was also effective in reducing activated partial
thromboplastin time in D. emetocathatica and Cnidosculus quercifolius (95.16% and 95.14%)
and rosmarinic and chlorogenic acid (96.02% and 95.52%). When evaluating the anti-
hyaluronidase potential, all compounds of plant origin were able to maintain the integrity of the
substrate, Doyerea emetocathartica and Cnidosculus quercifolius (2,811 ABS and 1,819 ABS)
and rosmarinic and chlorogenic acid (0.5 ABS and 1.57 ABS). Given this scenario, the results
demonstrate that the extracts are good candidates for the adjuvant treatment of snakebites
caused by Bothrops erythromelas, and may also be promising for research aimed at the

independent development of anti-hemorrhagic drugs and anti-inflammatory potential.

Keywords: Ethnobotany, toxin, jararaca, anti-hemorrhagic activity, anti-inflammatory activity.
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1. INTROD UCAO

Epidemiologia

A incidéncia de acidentes ofidicos ¢ historicamente documentada de forma precaria pelo
sistema de saude nacional. Este panorama reflete uma realidade de subnotificagdes e
desinformacdo generalizada, de modo a se concretizar em um nimero incerto de acidentes e
com efeitos insatisfatoriamente tratados. Ainda no que concerne a essa tematica, em defluéncia
aos expressivos impactos nocivos do ofidismo, desde 2009, tais acometimentos sao
classificados como uma doenga tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2017) (DTN) cuja estimativa ¢ de cerca de 2,7 milhdes de acidentes ofidicos com
humanos anualmente no mundo (Féliz-Silva; Silva-Junior; Zuculotto, 2017). No panorama
global de incidéncia de ofidismo, o Brasil € o terceiro pais com mais registros de acidentes.
Assim, representando acidentes graves que causam mais de 40.000 (quarenta mil) mutilagdes
anuais, e variando de 25.000 (vinte e cinco mil) a 125.000 (cento e vinte e cinco mil) casos que
evoluem a 6bito (Gémez-Betancur et al., 2019; Dal Belo et al., 2013).

No Brasil, em 2020, acidentes por serpentes peconhentas, sdo majoritariamente
causados por serpentes do género Bothrops, atingindo cerca de 70% dos registros anuais

(BRASIL, 2024).

Género Bothrops

O género Bothrops compreende cerca de 32 espécies de serpentes, distribuidas por todo
o territdrio nacional. Caracterizado pela grande variedade morfoldgica entre os representantes
de cada espécie, cujo comprimento pode variar de 50 cm até 1.5 metros a depender da espécie,
localizagdo e sexo. Outra marca dessa variedade € o policromatismo (varia¢ao nos padrdes tons
das cores) mesmo entre membros da mesma espécie (Boto, 2016).

Nas serpentes do género Bothrops cerca de 90% do peso seco dessas pegonhas ¢
composto por parcelas proteicas e peptidicas, podendo estas ser enzimaticas ou nao como:
serino-peptidases, metalopeptidases, L-aminoacido oxidase, fosfolipases, hialuronidases,

desintegrinas, lectinas de tipo C e peptideos natriuréticos (Nunes et al. 2019).

Fosfolipases
As fosfolipases (PLA>) sdo enzimas de variados tamanhos, presentes em uma série de
atividades celulares, a exemplo da hidrolise fosfolipideos de membrana, gerando precursores

de mensageiros em processos inflamatorios (Castro, 2011). Como resultado da hidrélise do 2-



acil éster de fosfolipidios mediada pelas PLA> decorre a liberagdo de produtos como os
lisofosfolipidios e 4cidos graxos livres. Esse processo resulta na liberacdo do 4cido
araquiddnico, precursor de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, iniciando uma série

de reagdes inflamatorias (Nunes et al, 2019).

Metalopeptidases

As metalopeptidases sdo enzimas do tipo endopeptitases que dependem da ligagdo com
um metal ionizado, geralmente o zinco, em seu sitio catalitico para a manifestacdo das
atividades enzimdticas (Castro, 2011). Entre as atividades desencadeadas pelas
metalopeptidases estdo descritas mionecrose no local do acidente, hemorragias e reagdes

inflamatorias (Silva et al, 2011).

Serinopeptidases

As serinoproteases sdo enzimas capazes de hidrolisar ligagdes peptidicas utilizando
mecanismos covalentes de catalise, através de uma triade de residuos formada por histidina,
acido aspartico e serina (His, Asp e Ser). As serinoproteases presentes na pegonha botropica
sdo caracterizadas como enzimas que tem atividade do tipo trombina) e de maneira geral afetam
a cascata de coagulacdo pela ativacdo dos componentes sanguineos envolvidos na coagulacao,
fibrinolise e agregacao plaquetéria e também pela degradagado proteolitica das células, causando

um desequilibrio no sistema hemostatico da presa (Silva et al, 2011).

Hialuronidases

No envenenamento, esta classe de enzimas atua na degradagdo do acido hialurénico
presente na matriz extracelular (MEC) de tecidos conectivos frouxos, perturbando a sua
integridade e facilitando a disseminacao de toxinas para além do local da mordedura. Devido a
essa propriedade, sdo conhecidas como “fatores de espalhamento”, potencializando a agdo
toxica de outras toxinas ao facilitar a sua distribui¢ao (Boldrini-Franga et al., 2017; Kemparaju;
Girish, 2006). Adicionalmente, os oligossacarideos resultantes da sua hidrélise podem

desencadear efeitos hemostaticos (Kemparaju; Girish, 2006).

Fisiopatologia do ofidismo botropico

O ofidismo botrépico desencadeia trés atividades comuns: 1) proteolitica, que

desenvolve edema e reagdo inflamatdria na regido da inser¢ao da peconha; 2) coagulante, atua
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através de uma ou mais agdes como trombina simile (similar a trombina), ativadora de
protrombina e do fator X, promovendo consumo dos fatores de coagulagdo com consequente
alteracdo da coagulagdo sanguinea; 3) hemorragica, que atua no endotélio vascular na regido
do acidente e, provavelmente, também a distancia. Outras atividades que podem participar da
fisiopatologia do envenenamento sdo a fibrinogenolitica, fibrinolitica e agregadora de
plaquetas. Neste sentido, alguns estudos tém trazido evidéncias pré-clinicas de que os soros anti
botropicos utilizado no Brasil podem nao neutralizar completamente as atividades toxicas de
todas as peconhas botropicas, sugerindo que novas abordagens sejam empregadas para mitigar
os efeitos danosos dos acidentes como € o caso da Bothrops erythromelas (Féliz-Silva; Silva-

Junior; Zuculotto, 2017).

Bothrops erythromelas

Bothrops erythromelas (Amaral, 1923) (FIGURA 1), pertencente da familia Viperidea
popularmente conhecida como “Jararaca-da-seca”, e principal representante do género
Bothrops na Caatinga. Caracterizada como uma serpente de pequeno porte, com cerca de 50
cm de comprimento, habitos noturnos, dieta generalista e cor castanho-avermelhada (Béto,

2016).

Figura 1: Exemplar de Bothrops erythromelas

B T - v

Fonte: Acervo de pesquisa, equipe de pesquisa.

A distribuida em areas de baixa altitude, em regides secas e umidas, com habitos
arboreos, arbustivos e herbaceos. No entanto, pode ser encontrada também em bordas de
floresta no nordeste da Mata Atlantica, nos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco e Bahia, possivelmente em decorréncia do desmatamento dessas areas (Guedes et

al., 2014) (FIGURA 2).

Figura 2: Padrao de distribui¢do de Bothrops erythromelas

11
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Fonte: Alberto Barros et al, 2014.

Apesar de sua relevante distribui¢do e de ser a principal responsavel pelos acidentes
ofidicos na regido Nordeste, sua pegonha nao fazer parte do pool utilizado para a fabricagdo do
soro antibotropico (Boto, 2016) fato este que pode resultar na evasdo de parcela de sintomas da
neutralizagdo sorologica com fragdes proteicas com massa molecular de 24, 29, 31, 36, 55 ¢
100 KDa, as quais ndo inibidas pelo tratamento convencional (Nunes et al., 2019).

Umas das suas caracteristicas mais marcantes da peconha de B. erythromelas consiste
na alta atividade coagulante em comparagdo as demais do género Bothrops, além de ndo exibir
acdo similar a trombina (serinopeptidases que atuam diretamente sobre a molécula de
fibrinogénio convertendo-a em fibrina), o que resulta em graves efeitos adversos na hemostasia
(Silva, 2018). A peconha induz mudangas hemostaticas que envolvem hipercoagulabilidade
sanguinea, seguida por incoagubilidade sanguinea onde a analise histologica revela um quadro
hemorragico sistémico, afetando principalmente os pulmdes, rins e figado (Boto, 2016; da Silva
et al, 2022). A atividade coagulante presente na peconha de B. erythromelas ¢ atribuida a
presenca de toxinas pro coagulantes, ativadoras dos fatores II ¢ X (Protrombina), que levam a
formag¢do de trombina enddgena, resultando em um quadro de coagulagdo intravascular

disseminada (Silva, 2018).
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Figura 3: Esquema simplificado da cascata de coagulagéo
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Ademais, a pegonha botroépica contém em sua constituigdo enzimas como a
hialuronidases que favorecem a hidrdlise do acido hialurdnico (AH), um polissacarideo longo
e linear disperso na matriz extracelular. Desse modo, ¢ capaz de desencadear uma das vias
conhecidas de processo inflamatéorio por dano da matriz extracelular, correlato a
potencializacdo da disseminagdo das toxinas da peconha para a circulagdo e compartimentos

locais do organismo acometido. (Boldrini-Franca et al., 2017; Silva, 2018).

Etnobiologia
Os estudos de bioprospec¢ao de plantas estimulam a pesquisa e exploragdo da
biodiversidade de uma regido, em associa¢do ao conhecimento tradicional representa uma fonte
inesgotavel para obtencdo de novos compostos naturais com potencial para produgdo de novos
medicamentos, sejam estes fitoterapicos ou principios ativos isolados (Ioca et al., 2018).
Considerando tais efeitos adversos, ¢ importante considerar o uso mitigatério de
estratégias botanicas em muitas comunidades rurais. O potencial quimico estrutural e molecular

de produtos vegetais ¢ amplamente explorado pela medicina tradicional, dentro das mais
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diversas culturas de todos os continentes do planeta. Essas praticas tém sido estudadas, o que
em muitos casos corrobora e aperfeigoa este potencial através da tecnologia farmacoldgica nos
tratamentos de sintomas, assim como dos efeitos sistémicos causados por esses padecimentos.
Desse modo, a percepcao da diversidade vegetal impar do Brasil, que compreende cerca de
23% das espécies vegetais identificadas no planeta, evidencia a competéncia da flora local na
busca por solucdes naturais para os mais diversos modos de padecimentos (Fontana et al.,
2021). Podendo, nesse caso, se aplicar os efeitos locais e sist€émicos causados pela pegonha de
serpentes do género Bothrops.

Entre as espécies vegetais de interesse em estado bruto estdo a Doyerea

ementocathartica e Cnidosculus quercifolius:

Doyerea ementocathartica

A espécie Doyerea ementocathartica (FIGURA 4), integrada na familia Cucurbitaceae,
popularmente conhecida como batata de teill ou cabega-de-negro, ¢ uma espécie endémica do
Brasil, amplamente distribuida na regido nordeste. Onde ha registros do emprego popular da
raiz tuberosa de D. ementocathartica como de purativo do sangue, no tratamento de manchas

de pele e para coceira e no combate a dores (Videres, 2017; Pereira, 2017; Silva et al.,2015).

Figura 4: Partes aéreas de exemplar de D. emetocathartica in situ

Fonte: Acervo de pesquisa, elaborado pela equipe de pesquisa.

A nomenclatura tradicional utilizada se origina da creng¢a popular do poder antiofidico
dessa espécie vegetal quando ingerida apds empeconhamento do réptil da familia Teiidae
conhecido como Teiu (Costa-Neto, 2000).

A investiga¢do do uso de D. ementocathartica na medicina tradicional se lastreia na

presenca de moléculas bioativas de interesse para a saude humana como a presenca de proteinas
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com agao inseticida e antimicrobiana, e os possiveis efeitos deletérios associados em células
humanas. A auséncia de informagdes cientificas sobre esta espécie justifica a urgéncia por
estudos que elucidem a composi¢ao quimica e propriedades biologicas de seus tecidos (Videres,

2017; Silvestre et al., 2021).

Cnidosculus quercifolius
A espécie Cnidoscolus quercifolius (Pohl) (FIGURA 5), pertencente a familia
Euphorbiaceae conhecida popularmente como “faveleira” ¢ uma forrageira amplamente

disseminada no bioma da caatinga.

Figura 5: Partes aéreas de exemplar de C. quercifolius in situ

Fonte: Acervo de pesquisa, elaborado pela equipe de pesquisa.

Os estudos sobre a C. gquercifolius sao em sua maioria voltados para o uso agricola e
pecuario, assim, sdo escassos os estudos com enfoque na atividade bioldgica (Ribeiro et al.,
2020). Entretanto a medicina popular faz uso do decocto e o macerado da casca do caule contra
inflamagdes dos ovarios e da prostata (Agra et al., 2008) e contra dor de dente (Roque et al.,
2010).

Estudos recentes tém abordando o potencial antioxidantede extratos de C. quercifolius
mostrando a presen¢a de metabolitos capazes de sequestrar radicais livres e, portanto, com
indicios para aplicabilidade em uso terapéutico a ser investigado (Torres et al.,2018; Ribeiro et
al., 2020). Possui acdo antirreumadtica, anti-hemorragica, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
expectorante, homeostatica e cicatrizante (Matos, 2002).

Por outro lado, adotando a perspectiva de moléculas refinadas oriundas de espécies
vegetais ja sob investigacdo farmacologica para uso terapéutico frente ao ofidismo botropico

temos os derivados do acido caféico: Acido Rosmarinico e Acido Clorogénico.
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Derivados do acido caféico:
Acido rosmarinico:

O 4acido rosmarinico (AR) (FIGURA 6) ¢ um composto fenolico resultante da
esterificagdo do acido cafeico e do acido 3,4-diidroxifenillatico, geralmente encontrado nas

plantas da familia Lamiaceae (da Silva et al., 2022).
Figura 6: Desenho molecular do dcido rosmarinico
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Alguns estudos relataram diferentes atividades biologicas como propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes e anticoagulantes (Salama; Abdel-Aty; Fahmy, 2018; Salvador et
al,2019). Apesar de estudos preliminares descreverem o potencial antiofidico promissor do AR,
seu efeito neutralizante contra pegconhas botropicas ainda € escasso na perspectiva fisiologica e
molecular. Amparado por investigacdes desenvolvidas por Salvador e colaboradortes (2019),
onde verificou-se a interacdo do AR com PLA>MjTXII de Bothrops moojeni, em duas regides
distintas da molécula. Ademais, consoante ao demonstrado por da Silva e colaboradores, (2022)
o AR também se mostra eficiente na neutralizacdo das atividades enzimaticas in vitro da
peconha da serpente Bothrops leucurus por ligar as PLA»s constitutivas dessas toxinas e, assim,

atenuar sua atividade.

Acido clorogénico
O acido clorogénico (AC) (FIGURA 7) ¢ um polifenol com funcdo acida resultante da
esterificacdo do 4cido cafeico com o acido quinico, ¢ frequentemente consumido através da

alimentacdo, pois ¢ abundante em alimentos como café e cha (Naveed et al, 2018).

Figura 7: Desenho molecular do 4cido clorogénico
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Evidéncias acumuladas indicam que a AC apresenta efeitos terapéuticos em sintomas
que se assemelham aos observados em envenenamentos, como inflamagao, dor e disturbios de
coagulag¢do (Feng et al., 2016). Recentemente, o acido clorogénico demonstrou eficicia na
neutralizagdo in vitro da pegonha de B. leucurus por ser capaz de se ligar as PLA»s presentes
na toxina e, assim, diminuir sua atividade (Trento et al.,2019). Segundo da Silva e
colaboradores (2022), esse mecanismo envolve o bloqueio do canal hidrofébico da proteina
pelo ligante, impedindo que os fosfolipidios interajam adequadamente com ela e,
consequentemente, bloqueando as alteracdes alostéricas necessarias para a exposi¢ao de sitios
de ancoragem e ruptura na superficie da membrana, prejudicando a a¢ao enzimatica. Essas
evidéncias tornam o AC um candidato promissor para investigar as propriedades terapéuticas.

Portanto, sendo aspecto de interesse na investigacao deste projeto quanto a inibigao das
atividades hemorragicas tipicas do envenenamento por serpentes do género Bothrops. Destarte,
diante de tais perspectivas alusivas a saude publica, pretende-se investigar as interagdes que
ocorrem entre os compostos de origem vegetal e a peconha de B. erythromelas mediante plasma
sanguineo humano em condigdes compativeis aos naturais e, por conseguinte, indicar os
impactos de cada um dos extratos estudados no tempo de coagulacio em um quadro de
intoxicagdo por peconha de B. erythromelas. Em adicdo a estes dados também se almejou
observar a capacidade de inibi¢do da atividade hialuroniddsica como um indicador de potencial

anti-inflamatodrio dos produtos vegetais em relagdo a pegonha.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Avaliar a capacidade neutralizante de extratos vegetais ¢ de dois compostos

conhecidamente antiofidicos frente as atividades hemorragica e hialuronidasica in vitro

deflagradas pela peconha da serpente Bothrops erythromelas

2.2.0bjetivos especificos

Avaliar a capacidade do extrato das espécies vegetais C. quercifolius e
D.emetocathartica na inibi¢do da atividade hemorragica da pegonha de B.
erythromelas,

Avaliar a capacidade dos acidos clorogénico e rosmarinico em inibir as atividades
hemorragica da peconha de B. erythromelas;

Determinar o potencial do extrato aquoso das espécies vegetais C. quercifolius e D.
emetocathartica na inibicdo das atividades hialuronidasica da peconha de B.
erythromelas;

Determinar o potencial dos acidos clorogénico e rosmarinico em inibir as atividades

hialuronidasica da peconha de B. erythromelas.
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3.1 RESUMO: O ofidismo, ¢ um problema sério de satide ptblica nos tropicos, indo além da
mortalidade para incluir sequelas graves que afetam significativamente a qualidade de vida das
vitimas. Embora Bothrops erythromelas seja a principal responsavel por acidentes ofidicos na
caatinga, € preocupante que essa espécie nao esteja incluida no pool usado na produgado do soro
antiofidico. Dada a limitagdo do soro antiofidico, muitos estudos tém se concentrado em
desenvolver tratamentos complementares para o ofidismo, e as plantas tém sido reconhecidas
como uma fonte importante de compostos bioativos nesse contexto. Nesse sentido, foram
avaliadas a capacidade de extratos brutos de Doyerea emetocathartica, Cnidosculus
quercifolius e dos acidos rosmarinico e clorogénico em inibir a atividade hemorragica e
hialuronidasica da peconha de Bothrops erythromelas. Inicialmente, foram utilizadas as
metodologias de Tempo de Protrombina e Tromboplastina Parcial Ativada para avaliar a
integridade da cascata de coagulagao in vitro. Em seguida, o método turbidimétrico foi
empregado para avaliar a preservacao do acido hialuronico in vitro. Os resultados mostraram
atividade de inibicdo significativa em todas as concentragdes na reducdo do tempo de
protrombina com os extratos de Doyerea emetocathartica e Cnidosculus quercifolius (93,3% e
94,01%), assim como com os acidos rosmarinico e clorogénico (94,5% e 94,01%). Além disso,
houve uma eficacia notavel na redu¢do do tempo de Tromboplastina Parcial Ativada com esses
compostos, atingindo em Doyerea emetocathartica ¢ Cnidosculus quercifolius (95,16% e
95,14%) e acido rosmarinico e clorogénico (96,02% e 95,52%). Quanto ao potencial anti-
hialuronidasico, os compostos de origem vegetal também foram capazes de manter a
integridade do substrato, Doyerea emetocathartica e Cnidosculus quercifolius (2.811 ABS e
1.819 ABS) e 4acido rosmarinico e clorogénico (0.5 ABS e 1.57 ABS). Esses resultados sugerem
que os extratos estudados sdo promissores como tratamento adjuvante para acidentes ofidicos
por Bothrops erythromelas, e também indicam um potencial para pesquisas futuras no
desenvolvimento independente de medicamentos anti-hemorragicos e com potencial anti-

inflamatorio.

Palavras-chave: Etnobotanica, toxina, jararaca, atividade anti-hemorragica, atividade anti-

inflamatoria.
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3.2 ABSTRACT: Snakebite is a serious public health problem in the tropics, going beyond
mortality to include serious consequences that significantly affect the quality of life of victims.
Although Bothrops erythromelas is the main responsible for snakebites in the caatinga, it is
worrying that this species is not included in the pool used in the production of antivenom. Given
the limitations of antivenom, many studies have focused on developing complementary
treatments for snakebite, and plants have been recognized as an important source of bioactive
compounds in this context. In this sense, the ability of crude extracts of Doyerea
emetocathartica, Cnidosculus quercifolius and rosmarinic and chlorogenic acids to inhibit the
hemorrhagic and hyaluronidase activity of Bothrops erythromelas venom was evaluated.
Initially, the Prothrombin Time and Activated Partial Thromboplastin methodologies were used
to evaluate the integrity of the in vitro coagulation cascade. Then, the turbidimetric method was
used to evaluate the preservation of hyaluronic acid in vitro. The results showed significant
inhibition activity at all concentrations in reducing prothrombin time with extracts of Doyerea
emetocathartica and Cnidosculus quercifolius (93.3% and 94.01%), as well as with rosmarinic
and chlorogenic acids (94 .5% and 94.01%). Furthermore, there was notable efficacy in
reducing Activated Partial Thromboplastin time with these compounds, reaching Doyerea
emetocathartica and Cnidosculus quercifolius (95.16% and 95.14%) and rosmarinic and
chlorogenic acid (96.02% and 95.52%). As for the anti-hyaluronidase potential, compounds of
plant origin were also able to maintain the integrity of the substrate Doyerea emetocathartica
and Cnidosculus quercifolius (2,811 ABS and 1,819 ABS) and rosmarinic and chlorogenic acid
(0.5 ABS and 1.57 ABS). These results suggest that the extracts studied are promising as an
adjuvant treatment for snakebites caused by Bothrops erythromelas, and also indicate a
potential for future research in the independent development of anti-hemorrhagic drugs with

anti-inflammatory potential.

Keywords: Ethnobotany, toxin, jararaca, anti-hemorrhagic activity, anti-inflammatory activity.

21



3.3. INTRODUCAO:

A notificagdo expressiva de acidentes ofidicos tem sido historicamente documentada de
forma irrealista pelo sistema nacional de saude. Este panorama reflete uma realidade de
subnotificacdo e desinformacdo generalizada, de forma que ¢ possivel observar relatos com
numero divergente de acidentes reportados aos prospectados pela comunidade cientifica.
Portanto, informacgdes divergentes tém impacto agravante na eficdcia da resposta ao tratamento.
Ainda neste tema, devido aos significativos impactos nocivos do ofidismo, desde 2009, tais
acidentes sao classificados como doenga tropical negligenciada pela Organizagdo Mundial da
Satde (WHO, 2023) (DNT) (Féliz-Silva; Silva-Junior; Zuculotto, 2017). Além disso,
representam acidentes graves que causam mais de 40.000 (quarenta mil) mutilagdes anuais, e
variam de 25.000 (vinte e cinco mil) a 125.000 (cento e vinte e cinco mil) casos que evoluem
para obito (Gomez-Betancur et al., 2019; Dal Belo et al., 2013). Ressalta-se também que a
maior taxa de mortalidade ¢ relatada na regido Nordeste brasileira, devido a fatores como:
favorecimento climatico e geografico; os altos indices de trabalho na area; e dificuldades de
acesso a assisténcia médica (Santos; Maciel, 2022).

Incidentes ofidicos envolvendo espécies do género Bothrops podem ser considerados
graves dependendo da evolucao do perfil fisiopatologico. Essas alteragdes sao caracterizadas
por acentuada resposta inflamatoria, lesdo muscular (miotoxicidade), inchaco, sangramento e
dor intensa. Estes efeitos acabam por levar a redugdo do fornecimento de sangue (isquemia) e
a compressao dos nervos, e por decorréncia, danos aos tecidos adjacentes. Em casos extremos,
suficientemente graves pode levar a amputacdo ou mesmo evoluir a obito. Nesse contexto,
pesquisas forneceram evidéncias preliminares de que os soros antiofidicos utilizados, no Brasil,
podem ndo neutralizar totalmente os efeitos toxicos de todos os tipos de peconha botropicos.
Isto implica na necessidade de explorar abordagens alternativas para aliviar as consequéncias
prejudiciais dos incidentes envolvendo serpentes no Brasil (Féliz-Silva; Silva-Junior;
Zuculotto, 2017).

Em particular, a espécie B. erythromelas, endémica da Caatinga é responsavel pela
maioria dos acidentes ofidicos na regido Nordeste, sobre a qual ndo podemos nos olvidar que
se trata da segunda regido com maior numero de notificacdes de mortalidade por acidentes
ofidicos no Brasil (Boto, 2016). Este dado mostra uma realidade preocupante principalmente
quando se associa o numero de acidentes a auséncia de representantes da espécie B.

erythromelas, no pool de pegonhas utilizadas na fabrica¢ao do soro antibotrépico. Como reflexo
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da auséncia desta espécie no soro comercial, pode-se listar ainda a existéncia de enzimas nesta
peconha cuja neutralizacdo pelo soro antibotropico ¢ ineficiente, em especial nas porgdes
proteicas relacionadas a Crisps, lectinas tipo C e serino-peptidases e peptideos similares a
trombina (Nunes et al., 2019).

Uma das caracteristicas mais marcantes das toxinas de B. erythromelas consiste em
efeitos locais acentuados, o que tem como consequéncia resulta em alta atividade coagulante
em comparagdo com outras espécies do género Bothrops. Além disso, estas toxinas nao
apresentam agao semelhante a trombina (serina peptidases que atuam diretamente na molécula
de fibrinogénio, convertendo-a em fibrina), o que, portanto, resulta em graves efeitos adversos
na hemostasia (Silva, 2018). A pegonha induz alteracdes hemostaticas que envolvem
hipercoagulabilidade sanguinea, seguida de incoagulabilidade sanguinea, na qual a andlise
histoldgica revela um quadro hemorragico sistémico, por isso, afeta principalmente pulmoes,
rins e figado (da Silva, 2022; Boto, 2016).

A atividade coagulante presente na pegonha de B. erythromelas € atribuida a presenga
de toxinas pro-coagulantes, ativadores dos fatores II (Protrombina) e X estimuladores que
levam a formagdo de trombina enddgena, o que resulta em um quadro de coagulagdo
intravascular disseminada (Silva, 2018), seguido de quadro de hemorragia de consumo (B6to,
2016).

Além dos efeitos hemostaticos, outro distarbio local resultante da a¢do da toxina de B.
erythromelas ¢ decorrente da resposta inflamatéria. Uma das vias mais comuns da resposta
inflamatoéria € a permeabilizagao da matriz extracelular para distribui¢cdo local da toxina pela
acdo das hialuronidases da peconha da serpente (Boldrini-Franca et al., 2017). Essa reacao se
desenrola em uma cascata, que envolve a sintese e liberacao de diversos mediadores, bem como
a ativagdo de células imunes residentes, além da infiltracdo de leucdcitos e macréfagos em
resposta a substancias quimiotaticas liberadas no tecido lesionado (Gutiérrez et al., 2018;
Gutiérrez; Lomonte,1989; Mamede et al., 2020).

Enquanto isso, paralelamente, os produtos vegetais constituem uma fonte potencial
quimico estrutural e molecular, tnico e amplamente explorado pela medicina tradicional nas
mais diversas culturas de todos os continentes do mundo. Essas praticas t€ém sido estudadas, o
que em muitos casos corrobora e aprimora esse potencial através da tecnologia farmacoldgica
no tratamento dos sintomas, bem como dos efeitos sistémicos e locais causados por agentes
quimicos e biologicos adversos. Portanto, a percepcao da diversidade vegetal privilegiada no

Brasil, que compreende cerca de 23% das espécies vegetais identificadas no planeta, destaca a
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competéncia da flora local na busca de solugdes naturais para os mais diversos tipos de doengas
(Fontana et al., 2021).

Acidentes causados por serpentes peconhentas sdo responsaveis por um numero
excessivo de casos graves, que estao ligados a sequelas e mortes (WHO, 2023; Gomez-Betancur
et al.,, 2019; Dal Belo et al.,, 2013). Uma parcela relevante das complicagdes se deve a
dificuldades logisticas na aplicacdo do tratamento adequado em tempo habil (Nunes et al.,
2019). No entanto, a riqueza de plantas com potencial farmacologico, por ser um campo ainda
pouco explorado, ¢ um dado que evidencia a iminéncia da busca por alternativas mais acessiveis
e de facil distribuicdo, que possam ser combinadas com soro antiofidico para atenuar os
sintomas dos acidentes e suas sequelas (Silva, 2018, da Silva, 2022; Fontana et al., 2021).

Cnidosculus quercifolius (Euphorbiaceae), conhecida popularmente como faveleira, ¢
uma espécie endémica no Brasil, amplamente utilizada no forrageamento bovino (Maia, 2004).
O oleo de faveleira ¢ utilizado no tratamento informal de dermatites; enquanto a casca interna
do caule ¢ utilizada no tratamento de inflamagdes ovarianas, hemorragias e muitos outros
problemas de satide (Maia, 2004, Torres et al., 2018).

As vias que sustentam a possivel eficacia da espécie sao baseadas na literatura, na qual
o potencial antioxidante dos extratos de C. quercifolius mostraram a presenga de 9 metabodlitos
capazes de eliminar radicais livres (Torres et al., 2018; Ribeiro et al., 2021).

Por sua vez, a espécie Doyerea ementocathartica (Cucurbitaceae), conhecida como
batata de teill, € uma espécie endémica do Brasil, amplamente distribuida na regido Nordeste
(Lima., 2010). A raiz tuberosa de D. ementocathartica ¢ utilizado pela populagdo como
‘purificador do sangue’, com a finalidade de tratar manchas na pele e coceira, bem como para
cessar dores nas costas (Roque; Rocha; Loiola, 2010; Silva, 2018).

O uso de D. ementocatdrtica. na medicina tradicional (Silvestre et al., 2021) demanda
interesse na investigacdo desta espécie, quanto a presenga de moléculas com atividades
bioldgicas. Ainda, o uso popular e a presenca de proteinas (lectinas), dotadas de acdo inseticida
e antimicrobiana em Myracrodruon urundeuva, outra espécie endémica do dominio
morfoclimatico da caatinga com potencial farmacologico, denotam a importancia de avaliar a
seguranca do uso de preparacdes bioativas em humanos, o que justifica a investigacao de seu
efeito nas células (Silvestre et al., 2021; Videres, 2017).

Dentre as substancias derivadas de plantas com potencial antioxidante estdo os
compostos fenolicos, abundantes na flora local, assim como nas espécies vegetais sob
investigacdo. Os compostos fenolicos sao classificados em fendis simples, acidos fendlicos,

derivados do acido hidrocindmico e flavonéides. A maioria dos dcidos hidrocinamicos profusos
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e seus principais representantes sao os acidos salicilico, p-cumarico, caféico, feralico e sinapico.
Os ligantes sdo derivados glicosilados dos ésteres dos acidos quinico, chiquimico e tartarico. E
o0 acido clorogénico como produto dos acidos cafeico e quinico, conhecidos pelo seu potencial
terapéutico no alivio do estresse oxidativo (Torres et al., 2018; Ribeiro et al., 2021; Videres,
2017).

Assim, diante de tais perspectivas alusivas a saude publica, procurou-se investigar as
interagdes que ocorrem entre compostos de origem vegetal e a pegonha de B. erythromelas. E,
portanto, indicar também os impactos de cada um dos extratos estudados no tempo de
coagulacdo, e no desenvolvimento inflamatério em casos de ofidismo por B. erythromelas.
Logo, a importancia desta pesquisa baseia-se na perspectiva de aplicabilidade de compostos
vegetais de interesse na area farmacéutica com interesse na terapia antiofidica.

Além disso, dois acidos clorogénico e rosmarinico, compostos isolados de extratos
vegetais, conhecidos por exercerem atividade antiofidica, também foram testados contra as
atividades hemorragica e inflamatéria in vitro desencadeadas pela peconha da serpente B.

erythromelas.

3.4. METODOS:
3.4.1. Obtenciao de materiais:

3.4.1.1.0btencdo e quantificacdo de peconha bruta:

A peconha de B. erythromelas adultas e criadas em cativeiro foi obtido em parceria com
o Museu Vivo Répteis da Caatinga, Paraiba, Brasil, por extracdo manual. Foi refrigerado a -20
°C e liofilizado para uso futuro. A quantificagdo proteica foi expressa pelo método de Bradford
(1976), utilizando albumina como padrao. Além disso, o projeto estd registrado no SISGEN sob

o numero de registro A590C61.

3.4.1.2.Plasma humano

ApoOs apresentacdo de termo de consentimento livre e esclarecido, aprovagdo para
obtengdo e utilizagdo do material foi fornecido pelo Comité de Etica da Universidade Catdlica
Dom Bosco sob o nimero (79.117-900). Cerca de 5 mL de sangue venoso foram coletados de
individuos adultos saudaveis, do sexo masculino. Posteriormente, a coleta do sangue, o material
foi centrifugado (800 rpm por 10 min) e os sobrenadantes (plasma) foram reservados em pool

de 3 voluntarios diferentes, sendo armazenados a -20 °C até o momento da utilizagao.
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3.4.1.3.Extratos vegetais

A coleta e preparagdo dos extratos vegetais brutos foram realizadas em colaboracdo com
a equipe do Laboratdério de Fitoquimica, departamento de Farmacia (Centro de Ciéncias

Bioldgicas e Saude da Universidade Estadual da Paraiba).

3.4.1.3.1. Cnidosculus quercifolius

A coleta foi realizada no més de maio de 2022, direcionadas as partes aéreas de
individuos adultos de C. quercifolius. Os individuos foram extraidos na area da Universidade
Estadual da Paraiba, Campina Grande, PB (7°12'35.2"S 35°54'53.1"W).

O processo de secagem das folhas ocorreu em estufa a 40 °C por cerca de 96 horas. Em
seguida, foi armazenado em frasco &mbar até ouso.

A extragdo com etanol 96% ocorreu pelo processo de maceragdo exaustiva renovado a
cada periodo de 72 horas. O extrato obtido foi submetido a um processo de rotoevaporacao em
temperatura inferior a 50 °C para eliminacao do solvente, obtendo-se o extrato etandlico bruto

(EEB) e acondicionados a -2 °C até o uso.

3.4.1.3.2. Doyerea ementocathartica

As coletas das partes aéreas de individuos adultos de D. ementocathartica, foi realizada
em outubro de 2022, em propriedade privada, no municipio de Barra de Santana,
PB (7°30'12.4"S 35°57'39.8"W).

Para o processo de secagem, o procedimento ¢ semelhante ao mencionado acima: as
raizes foram desidratadas em estufa a temperatura de 40 °C até a estabilizagdo da umidade.
Ap0s a secagem, o material foi triturado em moinho rotativo vertical e armazenado em frasco
ambar até o procedimento subsequente.

Para obtencao do extrato hidroalcoolico de D. ementocathartica, 50 g do p6 obtido da
moagem foram solubilizados em 350 mL de mistura hidroalcoolica (90%), na qual foi

submetido a extragdo por maceracdo por 72 horas, e filtrado para obtencao do extrato aquoso.

3.4.1.3.3. Compostos purificados
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Os compostos fenodlicos, acido clorogénico (pureza > 95%) e 4cido rosmarinico (pureza

> 97 %), adquiridos da Sigma-Aldrich.

3.4.2. Atividade pro-coagulante

Os procedimentos foram realizados conforme descrito por Theakston e Reid (1983).,
com pequenas modificagdes. Inicialmente para descongelar o plasma, aliquotas de 100 pL

foram mantidas a 37 °C por 5 minutos.

3.4.2.1.Tempo de Protrombina (TP)

O tempo de coagulagdo plasmatica foi medido por meio de um coagulometro digital (Laser
Sensor Clotimer, CLOT, Sao Paulo, SP, Brasil).

Para inibigdo da atividade de coagulacdao, uma dose minima coagulante da peconha de
B. erythromelas. (1 pL) foi empregado e o ensaio conduzido conforme descrito acima, exceto
pela pré-incubagdo por 30 minutos a 37 °C da pegonha com os extratos de D. ementocathartica
e C. quercifolius (1:0,5; 1:1; 1:2; 1: 5; 1:7,5; p/p). Os AC e AR em diferentes propor¢des (1:1,
1:2,5,1:5e 1:10, p/p).

A peconha (pré-incubada apenas com PBS, na auséncia de agentes inibidores) foi
utilizado como controle positivo.

Os resultados foram expressos em segundos (s) como média + erro padrao da média.

3.4.2.2.Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

O tempo de coagulacdo plasmatica foi medido por meio de um coagulometro digital
(Laser Sensor Clotimer, CLOT, Sao Paulo, SP, Brasil).

Para inibicao da atividade de coagulagdo, uma dose de coagulagao da pegonha de B.
erythromelas (1 pL) foi manipulado e o ensaio conduzido conforme descrito acima, exceto pela
pré-incubacao por 30 minutos a 37 °C da pegonha com D. ementocathartica e C. quercifolius
(1:0,5; 1:1; 1:2; 1: 5; 1:7,5; p/p) e AC ou AR em diferentes proporcdes (1:0,5 e 1:1, p/p).

A peconha (pré-incubada apenas com PBS, na auséncia de agentes inibidores) foi
utilizado como controle positivo.

Os resultados foram expressos em segundos (s) como média + erro padrao da média.
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3.4.3. Inibicao da atividade hialuronidasica

A atividade de inibi¢ao da hialuronidase foi determinada pelo método turbidimétrico
utilizando &cido hialurénico como substrato, conforme descrito anteriormente, com adaptagdes
(Féliz-Silva; Silva-Junior; Zuculotto, 2017; Paixdo-Cavalcante et al., 2015).

Diferentes concentragdes da pegonha (0,12; 0,25; 0,5 e 1 pg) foram diluidas em PBS e
pré-incubadas, com tampao acetato de sdédio 0,2 M, pH 6,0 contendo NaCl 0,15 M para um
volume final de 80 pL por 30 minutos a 37 °C. Posteriormente, foram adicionados 10 uL de
solucdo de acido hialuronico (0,5 pg. pL™! em tampdo acetato) e as amostras foram incubadas
por 1 horaa 37 °C.

A reacdo enzimatica foi interrompida pela adicdo de 200 pL de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) a 2,5% em hidroxido de sodio a 2%. Apds 10 minutos de
repouso a temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas a 405 nm, em leitor de microplacas
(Epoch-BioTek, Winooski, VT, EUA). Os brancos foram preparados da mesma forma, apenas,
substituindo o substrato por igual volume de tampao.

Para os ensaios de inibi¢ao foi utilizada a concentracao de maior atividade hialuronidase
da peconha (1 pg), que foi pré-incubada com as seguintes proporgdes crescentes dos extratos
brutos de D. ementocathartica e C. quercifolius (1:0,5; 1:1; 1:2; 1: 5; 1:7,5; p/p) peconha: D.
ementocathartica e C. quercifolius p/p) a 37 °C por 30 minutos.

Por sua vez, nos testes de inibicao acida, as propor¢des crescentes utilizadas foram AR
(1:0,5; 1:1 p/p,) peconha: / AC ou AR, a 37 °C por 30 minutos, € em seguida o teste foi realizado
como anteriormente descrito.

Os resultados foram expressos em absorbancia, para avaliar a integridade do acido
hialurénico frente as hialuronidases da peconha associadas aos derivados vegetais em relagao

ao controle.

3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 Atividade pro-coagulante

O consenso cientifico e epidemioldgico relata a ocorréncia de distarbios hemostaticos
derivados de acidentes ofidicos, que incluem a coagulopatia de consumo induzida pela pegonha
de B. erythromelas (Suhita et al., 2022). Embora, essa peconha ndo apresente atividade
semelhante a trombina, estd consolidada a descricdo de intenso efeito proé-coagulante e
atividade da berytrativase, que se configura como ativador do fator X da cascata de coagulagdo

(Bdto, 2016; Silva, 2018).

28



Ao considerar tais efeitos, a soroterapia ¢ essencial para atenuar os distarbios sistémicos
relacionados a mortalidade, porém, ainda carece de eficiéncia na reversao do comprometimento
local, levando a permanéncia de sequelas em longo prazo (Boechat et al., 2001; Lima et al.,
2022). Além disso, em casos atipicos, sao necessarias doses adicionais de soro antibotropico
(SAB) para conter a evolugao dos quadros de incoagulabilidade (Sajevic; Leoardi; Kri, 2011).
Portanto, além da terapia antiofidica botrdpica para o tratamento de acidentes ofidicos, ainda ¢
desejavel o desenvolvimento de tratamentos adjuvantes, com o objetivo de complementar as
deficiéncias apresentadas pela SAB, principalmente, no que diz respeito aos disturbios
hemostaticos associados a mordedura de B. erythromelas (Féliz-Silva; Silva Junior; Zuculotto,
2017).

Contudo, ¢ importante ressaltar que o foco inicial da presente pesquisa se lastreia na
incoagulabilidade sanguinea e inflamagdo local desencadeados por acidentes botrépicos. No
que se refere ao quadro de coagulopatia local de consumo, ¢ um efeito resultante da ativagdo
continua dos fatores da cascata de coagulacdo por toxinas, que levam a deplegdo plasmatica.
As classes de toxinas associadas a esses efeitos sdo as serinopeptidases da peconha de serpente
(SVSPs) e as metalopeptidases da pegonha de serpente (SVMPs) com acao fibrinogenolitica
(Slagboom et al., 2017; White, 2005; Paredes et al., 2016).

Extratos hidroalcoolicos da espécie vegetal D. ementocathartica e extratos metanélicos
de C. quercifolius apresentaram efeitos neutralizantes, em particular, com acdo anti-
hemostatica, anti-inflamatoéria e antitrombotica (Ribeiro; de Medeiros; da Silva-Chaves, 2020;
Santos; da Silva; da Silva, 2020; Amoah et al., 2016; Videres, 2017; Silvestre et al., 2021) Por
se tratarem de estudos de produtos ainda em estado bruto exigiram altas concentragdes para
avaliacio da atividade. Enquanto que, os 4cidos derivados do acido cafeico (Acido Rosmarinico
e Acido Clorogénico) demonstraram efeitos positivos in vitro e in vivo para a¢do coagulante,
hemorragica e edematogénica de B. leucurus (da Silva, 2022).

O potencial dos compostos contra a acdo coagulante da peconha foi medido por ensaios
de TP e TTPa, monitorando o tempo decorrido desde a adi¢do da peconha até a formacao do
coagulo de fibrina. Para tanto, foram utilizadas diferentes concentragdes dos compostos, apos
incubagdo com a peconha em pool de plasma humano.

Os resultados mostraram que D. ementocathartica apresentou-se eficaz em atenuar o
efeito hemorragico das toxinas de B. erythromelas em todas as proporg¢oes testadas, de modo a
exibir o melhor desempenho na concentragao de 1:100, capaz de reduzir o tempo de coagulagdo
em | minutos e 48 segundos (93,3%). Resultado semelhante foi observado com C. quercifolius,

que manifestou atividade anticoagulante em todas as concentragdes, com efeitos pronunciados
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na concentragao mais alta 1:200, reduzindo o tempo de coagulagao em 1 minutos e 49 segundos

(94,01%) (Figura 8. A; 1. B).
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Figura 8: Tempo de protrombina (TP) do plasma humano frente a pegonha de B. erythromelas associado a
candidatos a tratamento adjuvante de origem vegetal. (A) Doyerea emetocathartica). Legendas: Preto: Pegonha;
Azul escuro: Extrato bruto (D. emetocathartica); Azul: Teste - Pegonha e extrato. (B) Cnidosculus quercifolius.
Legendas: Preto: Pegonha; Amarelo escuro: Extrato bruto (C. quercifolius); Amarelo: Teste - Peconha e extrato.

Embora a alta complexidade da composi¢do e fisiologia dos extratos brutos possa
sugerir que muitas vias podem contribuir para o resultado in vitro, os resultados observados
mostram a capacidade neutralizante sobre os efeitos hemostaticos no plasma humano dos
extratos avaliados. Assim no futuro, eles podem constituir em importante produto
farmacoldgico para conter esses efeitos em vitimas de acidentes ofidicos.

No entanto, podemos correlacionar esses resultados com os altos niveis de célcio
presentes nos extratos vegetais brutos, em torno de 2,18% da composicdo seca (Santos; da Silva;
da Silva, 2020; Amoah et al., 2016). Isto porque, o célcio ¢ um componente indispensavel na
via de ativagdo de vdrios fatores de coagulagdo como transportador preferencial de ions para a
energia necessaria na via intrinseca, extrinseca e comum, mais proeminentemente como
cofatores de ativacao (Fernandes; Cardoso; Cavalcante, 2015).

Além disso, também em C. quercifolius foi identificada a presenca de outros compostos
derivados do acido cafeico, como o 4cido cindmico, cujo esqueleto molecular e efeitos sdao
semelhantes aos observados para os dcidos Rosmarinico e Clorogénico, com efeitos positivos
em comparagao aos efeitos ja descritos da pegonha (Aung et al., 2010; da Silva, 2022).

A AR resultou em redugao relevante do tempo de coagulagdo em todas as proporcdes,
principalmente na maior concentragao 1:2, diminuindo o tempo de coagulagcdo em 1 minutos e

48 segundos (94,5%), e diminuindo conforme a reducdo das concentragdes. O AC foi eficaz em
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Tempo (s)

atenuar o efeito hemorragico da peconha em todas as proporgoes testadas, apresentando melhor
desempenho na concentragdo 1:3, diminuindo em 1 minutos e 49 segundos (94,01%) o tempo

de coagulacao (Figura 9. A; 2. B).
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Figura 9: Tempo de protrombina (TP) do plasma humano contra peconha de B. erythromelas associado a
candidatos a tratamento adjuvante derivados de origem vegetal. (A) Acido Rosmarinico (AR). Lendas: Preto:
Peconha; Laranja escuro: Acido isolado (AR); Laranja: Teste - Peconha e Acido isolados. (B) Acido Clorogénico
(AC) Legendas: Preto: Pegonha; Roxo escuro: Acido isolado (AC); Roxo: Teste - Pegonha e Acido isolados.

A AR demonstrou particular eficiéncia na redu¢do da hemorragia desencadeada
especificamente em quadros ofidicos, com pesquisas relatando as peconhas das serpentes
Trimeresus flavoviridis, Crotalus atrox, Gloydius blomhoffii, Bitis arientans, Protobothrops
flavoviridis e B. leucurus (Gil et al., 2013; da Silva, 2022). Esses dados corroboram com os
achados do presente trabalho, ndo apenas referentes aos acidos em si, mas também aos extratos
vegetais brutos.

Diante de estudos anteriores com individuos da mesma familia ofidica, foi possivel
observar a eficacia do 4cido Rosmarinico, tendo em vista a degradacdo do fibrinogénio em
acidentes provocados por espécies do género Bothrops (da Silva, 2022). Além disso, esta
descrito que a maioria das toxinas com atividade fibrinogenolitica pertence a classe das SVMP,
com apenas uma pequena parcela da classe das SVSP (Naveed et al., 2018), o que torna
plausivel atribuir os efeitos observados a participagao das SVMPs.

Tal atividade anti-hemorragica também se deve a sua elevada atividade antioxidante. A
presenca de quatro hidrogénios feno6licos em combinacdo com as duas porgdes catecol confere

a capacidade de modular a eliminagdo de radicais livres (Zn"). Investigagdes eletroquimicas
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revelam a por¢do do 4cido cafeico como determinante na oxidagdo deste composto (Gil et al.,
2013), por¢do que também estd presente no acido clorogénico, que obteve resultados
semelhantes apoiados pelos estudos de Naveed et al. (2018). O metabolito presente em C.
quercifolius (4cido cindmico) compartilha grande parte da por¢ao do acido cafeico responsavel
por este efeito (Fernandes; Cardoso; Cavalcante, 2015).

Considerando a diminui¢do do tempo de coagulacdo em concentracdes mais elevadas,
observa-se a possivel interacdo entre os extratos utilizados tanto com a cascata natural de
coagulacdo quanto com SVMPs de peconhade serpente. Este efeito pode ser atribuido, entre
outros fatores, a presenga de compostos fendlicos e flavonoides antioxidantes (Féliz-Silva;
Silva Junior; Zuculotto, 2017), que atua como agentes quelantes para reter ions metalicos livres
essenciais na fisiologia bioldgica da atividade proteolitica de metalopeptidases de peconha de
serpente (Ca®" e Zn**) (Jorge et al., 2015). Assim, o principal mecanismo inibitorio conhecido
esta correlacionado ao bloqueio da distribuicdo de Zn** (Jorge et al., 2015). Este dado esta de
acordo com os resultados obtidos por da Silva et al. (2022) que, estudando a peconha de B.
leucurus, observou que AC e AR estabelecem ligagdes de hidrogénio através de seus grupos
hidroxila e carboxila com residuos His59, His63 e His69, responsaveis pela coordenagao do
zinco (da Silva, 2022).

Conforme descrito por Jorge et al. (2015), a peconha de B. erythromelas causa um
aumento significativo no tempo de tromboplastina parcial ativada quando comparado a solugao
salina. Em nossos resultados, foi possivel observar o efeito atenuante de todos os extratos em
todas as concentragdes testadas no TTPa. Portanto, hd reducao no tempo de coagulagdao, mesmo
em comparagdo ao controle, o que sugere a interagdo direta dos extratos testados com as
proteinas presentes no plasma ao longo da cascata de coagulag@o de forma independente.

O TTPa avalia a integridade da cascata de coagulacao mediada por fatores (II, VIII, IX,
X, XI, XII) componentes da via intrinseca e comum da cascata de coagulacao (Carlos; de Sousa,
2007), sendo esta via mais longa e, logo, particularmente dependente de fons Ca®* como
cofatores de ativagdo para sua fisiologia geral, o que pode se refletir em sua sensibilidade a acao
de extratos (Aung et al., 2010).

Os componentes quimicos presentes nos metabolitos secundarios das plantas (taninos,
flavondides, saponinas, esteroides e terpendides) sdo capazes de inibir proteases de serpentes
envolvidas na hemorragia. Seja por interacdo direta com SVMP’s ou interferéncia na
hemorragia através da cascata de coagulacdo onde aparecem como agentes quelantes de ions
metalicos. Os acidos isolados (AR e AC) interagem com as proteinas da serpente nos sitios de

ligacdo do Zinco (da Silva et al., 2022), enquanto o observado com os extratos pode estar
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relacionado a abundancia de calcio junto com derivados do acido caf€ico, o que aumentaria o
efeito antienvelhecimento e capacidade hemorragica das amostras no mecanismo sob acdo da
peconha. Os 4cidos hidroxicindmicos presentes em ambas as espécies vegetais t€ém o acido
caféico como um dos seus principais compostos representativos. Os acidos caféico e quinico,
quando combinados, formam o acido clorogénico (Torres et al., 2018; Videres, 2017).

Foi observada a eficacia de D. ementocathartica em atenuar o efeito hemorragico da
peconhade B. erythromelas em todas as proporcdes testadas, exercendo seu efeito mais
proeminente na concentracdo 1:200, o que impactou no tempo de coagulagdo com uma
diminuicdo de 2 minutos e 50 segundos (95,16%). Enquanto C. quercifolius mostrou-se eficaz
em atenuar o efeito hemorrdgico da peconha em todas as proporg¢des testadas, com melhor
performance na concentracdo 1:25, reduzindo o tempo de coagulacdo em 2 minutos e 50

segundos (95,14%) (Figura 10.A; 3.B).
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Figura 10: Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) do plasma humano frente a peconha de B.
erythromelas associado a candidatos a tratamento adjuvante de origem vegetal. (A) Doyerea emetocathartica:
Legendas: Preto: Peconha; Azul escuro: Extrato bruto (D. emetocathartica); Azul: Teste - Peconha e extrato. (B)
Cnidosculus quercifolius: Legendas: Preto: Pegonha; Amarelo escuro: Extrato bruto (C. quercifolius); Amarelo:
Teste - Peconha ¢ extrato.

O AR mostrou-se eficaz em atenuar o efeito hemorradgico da peconha em todas as
propor¢des testadas, de maneira a apresentar o melhor desempenho na concentragao 1:1,
reduzindo o tempo de coagulagdo em 2 minutos e 51 segundos (96,02%). Por outro lado, 0 CA
mostrou-se eficaz em atenuar o efeito hemorragico das toxinas de B. erythromelas em todas as
proporcdes testadas, de maneira a comportar-se melhor na concentracao 1:3, ao subtrair 2

minutos e 52 segundos (95,52%) da coagulacdo. (Figura 11.A; 4.B)
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Figura 11: Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) do plasma humano frente a peconha de B.
erythromelas associado a candidatos a tratamento adjuvante derivados de origem vegetal. (A) Acido Rosmarinico
(AR). Lendas: Preto: Pegonha; Laranja escuro: Acido isolado (AR); Laranja: Teste - Peconha e Acido isolados.

(B) Acido Clorogénico (AC) Legendas: Preto: Peconha; Roxo escuro: Acido isolado (AC); Roxo: Teste - Pegonha
e Acido isolados.

A coagulacdo ¢ um processo complexo, dependente de ions de calcio e de uma
infinidade de enzimas liberadas no tecido danificado para completar a cascata (Swenson;
Markland, 2005). Em muitos casos, a auséncia ou ineficacia de qualquer um desses fatores
resultard em coagulacdo ineficiente, em casos especificos incoagulavel, causando hemorragias
locais como as observadas em acidentes causados por B. erythromelas (Boto, 2016).

Tais dados, referentes ao 4cido rosmarinico e clorogénico, estdo de acordo com os dados
encontrados por da Silva et al. (2022), porém as alteracdes acentuadas observadas no TP e no
TTPa sugerem que, concentragdes muito maiores de proteases com efeitos diretos na cascata
de coagulagdo, encontrada na peconhade B. erythromelas em relagdo a B. leurucus.
Diferenciando-se de outros representantes do género por sua atividade “semelhante a trombina”
(Boto, 2016; Silva, 2018; da Silva, 2022).

Vale ressaltar que a ja expressiva atividade fibrinogenolitica no sangue total exercida
pela peconha de B. erythromelas, quando isolada, esta toxina tende a se tornar ainda mais
pronunciada (Jarifapour et al., 2021). Da Silva et al. (2022), em testes com a metodologia in
silico do Género (B. leucurus), foi possivel isolar e observar os fatores preponderantes, para
investigar o mecanismo nos casos do acido clorogénico e rosmadrico. No caso do presente
estudo, pelos resultados obtidos ha indicios de que ha inativa¢ao de proteases como SVMP
através da captura de Zn" em todas as substincias testadas, bem como fortalecimento e

aceleragdio da cascata de coagulagio com a insercdo de Ca?" em casos especificos de extratos.
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Portanto, ¢ importante lembrar que todos os derivados do acido cafeico (como AR e AC
e metabolitos presentes em D. ementocathartica e C. quercifolius), além de uma infinidade de
compostos fenodlicos vegetais, contém (OH) ou (COOH) em seu esqueleto molecular. Esses
compostos possuem potencial antioxidante, ja descrito (Amoah et al., 2016) e apoiado na
literatura como eficazes propriedades anti-inflamatorias, antivirais, antitumorais,
neuroprotetoras, cicatrizantes e antiofidicos (Paredes et al., 2016; Ribeiro; de Medeiros; da
Silva-Chaves, 2020; Amoah et al., 2016)

Tanto o AC quanto o AR demonstram, em estudos anteriores, sua capacidade inibitéria
sobre os efeitos hemostaticos induzidos pelas pegonhas botrépicos (da Silva et al., 2022). O AC
possui atividade anticoagulante in vitro através da interacdo com os fatores Xa, Xllla e
trombina, levando ao prolongamento do TC nas vias intrinseca, extrinseca e comum (Salama;
Abdel-Aty; Fahmy, 2018).

A AR mostrou atividade inibitéria na agregacao plaquetdria induzida por colageno.
Além disso, extratos aquosos das espécies Rosmarinus officinalis € Thymus atlanticus, ricos em
AR, atenuaram a atividade fibrinogenolitica induzida pela pegonha de Cerastes cerastes e
diminuiram o TC nos testes com TP e TTPa (Salama, Abdel-Aty, Fahmy, 2018). Assim,
podemos reatestar a efetividade anticoagulante desses acidos como agentes neutralizantes
contra os efeitos hemorragicos da peconha de B. erythromelas.

Além disso, a capacidade inibitéria de proteases da peconha bruto, observada em nossos
resultados, pode estar contribuindo para esse efeito, visto que as proteases da pegonha botrépica
tétm sido amplamente relacionadas aos efeitos hemostaticos observados nesse tipo de
envenenamento (Swenson; Markland, 2005; Sousa et al., 2020).

As reducdes no tempo de coagulacio de alguns extratos em ambas as vias sugerem que,
além de constituirem novos candidatos ao tratamento adjuvante de acidentes ofidicos com B.
erythromelas, também podem ser promissores para pesquisas que visem o desenvolvimento de

drogas anti-hemorréagicas de forma independente.

3.5.2. Inibicao da atividade hialuronidasica

Foi possivel observar que a pegonha de B. erythromelas apresenta atividade
hialuronidase expressiva e dose-dependente, o que corrobora com estudos anteriores
relacionados ao género (da Silva et al., 2022; Delgadillo et al., 2013; Sunitha et al., 2015).

Considerando a natureza inicial dos produtos ainda em estado bruto, como € o caso dos

extratos em questdo, foram necessdrias altas concentragdes para avaliar a atividade.
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Nesse sentido, utilizando D. ementocathartica ou C. quercifolius, observou-se que
houve reducao da atividade da hialuronidasica contra a referida peconha, exercida por aqueles
extratos. O extrato hidroalcodlico de D. ementocathartica reduziu drasticamente o consumo do
acido hialurdnico deflagrado pela toxina de B. erythromelas, ao atingir cerca de 2.811 ABS de
inibicao na propor¢ao mais promissora (1:200), diminuindo a eficacia nas concentragdes mais
baixas (Figura 12. A).

O extrato metandlico de C. quercifolius também se mostrou promissor pelos resultados
observados. O extrato exerceu degradagao de aproximadamente 1.819 ABS na proporc¢ao do
melhor desempenho testado (1:200), diminuindo a eficacia em concentragdes mais baixas

(Figura 12. B).
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Figura 12. Avaliacdo do desempenho inibitdrio da degradacao do 4cido hialurdnico causada pela pegonha de B.
erythromelas em diferentes concentragdes. (A) Doyerea emetocathartica, (B) Cnidosculus quercifolius.

Conforme mostrado acima, para os testes com AC e AR, houve reducao significativa da
atividade hialuronidésica, mais expressiva que os resultados apresentados por da Silva et al.
(2022), com a pegonha de B. leucurus. Além disso, a atividade inibitoria dos compostos vegetais

brutos se mostrou favoravel em todas as amostras analisadas.
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AC reduziu significativamente o consumo de acido hialurénico da peconha de B.
erythromelas, atingindo cerca de 1,57 de inibicdo de ABS nas trés concentragdes mais altas
testadas (1:1), a eficacia caindo quase pela metade na concentragdo mais alta (1:0,5). O AR foi
menos eficaz, inibindo a acdo da hialuronidase desta toxina em 0,5 ABS na menor propor¢ao
testada (1:0,5) e atingindo 1 inibicdo de ABS na maior proporcao testada (1:1) (Figura 6. A; 7.
B) .
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Figura 6: Avaliacdo do desempenho inibitério da degradagdo do acido hialurénico causada pela peconha de B.
erythromelas ~ em  diferentes  concentragdes de  acidos  derivados de  produtos  vegetais.
(A) Acido Rosmarinico, (B) Acido Clorogénico.

O envenenamento botropico tem em seu quadro sintomatoldgico o desenvolvimento de
um intenso processo inflamatdério no local da mordedura, caracterizado por edema, dor e
recrutamento de células inflamatorias, esse processo € amplo e envolve outros componentes da
peconha bem como agentes do proprio organismo em resposta a agressao (Boldrini-Franga et
al., 2017; Francga; Tamburgi, 2023). Entretanto, a maioria dos estudos limita-se a busca de
evidéncias sobre SVMPs e PLAs nas atividades pro-inflamatdrias das pegonhas. Ao mesmo
tempo em que negligencia a participagdo de outras toxinas, como SVSPs e hialuronidases
ofidicas que atuam nas cascatas inflamatorias plasmaticas (Teixeira et al., 2009).

Neste estudo os extratos de C. quercifolius e D. ementocathartica mostraram potencial
para atuar como fontes anti-inflamatorias, uma vez que ambos neutralizaram significativamente
a atividade hialuronidésica exercida pela pegonha de B. erythromelas. Fornece suporte para
evidéncias etnobotanicas, que podem resultar em adjuvantes de facil acesso as comunidades
rurais onde o tratamento sorologico ¢ aplicado tardiamente, a fim de mitigar sequelas

permanentes nestes casos.
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3.6. CONCLUSOES:

De acordo com as condi¢des estudadas, confirmou-se a hipotese inicial quanto ao potencial
de fitoquimicos em estado bruto ou isolado frente a atividade inicial das toxinas de B.
erythromelas, no que se refere a integridade da cascata de coagulagdo e do 4acido hialurénico
endotelial.

Foi constatada a eficacia superior a 92% de todos os extratos testados na inibicao in vitro
das atividades enzimaticas da peconha de B. erythromelas, no que diz respeito a cascata de
coagulacdo plasmatica, sobressaindo-se entre eles o dcido rosmarinico.

Quanto a inibi¢ao do efeito inflamatoério via acido hialurdnico, demonstrou eficacia na
redugdo dos efeitos da pegonha de B. erythromelas em todos os extratos e produtos vegetais
destacando-se em D. emetocathartica que atingiu absorbancia de 2.811 (1:200 ug. mL™!), e até
1,57 de absorbancia no composto isolado AC (Acido Clorogénico).

Ambos os extratos estudados apresentaram importante atividade neutralizante em aspectos
da soroterapia, que tende a ndo responder ao dano tecidual local no envenenamento botropico.

Esses extratos deverdo ser analisados futuramente em relagdo aos acidentes ofidicos sob
novas perspectivas, abordagens e metodologias, visando principalmente elucidar as substancias
envolvidas nos resultados positivos encontrados. Da mesma forma, também sdo desejaveis

indicagdes de compostos de interesse no tratamento de doengas hemostaticas e inflamatodrias.
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4. CONCLUSAO

A corrente pesquisa teve por objetivo geral a avaliacdo do potencial de alternativas
fitoquimicas como auxiliares no tratamento antiofidico. Particularmente considerando a B.
erythromelas, que contém parcelas proteicas que fogem ao tratamento usual.

A recorréncia dos acidentes botropicos, em particular com a B. erythromelas associada
aos efeitos desencadeados pela peconha, que podem deixar sequelas permanentes ou mesmo
evoluir a 6bito, o que torna imperativo o aperfeigoamento do tratamento e do sistema de
distribui¢do, com a finalidade de atender melhor a populacdo em casos de acidentes.

Como resultado a essa problematica, foi possivel constatar a eficacia dos acidos
rosmarinico e clorogénico e os extratos brutos: (hidroalcoolico de D. emetocathartica e
metanolico de C. quercifolius) na inibigdo in vitro das atividades enzimaticas da pegonha de B.
erythromelas, no que diz respeito a cascata de coagulacdo plasmatica, apresentando acido
rosmarinico para ser mais eficaz.

Quanto a inibi¢ao do efeito inflamatorio via acido hialurdnico, demonstrou eficacia na
redugdo dos efeitos da pegonha de B. erythromelas em todos os extratos e produtos vegetais
destacando-se em D. emetocathartica que atingiu absorbancia de 2.811 (1:200 pg. mL™), e até
1,57 de absorbancia no composto isolado AC (Acido Clorogénico).

Ambos os extratos estudados apresentaram importante atividade neutralizante em
aspectos da soroterapia, que tende a nao responder ao dano tecidual local no envenenamento
botropico.

Desse modo, foi possivel abranger os objetivos propostos de forma satisfatoria, com resultados
promissores quanto ao emprego desses fitoquimicos frente as atividades hemorragica e
hialuronidasica in vitro.

Os extratos analisados nesse trabalho deverao ser analisados futuramente em relagao aos
acidentes ofidicos sob novas perspectivas multidisciplinares de modo a unir o fator empirico da
Etnobiologia com os possiveis resultados, e novas metodologias visando principalmente
elucidar as substancias e as interagdes quimicas envolvidas nos resultados encontrados. Da
mesma forma, também sdo desejaveis indicagdes de compostos de interesse no tratamento de

doengas hemostaticas ¢ inflamatorias.
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