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1. Resumo

Bellucia dichotoma Cogn. (Melastomataceae) € uma espécie vegetal que
possui distribuicdo geografica em quatro Estados da Regido Norte do Brasil. Suas
cascas sdo bastante utilizadas por moradores de comunidades em Santarém-PA,
para o tratamento contra Acidente Ofidico. O extrato aquoso de B. dichotoma
coletado em Santarém-PA, apresenta grande potencial contra atividades biologicas
induzidas pelo veneno de Bothrops atrox - a serpente responsavel pela maioria dos
acidentes ofidicos da Regido Norte. Portanto, o objetivo desse estudo foi verificar se
os exemplares coletados em outro estado Amazonico mantém os efeitos
bloqueadores da espécie coletada em Santarém. Para isso, extratos aquosos foram
elaborados de cascas de B. dichotoma coletadas em duas éareas geograficas
distintas: Manaus-AM e Santarém-PA. O preparo dos extratos foi realizado de
acordo com a pratica dos moradores das comunidades de Santarém-PA, que
utilizam a planta em forma de cha por decoccdo. O veneno utilizado foi extraido de
individuos adultos de Bothrops atrox, provenientes da Floresta Nacional do Tapajos,
Santarém-PA. A atividade fosfolipasica A, foi mensurada pela acdo hemolitica
indireta em gel de agarose, usando gema de ovo como substrato e eritrocitos,
utilizando protocolos de pré-incubacdo (veneno:extrato) e sem pré-incubacao
(extratos incorporados no momento do preparo do gel). Posteriormente foram
realizados ensaios para verificar o efeito bloqueador dos extratos de B. dichotoma
na atividade coagulante do veneno; e o efeito da interacdo dos extratos aquosos
com proteinas do veneno de B. atrox, por técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida. A inibicdo da acdo proteolitica do veneno foi verificada pela técnica
de zimografia. Os resultados preliminares mostram que 0S extratos aquosos
oriundos de Santarém e Manaus, foram capazes de bloquear 100% a atividade
fosfolipasica do veneno de B. atrox pelo protocolo de pré-incubacdo e quando

aplicados diretamente ao gel (sem pré-incubacédo) ndo houve reducao significativa.
2. Introducao

O Acidente Ofidico representa um sério problema publico de saude, sendo

inclusive considerado, pela Organizacdo Mundial da Saude, desde 2009, uma
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Doencga Tropical Negligenciada (WHO 2007, 2009). No Brasil, segundo dados do
Ministério da Saude, no ano de 2013, ocorreram aproximadamente 25 mil acidentes
com serpentes peconhentas sendo 34% desses acidentes registrados na regiao
Norte do pais (BRASIL, 2014). Nesta regido, o problema é agravado devido as
longas distancias, entre os locais de ocorréncia do acidente e o atendimento médico,
a dificuldade de transporte e a muitas vezes a falta de antiveneno nas unidades de
salude dos municipios (BORGES et al., 1999; DOS-SANTOS, 2009).

Conhecida como jararaca-do-norte, jararaca-do-rabo-branco, surucucurana,
Bothrops atrox é responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos que ocorrem na
regido Norte, e seu veneno desencadeia uma série de acdes locais e sistémicas em
suas vitimas (SILVA et al., 2011). Os sinais e sintomas presentes no local da picada
sao: dor, edema, hemorragia e necrose, e 0s sistémicos, coagulopatias, hemorragia
e faléncia renal. O quadro clinico desenvolvido pela vitima pode ser muito variado,
dependendo da quantidade de veneno inoculado, localizagdo da picada, idade da
vitima e principalmente do tempo decorrido entre o acidente e o atendimento
meédico. A necrose muscular € uma séria consequéncia dos acidentes com jararacas
gue pode levar a uma perda permanente do tecido e da funcionalidade, requerendo,
muitas vezes, a amputacédo do membro atingido.

A maioria dos acidentes ofidicos é causado por membros das familias
Viperidae e Elapidae, e dentre os viperideos, o género Bothrops sp. representa o
grupo mais importante de serpentes peconhentas, com ampla distribuicdo no
territorio brasileiro (BRASIL, 2005). As peconhas de serpentes do género Bothrops
sp. sdo misturas complexas de proteinas com ou sem atividade enzimatica, como
fosfolipases A,, metaloproteinases, serinoproteases, entre outras. As fosfolipases A,
constituem a maioria dos componentes toxicos da pegonha das jararacas e
desencadeia uma variedade de ac¢des farmacoldgicas pelos mecanismos que podem
ser dependentes ou independentes de sua atividade enzimatica, como
neurotoxicidade, miotoxicidade, hemolise, efeitos sobre plaguetas, inducdo de
edemas e danos em tecidos.

O tratamento preconizado pelo Ministério da Saude para acidentes ofidicos
consiste na administracdo, mais precocemente possivel, do antiveneno especifico
para cada tipo de acidente, por via intravenosa, e sua posologia depende da
gravidade do acidente. O tratamento com o antibotrépico, por exemplo, baseia-se na
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neutralizacdo das ac¢fes toxicas, dos diversos componentes presentes na peconha,
pelas imunoglobulinas purificadas, obtidas do plasma de equinos hiperimunizados
com mistura de peconhas de algumas espécies de serpentes do género Bothrops.
Na regido Norte, frequentemente, as plantas medicinais sdo utilizadas ou como
coadjuvantes a soroterapia, ou como medicamento alternativo, administrado na falta
de soroterapicos especificos (CARDOSO et al., 2003; MORS et al., 2000; OTERO,
2000).

Bellucia dichotoma Cogn. pertence a familia Melastomataceae, e € uma
espécie nativa da regido Amazonica, possui porte médio, podendo atingir até 10 m
de altura, com distribuicdo geografica em quatro Estados da Regido Norte: Acre,
Amazonas, Amapa e Para. E conhecida popularmente por “goiaba-de-anta’, foi
coletada em Santarém no Para, e recentemente estudada pelo nosso grupo e seu
extrato aquoso, elaborado com as cascas, apresentou uma potente atividade
antiedematogénica, frente ao veneno de Bothrops atrox. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi comparar o potencial antiofidico de extratos aquosos de B.
dichotoma, coletadas em duas diferentes areas geograficas: Manaus (Amazonas) e
Santarém (Pard) frente as seguintes atividades in vitro: fosfolipasica A2, coagulante

e enzimatica do veneno de Bothrops atrox.
3. Objetivos
3.1. Objetivo geral:

Comparar os efeitos bloqueadores dos extratos aquosos de Bellucia
dichotoma, elaborados das cascas coletadas de espécimes oriundas de Manaus-AM
ou de Santarem-PA, frente as atividades biologicas induzidas pelo veneno de
Bothrops atrox.

3.2. Objetivos especificos:

e Preparar extratos aquosos provenientes das cascas de Bellucia dichotoma de
acordo com o método tradicional;

e Comparar os efeitos bloqueadores dos extratos aquosos de B. dichotoma
coletada em duas areas de savana: Manaus-AM e Santarém-PA, frente as
atividades fosfolipasica, coagulante e proteolitica (zimografia) induzida pelo

veneno de Bothrops atrox;



e Avaliar a acdo direta dos extratos de B. dichotoma sobre o veneno de B. atrox
por eletroforese (SDS-PAGE) e Western blot.

4. Material e métodos
4.1 Coleta e identificacdo do Material Vegetal

As amostras de cascas da espécie vegetal Bellucia dichotoma foram
coletadas em area de savana, nas proximidades da comunidade de Cucuruna
(02027°21.0’S e 54°47°45.7"W) Santarém, Para, e no Bairro do Taruma, Manaus,
Amazonas, Brasil (2°58°'46.62”S e 60°5'20.86”W). Exsicatas foram feitas em todas
as coletas para confirmacdo da identificacdo botanica da espécie. A identificacao
botanica da espécie proveniente de Santarém- PA, foi realizada no Herbério
EMBRAPA/Amazoénia Oriental (Belém — PA, Brasil), e a exsicata encontra-se
depositada sob o cdodigo (IAN) 185213. A identificagcdo botanica da espécie
proveniente de Manaus-AM, foi realizada no Herbario do Instituto Nacional de
Pesquisas Amazénicas — INPA e a exsicata encontra-se depositada sob o cédigo
INPA N° 268216. Uma cépia da exsicata foi depositada no Herbario da Universidade
Federal do Amazonas — UFAM, sob o numero de registro 10071.

4.2. Obtencgao dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma

Os extratos aquosos foram preparados com base em informacdes populares,
de acordo com a pratica dos moradores das comunidades do Eixo Forte da Regido
Oeste do Para, Amazbnia, Brasil. Para isto, foram utilizados 50 g de cada p6 das
cascas de Bellucia dichotoma, coletadas nas duas areas de estudo (Manaus-AM e
Santarém-PA), extraidas com &gua destilada na propor¢cdo de 1:10 (m:v) sob
agitacdo constante de 1.250 rpm e temperatura de 100 °C até a fervura. Apos
esfriar, foram retirados de cada preparacao 150 mL, que é a quantidade equivalente
a um copo de cha, como utilizado popularmente. Em seguida, os 150 mL de cada

extrato foram liofilizados e o peso final foi de 2,9 g.
4.3. Obtencao do veneno de Bothrops atrox e do soro antibotrépico (SAB)

O veneno utilizado foi doado pelo laboratério de Pesquisas Zoologicas das
Faculdades Integradas do Tapajos, extraido de serpentes adultas de Bothrops atrox,
provenientes da Floresta Nacional do Tapajés (FLONA), localizada no Km 83 da BR-

163, Santarém, PA, Brasil. A coleta de serpentes e a extracdo do veneno foram
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aprovadas pelo Sistema de Autorizagédo e Informacédo em Biodiversidade (SISBIO -
n°® 14018). O veneno foi coletado in natura e liofiizado no laboratorio de
Bioprospeccéao e Biologia Experimental, da Universidade Federal do Oeste do Para,
Santarém, PA, Brasil e serd mantido a -20 °C, até o momento do uso. O soro
antibotropico (SAB) utilizado foi o do Lote n° 105113B, produzido pelo Instituto
Butantan, S&o Paulo, SP, Brasil.

4.4. Atividade fosfolipasica

A avaliacdo da atividade da Fosfolipase A, (PLA;) foi mensurada pela agéao
hemolitica indireta em gel de agarose, usando gema de ovo como substrato e
eritrocitos, como marcadores da atividade enzimética. A dose minima hemolitica
indireta (DMHi) foi definida por Gutierrez, et al. (1988) como sendo a quantidade de
veneno capaz de produzir um halo hemolitico de 10 mm. Para esta atividade
utilizamos duas vezes a DMHi de 1,25 pg, padronizada em trabalho anterior para
esse pool de veneno (Moura et al.,, 2014). O efeito bloqueador da atividade
fosfolipasica pelos extratos aquosos de Bellucia dichotoma (EABd) foram avaliados
de acordo com os seguintes protocolos: 1) pré-incubacdo por 30 minutos a 37° C dos
extratos misturados com duas DMHi de VBa (Veneno Bothrops atrox) nas
propor¢cdes de 1:10, 1:20 (m:m) e os controles com VBa + Salina e VBa + SAB; 2)
extrato agquoso ou SAB foram incorporados na etapa final do preparo do gel,
utilizando concentracdes baseadas na utilizagdo popular (48,3, 145 e 283,3 mg/kg)
(MOURA et al.,, 2014). A inibicdo da atividade enzimatica foi expressa como
percentual, onde 100% de inibicdo corresponderam a auséncia do halo hemolitico.
Cada ensaio foi realizado em triplicata e expresso como média + desvio padrdo da

média.
4.5. Atividade coagulante

A atividade coagulante foi calculada de acordo com Assakura e colaboradores
(1992). Sendo expressa pelo tempo medio de coagulacdo em segundos de 200 pL
de plasma previamente incubados a 37° C, induzida pelo veneno de Bothrops atrox.
O tempo necessério para a formacdo da rede de fibrina na forma de coagulo foi
medido em segundos e observado visualmente. Foi determinada a dose minima

coagulante (DMC) que é a concentracdo de veneno capaz de coagular o plasma em
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60 s. O efeito bloqueador dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma na atividade
coagulante do veneno foi avaliado de duas formas: (1) os extratos foram incubados
previamente com a DMC do veneno por 30 minutos a 37° C nas proporcdes de 1:10
e 1:20 veneno:extrato (m:m) e em seguida a mistura foi adicionada ao plasma e a
coagulagcdo monitorada como descrito acima. (2) concentracbes de extratos e a
DMC do veneno foram adicionados sem pré-incubacdo ao plasma e a coagulagéo
monitorada visualmente; (3) extratos aquosos, veneno ou soro antibotrépico foram
adicionados concomitantemente ao plasma, com concentracfes baseadas na
utilizacdo popular (48,3, 145 e 289,8 mg/kg, soro antibotropico 100 uL). A auséncia
da rede de fibrina depois de decorrido um tempo méaximo de 10 minutos foi

considerado como 100% de inibicdo ou, no caso dos extratos, auséncia de atividade.
4.6. Atividade proteolitica/zimografia

A presenca de enzimas proteoliticas no veneno de Bothrops atrox, nos
extratos aquosos de Bellucia dichotoma e o bloqueio das enzimas do veneno pelos
extratos foram verificados por zimografia de acordo com Monteiro-Dos-Santos, et al.,
(2011). Para este ensaio, o SDS-PAGE foi preparado nas mesmas condi¢cbes
descritas anteriormente, porém, com 2mg/mL de gelatina (Sigma) incorporada ao
gel. Ao final da corrida, o gel foi lavado com tampao contendo Tris-HCI 50 mM,
Cloreto de Célcio 5 mM e Triton X-100 2,5%, durante 30 minutos. Apés a lavagem, o
gel foi imerso no tampao de incubacao (Tris-HCI 50 mM, cloreto de célcio 5 mM,
Triton X-100 2,5% e &zida sodica 0,02%) a 37° C, durante 16 horas. ApGs esse
procedimento, o gel foi corado com solucao corante (Coomassie-Blue, Bio-Rad, R-
250, CA, USA), durante 24 horas e levemente descorado por 30 minutos. A
avaliacdo da atividade proteolitica ocorreu com o0 aparecimento de regides mais
claras no gel, contrastando com o fundo azul (resultado da digestdo do substrato

presente na matriz poliacrilamida-gelatina).
4.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western blot

Para verificar o efeito da interacdo dos extratos aquosos com proteinas do
veneno de Bothrops atrox, foi realizado eletroforese em gel de poliacrilamida com
SDS (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970), utilizando-se gel de

corrida na concentracdo de 12,5% e o de empacotamento, 5%. Neste processo,



aliquotas de veneno de B. atrox e extratos foram incubadas por 30 minutos a 37° C
na proporcdo de 1:10 veneno:extrato (m/m), centrifugadas a 1300 rpm por 5 minutos
e analisado sob condi¢cdes ndo redutoras. Um gel foi corado com Coomassie
Brilhante Blue (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) e o outro foi utilizado no Western
blot. Para isso, as proteinas contidas no gel foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose 0,45 pym (Bio-Rad Laboratories, CA, USA), no sistema Mini Trans-
Blot® Cell (Bio-RD), sob corrente constante de 200 mA, durante 3 horas, sob
refrigeracdo. Logo apds a transferéncia, a membrana foi imersa, durante a noite, na
solucdo blogueadora (TBS contendo 5% de leite em p6 desnatado Molico-Nestlé-
SP), a 4° C. Apés esta etapa, anticorpos primarios (soro antibotrépico — SAB) foram
adicionados seguindo a diluicdo de 1:1000 no tampdo de TBS por 1 hora, a
temperatura ambiente, sob agitacdo. Em seguida a membrana foi lavada com salina
0,9%, por cinco vezes e adicionado o conjugado anti-IgG de cavalo marcado com a
peroxidase, produzido em coelhos (Sigma-Aldrich, Israel), na diluicdo de 1:1000 em
TBS, por 1 hora a temperatura ambiente. Para revelacdo foi adicionada solucéo
cromoégena (Diaminobenzidina-DAB), em presenca do substrato da peroxidase, o

H.0,, a 30%. A reacdao foi interrompida por sucessivas lavagens com agua destilada.
4.8. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para
comparacao das médias sera utilizado Analise de Variancia (ANOVA) One-Way,
seguida do pébs-teste de Tukey (para mdultiplas comparagcbes). O nivel de

significancia adotado sera de a = 0,05.
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5. Resultados

5.1. Inibicédo da atividade fosfolipasica

Pelo protocolo de pré-incubacéo (veneno:extrato), nas proporcdes de 1:10 e
1:20 (Fig. 1), os extratos aquosos de Bellucia dichotoma de Manaus (EABd-Mao) e
Santarém (EABd-Stm), bloquearam 100% a atividade fosfolipasica induzida pelo
veneno de Bothrops atrox, a DMHi foi de 1.25pug/ensaio baseado em MOURA et al.,
2014. O bloqueio observado foi mais eficaz do que o tratamento padrdo (SAB), que
reduziu 50,9% a atividade fosfolipasica causada pelo veneno. Todavia, 0s extratos
quando incorporados somente ao gel e o veneno aplicado posteriormente, sem pré-
incubacdo, ndo houve inibicdo significativa nas diferentes doses testadas dos
extratos, exceto para EABd-Mao que reduziu 17,9% na dose de 283,3 mg/kg (p =
0,02, quando comparado com o grupo controle positivo, veneno de B. atrox). Porém,
nao foi observada diferenca significativa entre os resultados obtidos com os dois

extratos em todas as concentragcfes avaliadas (Fig. 2).

20

151
€
=
g
o

o 107
o
€
o
T

5 —

* * * *
0 - T T T T
> Q 2 O o 2
R\ Ni¢ N N N As
D o D Q)
o > N &
N b@ 6@ 6@
L @ @ @

Fig. 1. Potencial de bloqueio dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma frente a atividade
fosfolipasica do veneno de Bothrops atrox pelo protocolo de pré-incubacgao, nas proporcdes de 1:10 e
1:20 (veneno:extratos, m:m). * p< 0,05 vs. Controle (VBa) e salina. Teste de Tukey, n = 4/ por grupo.
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Fig. 2. Efeito bloqueador dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma, sem pré-incubacéo, testados
em diferentes doses de acordo com a pratica popular. *Inibicdo significativa do extrato aquoso de
Manaus em relagdo ao controle positivo (veneno de Bothrops atrox)

5.2. Inibicdo da atividade coagulante

A dose minima coagulante (DMC) do veneno de Bothrops atrox foi de 2,25 ug,
e utilizado 2DMC nos ensaios de bloqueio. Os extratos aquosos provenientes de
Manaus - AM e Santarém - PA e o0 soro antibotropico inibiram 100% a atividade
coagulante do veneno de B. atrox quando utilizado o protocolo de pré-incubacéo
(veneno:extratos, m:m) (Tabela 1). No protocolo utilizando as mesmas
concentracbes da pré-incubacéo (1:10 e 1:20 m:m), porém aplicando as amostras
concomitantemente, sem a utilizacdo da pré-incubacéo das amostras por 30 minutos
a 37° C, o extrato aquoso de Bellucia dichotoma oriundo de Manaus, teve bloqueio
maximo de 25% (1:20, m:m), e 0 extrato aquoso oriundo de Santarém, de 16%
(1:10, m:m). No entanto, ndo houve diferenca significativa quando comparado o
potencial de inibicdo entre os dois extratos de B. dichotoma avaliados. Quando
utilizado as doses conforme uso tradicional, o bloqueio da atividade coagulante do
veneno de B. atrox foi de 100%, tanto para os extratos aquosos de Manaus e

Santarém, como para o0 soro antibotrépico.
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Tabela 1. Potencial de bloqueio dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma frente a atividade
coagulante induzida pelo veneno de Bothrops atrox. Onde: EABd — MAO (extrato aquoso de Bellucia
dichotoma- proveniente de Manaus - Amazonas), e EABd - STM (extrato aquoso de Bellucia
dichotoma- proveniente de Santarém - Para).

Amostras Atividade coagulante (min)
Com pré-incubacdo Venom (4,5 ug) 1:10 (m:m) 1:20 (m:m)
Bothrops atrox 243s - -
VBa + EABd — MAO - > 10 min* > 10 min*
VBa + EABd - STM - > 10 min* > 10 min*
Soro antibotrépico - > 10 min*
Sem pré-incubacao
Bothrops atrox 21s
VBa + EABd — MAO - 1 min 47 s* 2 min 30 s*
VBa + EABd - STM - 1 min 36 s* 1 min 34 s*
Soro antibotrépico - 6 min 51 s* 7 min 53 s*

* p < 0,05 vs. Controle VBa (veneno de Bothrops atrox) e salina, teste de Tukey, n = 4/por grupo.

5.3. Inibicdo da atividade proteolitica/zimografia

Na zimografia, o veneno de Bothrops atrox (30 pg) apresentou duas bandas
marcantes, a primeira de aproximadamente 86 kDa, e a segunda entre 50, 7 e 33, 6
kDa. Nos perfis das misturas do veneno com 0s extratos vegetais (1:10, m:m) nao

foram detectadas nenhuma banda com atividade sobre a gelatina.
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Figura 3. Zimografia da atividade gelatinolitica do veneno de Bothrops atrox e do extrato
aquoso de Bellucia dichotoma provenientes de Santarém - PA e Manaus - AM. As bandas
sem coloracdo no gel indicam a presenga de enzimas no veneno de B. atrox ou no extrato

aquoso de B. dichotoma com atividade sobre a gelatina presente no gel.

5.4. Eletroforese em SDS/PAGE e Western blot

Os perfis das proteinas presentes no veneno de Bothrops atrox e na mistura
de veneno mais 0s extratos aquosos de Manaus e Santarém estao representados na
figura 4. Quando comparado o perfil do veneno de B. atrox com as amostras pré-
incubadas de veneno + extrato Manaus ou Santarém, ndo foram observadas todas
as bandas proteicas. Proteinas de altas massas moleculares (acima de 205 kDa) e
entre 50,7 e 86 kDa, presentes na amostra de veneno de B. atrox, ndo foram
reveladas pelo Coomassie e foram fracamente reveladas pelos anticorpos presentes
no SAB.

14



205kDa 205kDa

121kDa
86 kDa

121kDa
86 kDa

50,7kDa - H >

33,6kDa .

27,8kDa w 7% 27,8kDa
VS S 3 TN

50,7 kDa

33,6kDa

194KkDa ‘o U L : » _ 19,4KDa
JEL N 7:440n
= ) 2 o . £ \
5(’0 Q“Q S g S &
L4 2> ‘ N & RS
® A A ¥
(SR
S8 T
Al &."
*006 x‘y‘ <&
K & &

Figura 04: Interacdo entre os extratos aquosos de Bellucia dichotoma e o veneno de Bothrops atrox.
Onde, 1) Eletroforese em SDS-PAGE; 2) Western blot.

6. Discussao

Bellucia dichotoma Cogn. é uma planta do tipo arbdérea da familia
Melastomaceae, e com distribuicdo geogréafica em quatro estados da regido Norte:
Acre, Amazonas, Amapa e Pard. E uma espécie comumente utilizada por
comunidades em Santarém-PA no tratamento contra acidentes ofidicos. Utilizam-se
principalmente da casca da arvore pelo método de decoc¢do (Moura et al., 2015). A
eficacia do extrato da casca de Bellucia dichotoma, coletada no Estado do Para, em
bloquear as atividades fosfolipasica A, coagulante e hemorragica, induzidas pelo
veneno de Bothrops atrox foi comprovada, utilizando protocolo de pré-incubacéo
(veneno:extrato), e a atividade edematogénica foi bloqueada utilizando protocolo por
via oral, simulando o uso tradicional (Moura et al., 2014). Para validar seu efeito
antiofidico, com relacdo as atividades fosfolipasica, coagulante e proteolitica do
veneno de Bothrops atrox, o0 presente estudo foi baseado nas mesmas
concentragcbes do extrato, na mesma via e condi¢cdes de preparo que a populacao
faz uso, utilizando exemplares de Bellucia dichotoma coletados em duas é&reas

geograficas (Manaus-AM e Santarém- PA).
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As peconhas de serpentes do género Bothrops compreende uma mistura
complexa de enzimas téxicas e proteinas, como por exemplo, fosfolipases A, (PLA>),
metaloproteinases (SVMP) e serinoproteases. As PLA, sdo uma das classes de
enzimas, calcio-dependentes, mais abundantes em venenos de serpentes da familia
Viperidae e exibem uma grande variabilidade de atividades bioldgicas, incluindo
miotoxica, neurotdxica, cardiotdxica, hemolitica, hemorragica, hipotensora e
anticoagulante (Kini, 2003; Lomonte et al., 2003). No presente trabalho observamos
que a aplicacdo direta dos extratos aquosos oriundos de Manaus (AM) ou de
Santarém (PA) no gel ndo causou inibigéo significativa da atividade fosfolipasica. Ao
contrario, do que foi observado quando utilizamos o protocolo de pré-incubacdo
(veneno:extrato) onde houve inibicdo de 100% da atividade. Isso demonstra que
durante a pré-incubacao, os extratos de B. dichotoma sao capazes de inibir a acao
enzimatica das PLA,s presente no veneno botrépico.

As serinoproteases sao importantes para a acao da peconha e tém a
capacidade de converter o fibrinogénio em fibrina diretamente, sem a necessidade
da participacdo da trombina enddgena. Eles agem sobre uma variedade de
componentes da cascata de coagulacdo, nos sistemas fibrinoliticos e calicreina-
quinina e em ceélulas, causando um desequilibrio do sistema hemostético
(SERRANO e MAROUN, 2005). Os extratos aquosos provenientes de Manaus e
Santarem, bloquearam 100% a atividade coagulante do veneno de Bothrops atrox,
guando utilizamos o protocolo de pré-incubacdo veneno com extrato. Ao avaliarmos
o potencial de bloqueio com as mesmas concentracbes, porém, aplicando os
extratos concomina concominantemente com 0 veneno, sem a pré-incubacgéo, o
bloqueio maximo foi de 25% para extrato de Manaus e 16% para o de Santarém. No
entanto, ndo houve diferenca significativa quando comparado o potencial de inibicdo
entre os dois extratos de B. dichotoma avaliados. Por outro lado, quando utilizamos
0 protocolo sem pré-incubacdo mas com as concentracdes usadas pela populacao
(48,3, 145 e 283,3 mg/kg), o blogueio foi de 100% para os extratos oriundos de
Manaus e de Santarém. Os extratos aquosos de Manaus e Santarém também foram
capazes de bloquear a atividade gelatinolitica do veneno de Bothrops atrox, como
observado na figura, da zimografia. Nado houve diferenca significativa do potencial de

bloqueio desta atividade pelos dois extratos avaliados.
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Moura e colaboradores (2014), realizou o perfil fitoquimico da casca de
Bellucia dichotoma para algumas classes de substancias e detectou acidos graxos,
flavonoides, terpenoides, taninos condensados e taninos hidrolizados. Os taninos
sdo conhecidos por sua capacidade de quelar ions metais, podendo precipitar
proteinas e formar complexos com metais como Zn** e Ca® (Castro et al., 1999;
Patifio et al.,, 2012), o que pode explicar os bloqueios eficazes das atividades
fosfolipasica A, (célcio dependente) e atividade coagulante, obtidos no presente
estudo, apdés a pré-incubacdo do veneno de B. atrox com os extratos de B.
dichotoma. Portanto, os blogueios de 100% podem ser devido a capacidade dos
taninos de nado se ligarem especificamente a proteinas do veneno e sim aos ions
presentes na composicdo, durante a pré-incubacédo, uma acao quelante (Vejayan et
al., 2007; Sia et al., 2011). Isso pode ser confirmado pelo resultado de interacdo da
peconha com os extratos, feitos através de eletroforese seguida de Western blot.
Como observado no trabalho de Moura e colaboradores (2014), os perfis da
eletroforese com extrato e veneno incorporados pelo método de pré-incubacéo, e
EABd-Stm, apresentaram auséncia de bandas protéicas. Os autores sugeriram que
essa auséncia pode ser resultado da interacdo entre componentes do extrato, como
0s taninos, com o veneno, demonstrando uma atividade quelante sobre as proteinas
do veneno, sendo semelhante aos nossos resultados. Isso reforga mais uma vez
gue a metodologia de pré-incubacdo de venenos de serpentes com extratos vegetais
deve ser revista, pois a presenca de componentes quelantes nos extratos e nas
fracOes ricas em taninos, que agem retirando ou precipitando compostos com ions
em sua composicao, superestimam os resultados.

A influéncia dos fatores ambientais como clima, tipo de solo, local de coleta
na biossintese dos metabodlitos secundarios e na resposta da atividade biolégica
apresentada por espécies vegetais, torna necessario estudos que levem em
consideracao avaliar o efeito de uma determinada espécie coletada em localidades
diferentes. Nossos resultados mostram que ndo houve diferenca significativa entre o
potencial antiofidico entre os dois espécimes de Bellucia dichotoma coletados em
locais distintos (Manaus- AM e Santarém-PA). Informacgédo extremamente importante
qgquando se pensa em producdo de fitoterapicos. E estes devem ser realizados
procurando reproduzir a forma tradicional de uso da espécie para ndo superestimar

os resultados.
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