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As peconhas de serpentes constituem ricas fontes de proteinas, as quais
foram aperfeicoadas durante o processo evolutivo para imobilizar e matar a presa,
além de iniciar o processo de digestdo. No Brasil, as serpentes do antigo género
Bothrops s&o as de maior interesse meédico, por serem responsaveis por
aproximadamente 90% dos acidentes ofidicos. O envenenamento provocado por
estas serpentes é caracterizado por uma fisiopatologia complexa que inclui efeitos
locais e alteracfes sistémicas.

Os efeitos locais induzidos pelas peconhas botropicas constituem um
problema relevante por diversas razbes: Desencadeiam-se muito rapidamente
apos a inoculagdo, o que dificulta a sua neutralizacdo, se o soro antiofidico for
administrado varias horas apés o acidente. Afetam drasticamente o tecido
muscular, os vasos sanguineos e a pele, induzindo lesdes que, com frequéncia,
deixam sequelas. Frequentemente se complicam com infeccbes e em alguns
casos severos, desencadeia-se uma sindrome compartimental, exigindo a cirurgia
de retirada do tecido jA necrosado. S&o dificeis de neutralizar pelos soros
antiofidicos e por outros recursos terapéuticos complementares conhecidos.

Na tentativa de neutralizar os efeitos provocados pelo envenenamento
ofidico, as populag@es rurais e indigenas de paises tropicais como o Brasil, que
tem dificil acesso aos tratamentos com soro antiofidico, recorrem as plantas
medicinais. HA muito que as industrias farmacéuticas utilizam metabdlitos
secundarios isolados de plantas, como principios ativos para sintese de novos
medicamentos.

O objetivo desse trabalho foi avaliar as propriedades antiveneno de uma
naftoquinona isolada de Pachira aquética.

A dissertacao foi desenvolvida em trés capitulos: Capitulo 1 apresenta
uma revisao da literatura sobre plantas e alguns principios ativos utilizados na
industria farmacéutica, caracteristicas quimicas e estruturais do composto isolado
de Pachira aquatica, aspectos epidemioldgicos do envenenamento ofidico,
caracterizagdo e estrutura das principais toxinas de serpentes do antigo género
Bothrops; Capitulo 2 — Avaliacdo das propriedades antiofidicas da naftoquinona
isolada de Pachira aquatica; Capitulo 3- Avaliacdo da genotoxicidade do
composto isolado de Pachira aquatica em células somaticas da asa de Drosophila

melanogaster.



Capitulo- 1

Fundamentagao Teérica



1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Plantas Medicinais e Compostos Isolados

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), planta medicinal “é todo
e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgdos, substancias que podem
ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-
sintéticos”

A utilizacdo das plantas medicinais, as quais contém substancias bio-ativas
com propriedades terapéuticas, profilaticas ou paliativas, tem sido durante muitos
séculos o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades que as utilizam para
o controle de diversas doencas e pragas (MACIEL et al., 2002; SIMOES et al.,
2007). No inicio de 1990 aproximadamente 80% dos paises em desenvolvimento
dependiam de plantas medicinais (VEIGA et al., 2005; RATES 2001).

A Organizacao Mundial da Saude calcula que no século XX, 11% das 252
drogas mais vendidas em todo mundo eram oriundas de plantas.Em 1970, nos
Estados Unidos, 25% das drogas eram derivadas de compostos isolados de
plantas. Um dos exemplos classicos de utilizacao de plantas no desenvolvimento
de farmacos data de 1987, quando Friedrich Bayer isolou componentes da casca
do salgueiro. A partir da descoberta e isolamento do acido Salicilico foi possivel a
sintése da droga conhecida como Aspirina (PIERPOINT, 1994). Atualmente, a
comercializacdo de fitofarmacos gera uma receita da ordem de US$ 9 a 11
bilhdes/ano, sendo que mais de 25.000 plantas sdo usadas como farmacos ou
fonte de farmacos (TYLER, 1994; RASKIN et al., 2002).

Um dos maiores desafios da quimica farmacéutica, bioquimica e
farmacologia é o isolamento e elucidacdo dos componentes ativos presentes em
plantas e seus mecanismos de acao (SILVA et al., 2003).

Segundo Simbes e colaboradores (2007) “didaticamente os produtos
guimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em metabdlitos
primarios e secundarios”. O metabolismo primario é responsavel pela sintese de
proteinas, carboidratos e lipideos, com func¢Bes vitais bem definidas, mas que
nao sdo utilizados com grande freqiéncia como constituintes de farmacos. Ja a
maioria dos compostos bioativos de plantas sao produzidos pelo metabolismo

secundério. Estas moléculas sdo encontradas em baixas concentragdes,



apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular e grande atividade
bioldgica (SIMOES et al., 2007). A producéo destes metabolitos é decorrente de
varios fatores aos quais as plantas estdo expostas, como: sazonalidade, ritmo
circadiano, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
disponibilidade de nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica e inducdo por
estimulos mecanicos ou ataque de patégenos (GOBBO-NETO et al., 2007).
Dentre os metabdlitos secundarios destacam-se os flavonodides, taninos,
terpenos, esterdides e quinonas. Estes compostos sdo bastante visados pelas
industrias farmacéuticas para a producédo de medicamentos (HABERMEHL, 1998;
RASKIN et al., 2002).

1.1.1 Quinonas

“‘Quinonas sdo compostos organicos que podem ser obtidos a partir da
degradacdo de fendis. Sua principal caracteristica € a presenca de dois grupos
carbonilicos que forma um sistema conjugado com pelo menos duas duplas
ligacdes C-C” (SIMOES et al., 2007).

As quinonas podem ser classificadas em diferentes classes, as mais
conhecidas sédo: benzoquinona, naftoquinona e antraquinona. As benzoquinonas
possuem um anel benzénico, as naftoquinonas contém um anel naftalénico e as

antraquinonas um anel antracéntrico (figura 1).

O

O

@)
O
406

O

1.4-benzoquinona
1.4-naftoquinona 9.10-antraquinona

(ou p-benzoquinona)

Figura 1- Estrutura quimica das trés classes de quinonas: benzoquinona,

antraquinona e naftoquinona. Fonte: SIMOES et al., 2007.



Atualmente sao conhecidas na natureza aproximadamente 1500 quinonas,
encontradas em diferentes organismos, como fungos, liquens, artrépodes,
bactérias, algas, virus e principalmente em vegetais superiores (SILVA et al.,
2003; SIMOES et al., 2007).

Nas eubactérias as quinonas participam da constituicio da membrana
plasmatica ajudando no transporte de elétrons da cadeia respiratéria, dobramento
de proteinas e em algumas bactérias (bactérias purpuras e cianobactérias) atuam
na fotossintese (BADER et al., 1999; BRETON, 1997). Nos fungos as quinonas
tem funcdo especifica, gerar espécies reativas de oxigénio no meio extracelular
para auxiliar na degradacédo de lignina (MEDINA, 2008). J& nos vegetais estes
compostos participam da fotossintese e também na protecdo contra agentes
infecciosos (SHIBATANI et al., 1999).

Sua ampla diversidade é devida as diferentes funcbes que desempenham,
agindo em diversos processos bioldgicos. Diversos estudos indicam que as
quinonas apresentam importantes propriedades terapéuticas, dentre elas
podemos destacar: microbicidas, tripanomicidas, viruscidas e antitumorais (SILVA
et al., 2003).

As naftoquinonas pertencem a familia das quinonas. S&o compostos
dicetonicos derivados do naftaleno, normalmente possuem dois grupos
carbonilicos nas posicdes 1,2 ou 1,4 do anel naftaleno (SIMOES et al., 2007).

Desde a antiguidade (cerca de 4000 anos) o extrato de Lawsonia inermis,
no Egito, e o extrato da raiz de Alkania tinctoria, usado na antiga Grécia (entre 0s
séculos V e IV a.C) eram usados para tratamento de feridas, Ulceras, ferimentos
de guerra e picadas de serpentes (SIMOES et al., 2007; MEDINA, 2008).

As naftoquinonas se destacam pelo seu potencial citotéxico, que é
atribuido a capacidade de induzirem o estresse oxidativo através da formacéo
intracelular de espécies reativas do oxigénio (ROS), como o peroxido de
hidrogénio (H,0,), anion radical superéxido (O2) e radical hidroxila (HO®) (Da
SILVA et al., 2003; SACAU et al., 2003). Ao induzirem o estresse oxidativo alguns
componentes celulares podem ser danificados, podendo resultar em apoptose
celular. Devido a estas caracteristicas, geralmente as naftoquinonas sao

utilizadas como composto modelo para o0 desenvolvimento de drogas



anticancerigenas (Da SILVA et al.,, 2003; KLAUS et al.,, 2010; SACAU et al.,
2003).

Estas moléculas e seus derivados podem ter acdo antimicrobiana, pois
inibem eficientemente bactérias Gram-negativas tais como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa (MEDINA et al., 2008) e gram-positivas como
Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus (MACHADO et al., 2003).

Alguns compostos também apresentaram atividade antiviral, com
capacidade de inibir enzimas virais como citomegalovirus, Herpes simplex,
proteases e integrases do virus HIV (ERTL et al.1999; STAGLIANO et al. 2006).

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol (figura 2), isolado
de plantas da familia Bignoneaceae. Estudos realizados indicam que o estresse
oxidativo provocado por ele ocorre em nivel da enzima P450 redutase,
promovendo cisdo do DNA (KUMAGAI et al., 1997), causando leséo nas células,

por isso ele é importante na formulacdo de drogas antineoplasicas.

Figura 2- Estrutura quimica do Lapachol. Fonte: Da SILVA et al., 2002.

O Lapachol apresentou atividade antitumoral (SUBRAMANIAN et al.,
1998), antimicrobiana e antifungica (SHIBATANNI et al., 1999), anticercaricida-
prevencdo na penetracdo das cercarias de Schistossoma mansoni na pele
(AUNSTIN et al., 1974), acdo moluscicida — agédo contra caramujos Biomphalaria
glabrata (SANTOS et al., 2000), leishimanicida — atividade contra a formas
amastigotas de Leishimania braziliensis (TEIXEIRA et al., 2001; KAYSER et al.,
2000), tripanomissida- atividade contra o Trypanosoma cruzi causador da doenca
de chagas (SILVA et al. 2006; Da SILVA et al., 2008), antimalarica — acao contra
eritrocitos parasitados por Plasmodium falciparum (ANDRADE-NETO et al.,2004),
antiinflamatéria (ALMEIDA, 1990) e antiulcerante (GOEL et al., 1987) além de
outras atividades descritas. O lapachol foi um importante composto, pois a partir



dele foram sintetizadas outras substancias de distintas biodinamicidades (SILVA
et al., 2003).
As naftoquinonas isoladas estédo presentes principalmente em vegetais das

familias Bignoneacea, Verbeacea e Bombacaceae.

1.1.2 Pachira aquatica

A planta Pachira aquatica pertence a familia Bombacaceae, a qual
compreende 31 géneros e 225 espécies de plantas, que sdo encontradas em todo
territério brasileiro, principalmente em areas tropicais, como na Paraiba. Esta
familia é constituida de plantas arbdreas, com troncos grossos, folhas grandes,
caule com espinhos, flores grandes e vistosas e sementes oleaginosas cobertas
por pélos (OLIVEIRA et al., 2007).

Pachira aquatica é conhecida popularmente como munguba, mamorana,
castanhola, castanha do maranh&o ou paineira de Cuba. E uma arvore frondosa,
com folhas pecioladas e digitadas e apresenta de 5 a 9 foliolos. Suas flores
contétm 5 pétalas grandes com coloracdo castanho avermelhadas, como

mostrado na figura 3.

Figura 3- Fotos da planta Pachira aquatica.
Fonte: Samela Alves P. B. Vieira, 16/10/2009.

Alguns compostos ja foram isolados de Pachira aquatica. Das cascas da
raiz desta planta (Figura 4 A) foram obtidos compostos como, a
isohemigossipolona (Figura 4 B) que apresentou alto potencial antifiingico
(SHIBATANI et al., 1999).



Casca externa
(<0,1 mm)
Parte aérea

Casca interna
{~5 mm)

Cerne da Raiz
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isohemigossipolona
Parte acumulada

subterrdnea

Figura 4- A - llustracdo da parte aérea e da raiz de P. aquatica (Fonte:
Shibatani et al., 1999). B - Estrutura quimica da isohemigossipolona isolada

da planta Pachira aquatica.

1.2  As serpentes

As serpentes pertencem ao Reino Animal, Filo Chordata, Classe Reptilia,
Ordem Squamata e Subordem Serpentes. Dentro da Subordem Serpentes
existem trés Superfamilias: Typhlopoidea, Henophidia e Xenophidia. Dentro da
Superfamilia Typhlopoidea estdo trés familias, em que as cobras cegas estao
incluidas. A Superfamilia Henophidia abriga onze familias, dentre elas a familia
Boidea (jib6ia) e na Superfamilia Xenophidia estdo seis familias, entre elas as
familias Viperidae, Elapidae e Colubridae séo as que despertam maior interesse
médico devido aos acidentes provocados por estas serpentes (SBH. 2010;
CARDOSO et al., 2009).

O termo serpente vem do latim serpen +antis, que significa “rastejante,
quem rasteja”. No Brasil estes animais sao conhecidos popularmente por cobras.
Suas principais caracteristicas que as distinguem dos outros repteis sdo: corpo
alongado e flexivel, auséncia de membros anteriores e posteriores (ndo possuem
patas), modificagbes que Ihes permitem alimentar-se de grandes animais, néo
apresentam cintura escapular, nem palpebras méveis ou ouvido externo e
timpano (BARRAVIERA, 1999, CARDOSO et al., 2009).

No mundo existem atualmente cerca de 2.900 espécies de serpentes. O
Brasil apresenta 371 espécies de serpentes distribuidas em 80 géneros e 10

familias. As 371 espécies estdo distribuidas em quatro principais familias:



Elapidae (27 espécies), Viperidae (28 espécies), Colubridae (34 espécies) e
Boidae (12 espécies), sendo que as duas primeiras familias sdo peconhentas.

Dentre as serpentes peconhentas brasileiras destaca-se na familia
Elapidae o género Micrurus, conhecidas como corais. Dentro da familia Viperidae
0s principais géneros sao: Crotalus (recentemente reclassificadas como
Caudisona) serpentes conhecidas popularmente como cascaveéis, que
apresentam como caracteristica morfolégica um apéndice apical denominado
chocalho ou guizo na cauda; Lachesis distribuidas na regido Norte e éareas
litordneas da regido Nordeste e Sudeste do Brasil, apresentam as ultimas fileiras
de placas subcaudais modificadas, quilhadas e ericadas, além de um espinho
terminal, popularmente conhecido como esporédo; Bothrops (recentemente
subdivididas em Bothropoides, Bothrops e Rhinocerophis), conhecidas como
jararacas, uma vez que nao apresentam guizo ou espordo, pois as placas
subcaudais sao duplas e normais (CARDOSO et al., 2009).

Figura 5- Serpente Bothrops pauloensis. Fonte: SAWAYA et al., 2008.

A espécie, atualmente classificada como Bothropoides pauloensis, foi
descrita por Amaral em 1925. Esta espécie conhecida popularmente como
jararaca do rabo branco pertencia inicialmente a espécie Bothrops newiedi, sendo
considerada como uma subespécie: Bothrops newiedi pauloensis. Apdés uma
revisdo sistematica, SILVA (2000) elevou as doze subespécies da espécie
Bothrops newiedi a sete espécies distintas. Em 2005 a Sociedade Brasileira de

Herpetologia — SBH aceitou essa nova classificacdo, com isso a subespécie
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Bothrops newiedi pauloensis foi denominada de espécie Bothrops pauloensis. Em
2009, Fenwick e colaboradores, observaram diferencas morfolégicas e
moleculares entre as serpentes do género Bothrops e propuseram a divisdo deste
género em outros cinco géneros; a espécie Bothrops pauloensis foi inserida no
género Bothropoides. Neste trabalho usaremos a designacéo Bothrops pauloensis
para nos referirmos a esta espécie (figura 5).

De acordo com o Ministério da Saude, sdo notificados aproximadamente
20.000 casos de acidentes ofidicos por ano no Brasil, com letalidade em torno de
0,43% (BRASIL 2001).

Atualmente, o género Crotalus é responsavel por 7,7% dos acidentes
ofidicos, o género Lachesis por 1,4%, o género Micrurus por 0,4% e o antigo
género Bothrops por 90% (CARDOSO et al., 2009). Entre as principais espécies
botrépicas responsaveis pelo envenenamento ofidico podemos citar: Bothrops
alternatus com distribuicdo restrita na regido sul do Brasil, Bothrops atrox
encontrada na regido norte do pais, Bothrops erythromelas distribuida na regido
nordeste, Bothrops jararaca encontrada nas regides Sul e Sudeste, Bothrops
jararacussu em florestas tropicais do Sudeste e no Cerrado da regidao Central,
Bothrops moojeni presente na regido do cerrado do Brasil Central, desde o
Parand até o Maranhdo e Bothrops neuwiedi distribuida em todo Brasil com
excecdo da Bacia Amazonica (BRASIL, 2001; CARDOSO et al., 2009).

Apesar do alto indice de acidente ofidico pelo género Bothrops, a taxa de
mortalidade € baixa. As principais caracteristicas do envenenamento S&o 0s
efeitos provocados imediatamente apds a picada, como hemorragia e distlrbios
na cascata de coagulacio (ROSENFELD, 1971; GUITERREZ et al., 1995;
GUTIERREZ et al., 2003) podendo levar & amputacdo do membro atingido. De
acordo com dados da Funasa (BRASIL, 2001) os homens sdo os mais atingidos
pelos acidentes ofidicos (aproximadamente 70%), por desempenharem com
maior frequéncia atividade na zona rural. A maioria destes acidentes, cerca de
70%, atinge os membros inferiores e apenas 13,4% atingem os membros
superiores.

No Tridngulo Mineiro as espécies responsaveis pela maioria dos acidentes
ofidicos sdo Bothrops moojeni e Bothrops pauloensis. Dados do Departamento de

Clinica Médica do Hospital das Clinicas da cidade de Uberlandia revelaram que
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entre 1993 e 1995 ocorreram 90 acidentes ofidicos, dentre eles 75,5% foram
causados por serpentes dos géneros Bothrops, 24,4% dos acidentes foram com
serpentes do género Crotalus e apenas 0,1% dos acidentes ocorreram com
serpentes do género Micrurus (Da SILVA et al., 2003). Tais dados demonstram
que no Brasil o perfil epidemiolégico dos acidentes ofidicos se manteve inalterado
nos ultimos 100 anos (CARDOSO et al., 2009).

1.3 Constituicdo da peconha

As peconhas de serpentes sdo constituidas principalmente por proteinas,
dentre elas ha uma grande variedade de enzimas e toxinas que apresentam
diferentes estruturas e fungdes. (DALMORA et al., 1992; PORTO et al., 2007).
Dentre as enzimas presentes em peconhas de serpentes destacam-se as
metaloproteases, serinoproteases e fosfolipases A, (FOX e SERRANO, 2005;
MATSUI et al., 2000; PORTO et al., 2007).

1.3.1 Metaloproteases

As metaloproteases de peconha de serpentes (SVMPs) apresentam grande
diversidade estrutural e funcional. No envenenamento botropico elas sao
responsaveis pelo quadro hemorragico das vitimas, por isso sdo conhecidas
como hemorraginas ou toxinas hemorragicas (CARDOSO et al.,.2009), embora
nem todas sejam hemorragicas.

As SVMPs precisam do ion zinco como cofator para desempenhar
atividade enzimética (FOX e Serrano, 2005). Sua massa molecular varia de 20 a
100 kDa (BJARNASON e FOX, 1994; KAMIGUTI et al., 1996; HATI et al., 1999).
Estas enzimas sdo sintetizadas e armazenadas na glandula de veneno da
serpente na forma de zimogénios e, quando secretadas, sofrem um
processamento proteolitico que converte o zimogénio na forma ativa (madura) da
enzima.

Por serem proteinas com multiplos dominios funcionais foram inicialmente
classificadas por Bjarnason e Fox (1994) em quatro grupos: PI, PII, Plll e PIV. A
classe PI inclui proteinas com baixa massa molecular (de 20 a 30 kDa) que

apresentam somente o dominio catalitico, com fraca ou nenhuma atividade
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hemorrégica. A classe PIll é constituida por proteinas com massa molecular entre
30 e 60 kDa, as quais acrescentam ao dominio metaloprotease um dominio
semelhante a desintegrina (RGD) na regido carboxi-terminal. Na classe PIII
encontramos proteinas com massa molecular entre 60 e 80 kDa, elas apresentam
dominio metaloproteinase, seguido do dominio desintegrina- like (semelhante a
desintegrina, onde a sequéncia RGD ¢é substituida pela sequéncia ECD) e outro
rico em cisteina na regido carboxi-terminal, conferindo a estas proteinas alta
atividade hemorragica (HATI et al.,, 1999). Ja a classe P-IV é composta por
proteinas com massa molecular entre 80 e 100 kDa, e apresentam duas
subunidades: uma subunidade semelhante & classe PIIl e outra contendo
somente o dominio semelhante a lectina, conectadas por ligacdes dissulfeto.

Com base nas proteinas ja isoladas e dados de sequenciamento de cDNA
de toxinas de serpentes, Fox e Serrano (2005) fizeram uma reclassificacdo das
SVMPs. De acordo com esta nova classificacdo somente as classes PIl e Pl
foram subdivididas. Na subclasse Plla a forma madura ndo libera o dominio
desintegrina; em P-llb a forma madura € um dimero que compreende a
metaloprotease ligada ao dominio desintegrina. Sdo conhecidos heterodimeros de
desintegrinas nas peconhas, mas nao se pode afirmar se eles seriam
provenientes de uma subclasse Plla com uma nova classe DI que ndo contém o
dominio metaloprotease. Na subclasse P-llla sdo conhecidas proteinas contendo
somente um dominio desintegrina-like unido ao dominio rico em cisteina.
Segundo os autores, dentre as toxinas conhecidas desta subclasse ainda nao se
conseguiu isolar da peconha, uma Pllla contendo somente o dominio
metaloprotease. E sugerido que este dominio seja muito instavel e sujeito a
protedlise. Esta instabilidade é atribuida a Unica caracteristica comum existente
entre estas proteinas, a presenca de um residuo Cys na posi¢ao 195 da regido c-
terminal do dominio metaloprotease. Na subclasse P-lllb encontram-se as
metaloproteases diméricas (figura 6).

Em 2008, Fox e Serrano propuseram uma nova reclassificacdo destas
enzimas, na qual as metaloproteases da classe PIV passam a fazer parte da

classe Pllid.
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Figura 6 - Diagrama esquemaético da divisdo de metaloproteses de peconhas de
serpentes proposto por FOX e SERRANO em 2005. Fonte: FOX e SERRANO
(2005).

P= peptideo sinal; pro= pro-proteina; S= espacamento; Dis= desintegrina;
Dis-like= semelhante a desintegrina; Cys-rich= rico em cisteina; Lec=

semelhante a lectina.

As metaloproteases da classe PIlll sdo as principais responsaveis pelo
rapido quadro hemorragico no tecido e no musculo afetado ap6s poucos minutos
do acidente ofidico, pois degradam as proteinas da matriz extracelular (OHSAKA
et al., 1973; OHSAKA, 1976, BARAMOVA et al., 1989; BARAMOVA et al., 1991;
RUCAVADO et al., 1995; GUTIERREZ et al., 2009). Esta hemorragia pode ser
provocada por dois mecanismos, “per rhexis” e o “diapedesis”. No mecanismo
“‘per rhexis” as SVMPs atuam na digestdo das moléculas da membrana do
endotélio tais como colageno tipo IV, laminina, nidogénio, fibronectina,
proteoglicanos, heparam sulfato e outras que ajudam a manter a integridade dos
vasos e capilares, resultando em extravasamento sanguineo e edema (HATI et
al., 1999). J& no mecanismo “diapedesis” as SVMPs atuam sobre as jungdes
entre as células vizinhas (HATI et al., 1999; GUTIERREZ et al., 2000).
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A hemorragia ocasionada pelas SVMPs pode provocar outras lesdes aos
tecidos atingidos, onde se destacam os danos causados as células musculares.
Estes danos sdo provocados por isquemia, consequéncia do extravasamento
sanguineo, o que leva a uma diminuicdo da concentracdo de oxigénio nas fibras
musculares provocando necrose (GUTIERREZ et al., 1995; GUTIERREZ et al.,
2005; GUTIERREZ et al., 2009). Esta necrose impede que a fibra muscular seja
regenerada, e com isso ha uma reconstituicdo do local necrosado por tecido
fibroso, indicando que as metaloproteases tem uma acéo indireta que prejudica a

regeneracao tecidual.

1.3.2 Serinoproteases

As Serinoproteases de Peconhas de Serpentes (SVSP) sédo enzimas
responsaveis principalmente pelos distarbios hemostaticos em vitimas de
acidentes ofidicos, atuando sobre a cascata de coagulacdo e sobre o sistema
fibrino(geno)litico (MARKLAND, 1998; SERRANO et al., 2005; MATSUI et al.,
2000). A coagulopatia € uma das mais sérias complicacGes de acidentes ofidicos
e ¢é resultado da interacdo entre as enzimas “thrombin-like” e enzimas
procoagulantes. Estas enzimas podem representar até 20% do conteudo protéico
total das peconhas de serpentes da familia Viperidae. Apresentam em média 235
residuos de aminoacidos dos quais 12 sao de cisteina e podem formar pontes
dissulfeto. Estas enzimas também séo sintetizadas na forma de zimogénio e no
processamento proteolitico perdem alguns aminoacidos resultando na enzima
ativa.

Entre as SVSPs destacam-se as enzimas “thrombin-like” (SVTLE) ou
semelhantes a trombina. As SVTLE sdo assim denominadas porque
semelhantemente a trombina séo capazes de clivar fibrinopeptideos das cadeias
do fibrinogénio, transformando-o em fibrina, no entanto, ndo sdo capazes de
ativar o fator XlIl da cascata de coagulagéo, para formar o polimero de fibrina ou
coagulo “duro” (SERRANO et al., 2005). A trombina desempenha um importante
papel na coagulacao, clivando ligacdes peptidicas do fibrinogénio e liberando
fibrinopeptideos A e B, promovendo a agregacdo plaguetaria e ativando o fator
Xlll da cascata de coagulacdo sanguinea (WOLBERG, 2007). As SVTLE
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geralmente clivam preferencialmente a cadeia B do fibrinogénio (SWENSON e
MARKLAND 2005).

O fibrinogénio € uma molécula globular composta de trés cadeias Aa, B3 e
y unidas por pontes dissulfeto, como mostrado na figura 7. A conversdo do
fibrinogénio em coagulo de fibrinina pela trombina pode ser descrita em trés
passos: protedlise do fibrinogénio (hidrolise das cadeias Aa e BB resultando em
liberacdo dos fragmentos denominados fibrinopeptideos A e B); polimerizacdo dos
mondmeros liberados pela trombina formando um coagulo ‘frouxo” de fibrina (pois
ainda néo existe ligacdo cruzada entre os mondmeros); e a ativagao do fator Xl
(que promove a ligacdo cruzada entre as cadeias laterais dos residuos de lisina e
glutamina) formando um coagulo de fibrina insolivel (MARKLAND 1998).

Fibrinopeptideo A
Fibrinopepetideo B
— Ponte dissulfeto

A Sitio de clivagem da trombina

Figura 7 — Estrutura do fibrinogénio. Os simbolos a, 3 e y representam as cadeias
de fibrinogénio.

Fonte: http://tollefsen.wustl.edu/projects/coagulation/coagulation.htim. Acesso em
12/11/2004.

Como as SVTLE ndo promovem a ativacdo do fator Xlll da cascata de
coagulacdo, o coagulo resultante ndo forma pontes cruzadas e com isto
apresenta uma aparéncia frouxa, mais facil de ser degradada e que nas vitimas

de acidentes ofidicos, frequentemente resulta na deplecdo do estoque de
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fibrinogénio plasmético tornando o sangue incoagulavel (MARSH e Williams 2005;
SERRANO et al., 2005). Devido ao fato de as SVTLE formarem um coégulo que é
rapidamente degradado, estas enzimas encontraram grande aplicacao
terapéutica, principalmente no tratamento de desordens trombdéticas (LEITE et al.,
2000). Segundo Marsh e Williams (2005) como as SVTLEs em geral n&o ativam o
fator XIII, o coagulo produzido in vitro € friavel e facilmente fragmentado. A falha
na formacgédo da ligagdo cruzada in vivo, causa prontamente a destruicdo pelo
sistema fibrinolitico e remocéo efetiva do fibrinogénio do plasma.

Algumas SVSPs isoladas sdo usadas no tratamento e diagndéstico de
desordens do sistema hemostatico. Entre elas podemos citar a Batroxobina
(Reptilase®) isolada da peconha de Bothrops moojeni (STOCKER e BARLOW,
1976). O tempo de Reptilase® é uma alternativa & determinacédo do tempo de
trombina(TT) como um ensaio rapido de fibrinogénio em amostras contendo
heparina e é particularmente Gtil no ensaio de antitrombina lll, onde o plasma
pode ser preparado livre de fibrinogénio sem a adicdo de trombina que poderia
reagir com a antitrombina Il e interferir no resultado. A presenca de produtos de
degradacdo de fibrina, hipofibrinogemia e defeitos na polimerizacdo de
fibrina(desfibrinogemia) causardo um prolongamento no tempo de Reptilase®
(Marsh e Williams, 2005).

1.3.3 Fosfolipases A,

As fosfolipases A, (PLA;) estdo presentes em peconhas de diferentes
animais, como insetos e serpentes e também s&o constituintes de tecidos de
mamiferos. Esta classe de enzimas € definida pela habilidade de catalisar a
hidrolise da ligacdo éster dos glicerofosfolipideos na posicdo sn-2 do glicerol
liberando &cidos graxos livres e lisofosfolipideos (DIAZ et al, 2003; KINI et al.,
2003; JAN et al., 2007).

Para que estas enzimas apresentem atividade catalitica ha a necessidade
de que o aspartato na posicao 49 esteja envolvido na ligagdo com o ion célcio e a
atividade enzimética da PLA, é dependente da presenca dos dominios de ligacédo
a este jon (GUTIERREZ, et al.,2003; KINI et al., 2003). O célcio funciona como
cofator da hidrdlise, tanto orienta o substrato fosfolipidico, quanto estabiliza o
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intermediario catalitico tetraédrico - formado por residuos de Asp 99, His 48 e
uma molécula de agua (SCOOT et al., 1990). O mecanismo de catalise ocorre em
trés etapas: [1] desprotonacdo da molécula de agua pela diade catalitica
Asp99/His48; [2] ataque nucleofilico da agua na ligacdo éster Sn-2; e [3] colapso
do intermediario da reacdo, liberando os produtos da catalise: lisofosfolipideos e
acidos graxos (KUDO, 2002).

A classificacdo das PLA, varia entre os autores. No presente trabalho
optou-se pela classificacdo de Scaloske e Dennis (2006), onde as PLA; séo
divididas em 15 grupos e as PLA; de serpentes estdo dentro do grupo IA
(Elapidae/Hydrophidae) e do grupo IIA (Viperideae). O grupo Il € subdividido em
dois subgrupos: aquele que é Asp-49, com acido aspartico na posicao 49 e
apresentam alta atividade catalitica e as Lys-49, com lisina na posicado 49 e baixa
atividade hidrolitica (STABELLI et al., 2005). As PLA, da peconha de serpentes
séo enzimas com baixa massa molecular (13 kDa - 15 kDa) e muito abundantes.

Estas enzimas sdo responsaveis por varios efeitos como miotoxicidade
(SOARES et al., 1998; ANDRIAO-ESCARSO et al.,2000; SOARES et al.,2000;
RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al.,2007), edema (ANGULO et
al.,1997; SOARES et al., 1998; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; SOARES et
al.,2000; RODRIGUES 2007; CALGAROTTO et al., 2008), inibicdo da agregacao
plaquetaria (RODRIGUES et al., 2007) e letalidade (ANGULO et al., 1997;
HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988, ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000).

As PLA; que induzem a miotoxicidade sdo chamadas de miotoxinas e
podem ser tanto PLA; Lis49 e Asp49 (LOMONTE et al., 2003). Essas proteinas
agem especificamente sobre as células musculares, por isso ndo atingem outros
tecidos como nervos e vasOoS sanguineos, que permanecem intactos
(GUTIERREZ et al., 2003). O mecanismo de a¢do das miotoxinas sobre o tecido
muscular provoca uma série de alteragdes fisioldgicas como: formagao de “lesdes
delta” que sdo pequenas alteragbes na membrana plasmatica, essas lesbdes
aumentam de tamanho provocando hipercontragbes dos miofilamentos e
alteracdes mitocondriais, tais como aumento de volume, ruptura de membranas e
formacao de densidades floculentas, resultando na aglomeracgéo das proteinas da

membrana interna da mitocondria; os ndcleos adquirem aspecto picnético e as
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membranas intracelulares se alteram com formacdo de mudltiplas vesiculas no
interior do espaco celular. (LOMONTE et al., 2003; CARDOSO et al., 2009).
A figura 8 representa as hipéteses sobre os efeitos locais provocados pela

peconha das serpentes da familia Viperidae segundo Gutiérrez e Lomonte (2009).

Veneno

4 1 1 |,

Fosfolipase A, Metaloproteases Fatores que afetam Fatores
miotdxicas hemorragicas a coagulacao edematizantes

Degradacdo da
matriz extracelular
Hemaorragia <
Mionecrose Isquemia Edema
Dano tecidual local -~ Resposta inflamatoria

Figura 8- Esquema hipotético dos danos locais provocados pelas principais
toxinas de serpentes da familia Viperidae. Fonte: GUTIERREZ e LOMONTE,
20009.

1.4 Soroterapia

Desde o periodo colonial que o ofidismo no Brasil € responsavel por um
namero significativo de obitos. O tratamento das pessoas que se acidentavam era
feito basicamente com ervas, rituais e manipulagdes utilizadas pela populagéo
(CARDOSO et al., 2009). O soro antiofidico foi produzido pela primeira vez no
Brasil em 1901 por Vital Brazil no entdo Instituto Soroterapico, atual Instituto
Butantan. Este pesquisador observou que os sintomas clinicos de vitimas picadas

por serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus eram diferentes. A partir da
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observacédo de que o soro neutralizava especificamente o veneno contra o qual foi
preparado, Vital Brasil estabeleceu os principios da soroterapia. O tratamento
deveria ser iniciado o mais breve possivel, para que a peconha ndo afetasse um
maior nimero de tecidos ou 6rgdos; a administracdo do soro deveria ser feita em
dose Unica; o soro deveria ser aplicado por uma via adequada de administracao e
0 antiveneno teria especificidade para o veneno (ROSENFELD, 1967).
Atualmente, o soro antiofidico € produzido por algumas instituicdes
publicas brasileiras, dentre elas o Instituto Butantan, em S&o Paulo, Instituto Vital
Brazil, no Rio de Janeiro, Centro de Producdo e Pesquisa em Imunobiolégicos
(CPPI), em Curitiba e a Fundacdo Ezequiel Dias (Funed) em Belo Horizonte.
Segundo as instituicBes publicas o soro € oferecido aos hospitais gratuitamente
(FUNED, 2008). Ele é produzido a partir da inoculacéo de peconha em animais de
grande porte, como cavalos, induzindo uma resposta imunoldgica das toxinas
presentes na pecgonha. Dessa forma, o animal produz anticorpos e esses
anticorpos sao utilizados para inibir os efeitos lesivos da peconha em vitimas de
envenenamento (CHIPPAUX, 1998; CARDOSO et al., 2009). Este antiveneno &
constituido por varias imunoglobulinas. Sua acdo baseia-se na formag¢do de um
complexo entre o antigeno com anticorpos especificos (CHIPPAUX, 1998).

O soro antiofidico pode ser monovalente ou polivalente, dependendo da
guantidade de diferentes géneros de animais utilizados na sua producédo. O soro
monovalente é produzido com apenas um género de serpentes, como exemplo o
soro antibotrépico, que é constituido de anticorpos especificos para o tratamento
de vitimas de acidentes botropicos. Ja o soro polivalente é constituido por mais de
um género, exemplo € o0 soro antibotropico-crotalico que é constituido de uma
mistura de peconhas dos antigos géneros Bothrops e Crotalus e usado em
tratamentos de vitimas de acidentes ofidicos com serpentes desses dois géneros
(FUNED, 2008).

O soro monovalente tem maior eficacia na inibicdo dos efeitos lesivos da
peconha para a qual ele foi produzido. J& os polivalentes sdo menos eficazes
porque pode ocorrer a formacdo de anticorpos para a peconha de apenas um
determinado género (CARDOSO et al., 2009).

O soro deve ser aplicado sempre por via endovenosa, garantindo maior

rapidez e eficiéncia na neutralizacdo das pecgonhas circulantes (PINHO, 2001). A
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dose do soro baseia-se na identificacdo da serpente, no tempo decorrido entre o
acidente e o atendimento médico, na evolucdo do quadro clinico e na
concentracéo do soro (CHIPPAUX, 1998).

Em caso de retardo na aplicacado do soro os efeitos sistémicos séo inibidos,
mas os efeitos locais ndo. Segundo Rosenfeld (1967) os efeitos locais provocados
pela peconha ndo sdo totalmente inibidos, devido & baixa concentragdo de soro
nos tecidos lesados. Battelino (2003) afirma que em camundongos O SOro
aplicado simultaneamente ou até 15 minutos ap0s o0 envenenamento pode
reverter efeitos sistémicos como coagulacdo, intensas lesées hemorragicas e
reacOes inflamatorias, mas apds esse tempo ndo ha uma reversao eficiente do
quadro lesivo sistémico. Assim, a eficiéncia do soro esta intimamente associada
ao tempo decorrido para iniciar o tratamento e a quantidade de peconha injetada
na vitima.

A soroterapia embora néo seja capaz de inibir os efeitos locais provocados
pela peconha botrépica, € um tratamento gratuito, adotado em todo Brasil pelas
unidades de saude. Estas unidades estdo concentradas em grande numero na
regido Sudeste e nas grandes cidades das regides Norte e Nordeste, sendo
precérias no interior, onde a maioria da populacdo ndo tem acesso ao Soro
antiofidico. Por isso, em véarias comunidades do Brasil, o uso de plantas

medicinais é uma alternativa ao tratamento com o soro antiofidico.

1.5Teste para Detecccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica —
SMART

Danos celulares e moleculares podem ser provocados por agentes
qguimicos, bioldgicos e fisicos. Os agentes genotoxicos sdo aqueles capazes de
causarem les6es no material genético, no DNA, (duplicacéo e transcricdo génica)
podendo causar mutacdes e aberracées cromossémicas que consequentemente
geram tumores, principalmente em seres humanos (COSTA E MENK, 2000).

Vérios ensaios bioldgicos sdo empregados com o intuito de verificar a
genotoxicidade de substancias, como: extratos vegetais, fracbes e compostos

quimicos isolados (NOLDIN et al., 2003). Um dos testes mais utilizado € Somatic
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Mutation And Recombination Test- SMART (Teste de Mutagdo e Recombinacao
Somatica) que utiliza como biomonitor a Drosophila melanogaster (conhecida
popularmente como mosca da fruta).

A Drosophila melanogaster é utilizada como biomonitor devido a algumas
caracteristicas: periodo curto de geracdo (aproximadamente 10 dias a 25°C),
caracteres morfologicos bem definidos, sistema enzimatico semelhante aos dos
mamiferos que permite o metabolismo de agentes xenobibticos e grande numero
de linhagens mutantes, muito bem caracterizadas geneticamente (GRAF et al.,
1996). Além das caracteristicas favoraveis do animal, este teste tem custo baixo,
produz resultados confiaveis, inequivocos e reprodutiveis.

O SMART de asa em D. melanogaster fundamenta-se na premissa de que
durante o desenvolvimento embrionario, grupos de células (discos imaginais das
asas) proliferam mitoticamente até o ponto em que se diferenciam, durante a
metamorfose, em estruturas que originam as asas das moscas adultas. Este
bioensaio faz uso de dois genes marcadores para a forma dos pélos das asas:
pélos mdultiplos (mwh, 3-0.3) e pélos cujo formato lembram uma “chama de vela”,
do inglés “flare” (flr®, 3-38.8), baseando-se na inducdo de alteracdes genéticas
que originam a perda de heterozigose em células larvais, as quais séo
heterozigotas para estes dois genes recessivos (GRAF et al., 1984).

Este teste é realizado por meio de cruzamentos experimentais utilizando
trés linhagens portadoras dos marcadores recessivos das células das asas:
multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e flare (flr®, 3-38,8): [1] linhagem “multiple wing
hairs” (mwh) com constituicdo genética y; mwh jv; [2] linhagem “flare-3” (fIr®), com
constituicdo genética fr*/ In(3LR)TM3, ri p” sep 1(3)89Aa bx**¢ e Bd®; [3] linhagem
“ORR; flare-3” (ORR; flare-3), com constituicdo genética ORR; fIr* / In(3LR)TMS3, ri
p? sep 1(3)89Aa bx3**® e Bd® (GRAF e VAN SCHAIK, 1992), sendo esta Ultima,
portadora de genes com expresséo elevada de enzimas do complexo citocromo
P450, localizados nos cromossomos 1 e 2, provenientes da linhagem Oregon R,
resistente ao DDT.

Com estas linhagens séo realizados dois diferentes cruzamentos: 1)
cruzamento padrdo (ST — standard cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens
“flr”; 2) cruzamento de alta bioativacdo (HB - high bioactivation cross) entre

machos “mwh” e fémeas virgens “ORR; flr*”. Assim sendo, o cruzamento padrao é
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atil na deteccdo de agentes genotoxicos diretos, enquanto o cruzamento de alta
bioativacdo € Ut na deteccdo de agentes genotdxicos indiretos, ou
promutagenos, que necessitam de ativacdo metabdlica para induzir efeitos
genotoxicos.

Ambos o0s cruzamentos produzem dois tipos de progénie: 1) Trans-
heterozigoto marcado (mwh + / + fIr¥) (MH), que é distinguido pela borda lisa da
asa (Figura 9 A); 2) Heterozigoto balanceado (mwh + / TM3, Bd®) (BH), com borda

de asa serrilhada (Figura 9 B).

Figura 9- Aspectos fenotipicos dos descendentes do cruzamento ST e HB. A)
trans heterozigoto marcado (mwh +/ + fIr®)- asa de borda lisa; B) heterozigoto
balanceado (mwh +/+ TM3, Bd®)(BH)-asa de borda serrilhada.

O teste detecta a presenca de substancias mutagénicas pela quantidade
de manchas de pélos mutantes que o animal apresenta na asa. Nos adultos
emergentes MH as manchas mutantes aparecem como manchas simples,
apresentando o fenétipo “mwh” ou “flare”, ou como manchas gémeas mostrando
areas adjacentes “mwh” e “flare”. As manchas simples sdo produzidas por
mutacdo, aberracdo cromossdmica (delecdo), recombinacdo, ou nao-disjuncdo
mitética, enquanto que as manchas gémeas ocorrem exclusivamente por
recombinacdo. Nos individuos BH as manchas mutantes aparecem apenas como
manchas simples do tipo “mwh”, produzidas por mutacdo, aberracao
cromossOmica (dele¢do) ou ndo-disjuncdo. A inducdo da perda de heterozigose

destes marcadores, nas células dos discos imaginais da larva, por tratamento
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com um composto genotoxico, leva a formacao de clones de células mutantes, os
quais se expressam, ap0s a metamorfose, em uma mancha mutante na asa
(SPANO e GRAF, 1998).
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Capdidulo-2
Atividades antiofidicas da isohemigossipolona,

uma naftoquinona isolada de Pachira aquatica
(Aubl.)

Capitulo escrito de acordo com as normas técnicas de publicacdo exigidas pela
revista Phytotherapy Research .
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Resumo

Plantas medicinais sao ricas fontes em compostos bioativos que despertam o
interesse da industria farmacéutica. Alguns extratos e compostos isolados de
plantas apresentam atividade comprovada contra peconhas de serpentes. As
naftoquinonas sao utilizadas no tratamento de diversas patologias. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade da isohemigossipolona (ISO)
isolada da casca externa da raiz de Pachira aquatica, em neutralizar os danos
causados pela peconha de Bothrops pauloensis e de uma metaloprotease
(BthMP) isolada de Bothrops moojeni. As atividades fosfolipasica A,, coagulante,
fibrinogenolitica, hemorragica, miotdxica e anticoagulante (avaliada por tempo de
protrombina (TP), tromboplastina parcial ativada (TTPA) e quantificacdo de
fibrinogénio plasmético) induzidas pela peconha de Bothrops pauloensis foram
significativamente inibidas quando a naftoquinona 1SO foi previamente incubada
com a peconha. A neutralizacdo também foi observada quando ISO foi aplicada
pela mesma via, 15 minutos ap6s a administracdo da peconha ou toxina. Em
conclusdo, nossos resultados mostram que a natoquinona isolada de Pachira
aguatica inibiu os danos locais e sistémicos causados por enzimas proteoliticas e

fosfolipasicas das peconhas de serpentes.

Palavras-chave: naftoquinona, Bothrops pauloensis, Bothropoides pauloensis,
iIsohemigossipolona
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Abstract

Medicinal plants are rich sources of bioactive compounds that attract the interest
of the pharmaceutical industry. Some extracts and compounds isolated from
plants have proven activity against snake venoms. The naphthoquinones are used
to treat various diseases. This study aimed to evaluate whether the
naphthoquinone isolated from the outer bark of Pachira aquatica (ISO), is able to
counteract the damage caused by the venom of Bothrops (Bohtropoides)
pauloensis and a metalloprotease (BthMP) isolated from Bothrops moojeni.
Phospholipase A2 activity, coagulant, fibrinogenolytic, hemorrhagic, myotoxic and
anticoagulant (measured by prothrombin time (PT), activated partial
thromboplastin time (APTT) and quantification of plasma fibrinogen) induced by
the venom of Bothrops (Bothropoides) pauloensis were significantly inhibited when
the naphthoquinone ISO was preincubated with the venom. The inhibition was
observed when ISO was applied by the same route, 15 minutes after
administration of venom or toxin. In conclusion, our results show that the isolated
naphthoquinone Pachira aquatica inhibited local and systemic damage caused by

proteolytic enzymes from snake venoms.

Keywords: naphthoquinone, Bothrops pauloensis, Bothropoides pauloensis,

iIsohemigossipolone
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as serpentes que causam maior indice de acidentes
(aproximadamente 90%) pertencem a familia Viperidae e antigo género Bothrops.
Recentemente, Fenwick et al. (2009) reclassificaram as espécies incluidas no
género Bothrops em trés novos géneros: Bothropoides, Bothrops e Rhinocerophis
e a espécie Bothrops pauloensis passou para Bothropoides pauloensis. As
peconhas destas serpentes geralmente ndo sdo letais, mas sdo responsaveis
pelo efeito lesivo no local da picada, que frequentemente resulta em sequelas e
perda do membro afetado (Brasil, 2001; Cardoso et al., 2009). Elas s&o ricas em
enzimas, principalmente fosfolipases A, (PLA;), serinoproteases (SVSP) e
metaloproteases (SVMP) (Fox e Serrano, 2005; Matsui et al., 2000; Porto et al.,
2007).

As PLA; sédo responsaveis pela miotoxicidade (Soares et al., 1998;
Rodrigues et al.,2007), edema (Angulo et al.,1997; Calgarotto et al., 2008),
letalidade (Homsi-Brandeburgo et al., 1988, Andrido-Escarso et al., 2002) e
inibicdo da agregacao plaquetaria (Soares et al., 1998; Rodrigues et al., 2007). As
serinoproteases sdo responsaveis pelos distirbios hemostaticos em vitimas de
acidentes ofidicos, atuando sobre a cascata de coagulacdo e sobre o sistema
fibrino(geno)litico (Markland, 1998; Serrano et al., 2005; Matsui et al., 2000). As
metaloproteases podem provocar quadro hemorragico, mionecrose, edema e
distarbios no sistema hemostéatico das vitimas (Cardoso et al.,2009; Gutiérrez e
Lomonte 2009; Gomes et al.,2009 ). Da peconha de Bothrops moojeni foi isolada
uma metaloprotease da classe Pl (BthMP) que ¢é fibrin(ogen)olitica,
edematogénica, miotoxica, fracamente hemorragica e causa desfibrinogenacédo
do sangue (Gomes et al., 2009).

A soroterapia ainda é o Unico tratamento para vitimas de acidentes ofidicos
aceito pelo Ministério da Saude. Embora o soro seja eficiente na reversdo dos
principais efeitos letais causados pela peconha, geralmente ele é incapaz de
reverter os danos locais, resultando em sequelas permanentes (Cardoso et al.,
2009). Isto porque, o dano local se instala logo ap0s a picada, por iSSO 0 Soro
antiofidico deve ser administrado no menor espaco de tempo possivel logo apés o
acidente (Brasil, 2001; Rosenfeld, 1967; Cardoso et al., 2009).
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As plantas medicinais tem sido durante muitos séculos o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades que as utilizam para o controle de diversas
doencas e pragas (Maciel et al., 2002; Simdes et al., 2007). Elas apresentam uma
grande diversidade de compostos bioativos com propriedades terapéuticas, 0s
quais sdo produzidos pelo metabolismo secundario. Estes metabdlitos séo
produzidos em baixas concentracdes, apresentam estrutura complexa, de baixo
peso molecular e grande atividade biolégica (Simoes et al., 2007).

A producédo de metabdlitos secundarios é decorrente de varios fatores aos
quais as plantas estao expostas (Gobbo-Neto et al., 2007). Dentre os metabdlitos
secundéarios com ac¢bes farmacoldgicas destacam-se os flavondides, taninos,
terpenos, esterdides e quinonas.

Na familia das quinonas encontramos as naftoquinonas, que geralmente
apresentam compostos dicetdnicos (ou carbonilicos) nas posi¢des 1,2 ou 1,4 do
anel naftaleno. Dentre as naftoquinonas, o lapachol e seus derivados (a e [3-
lapachona) sdo os metabdlitos mais estudados, apresentando diversos efeitos
terapéuticos, tais como: atividade antitumoral (Subramanian et al.,
1998),antimicrobiana e antifingica (Shibatani et al., 1999), dentre outras (Aunstin
et al., 1974; Santos et al., 2000; Teixiera et al., 2001; Kayser et al., 2000; Goulart
et al.,, 1997; Almeida, 1990; Goel et al., 1987). Algumas naftoquinonas, que
ocorrem em vegetais, sdo vitaminas do complexo K (Silva et al., 2003).

As plantas da familia Bombacaceae, que s&o ricas fontes em
naftoquinonas, estao divididas em 28 géneros com 200 espécies e encontram-se
amplamente distribuidas nas regides tropicais. O género Pachira tem duas
espécies: Pachira aquatica e Pachira macrocarpa. A Pachira aquatica (Aubl.)

conhecida no Brasil como “castanha do maranh&ao” é encontrada principalmente
na regido Amazonica e no Estado do Maranh&o.

Nosso objetivo foi avaliar as propriedades de uma naftoquinona (ISO)
isolada de Pachira aquatica em neutralizar os efeitos lesivos provocados pela
peconha da serpente B. pauloensis e de uma metaloprotease (BthMP) isolada da

peconha de Bothrops moojeni ( Gomes et al., 2009).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo da peconha bruta de Bothrops pauloensis e toxina

(BthMP)

A peconha da serpente Bothrops pauloensis (Pb) foi coletada de serpentes
capturadas na regido de Ribeirdo Preto-SP e cedida pelo biélogo Luiz Henrique
Anzaloni Pedrosa. A metaloprotease (BthMP) isolada da peconha da serpente
Bothrops moojeni foi obtida como descrito por Gomes et al. (2009). A peconha e a
toxina foram liofilizadas, pesadas, dissolvidas em salina, (pH 7,2) e centrifugadas
a 3000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e imediatamente usado.

A quantificacao de proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976).

2.2 Animais

Os camundongos machos Swiss (18-22g) foram doados pelo Instituto Vallé,
Uberlandia-MG e mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal
(CBEA), sob condi¢cbes padrbes (temperatura de 22 + 1°C, umidade relativa do ar
em torno de 60+5%, ciclo de 12 horas dia/noite) com agua e alimentacédo “ad
libitum”. A utilizacdo dos animais foi feita com a aprovacdo do Comité de Etica da

Universidade Federal de Uberlandia, sob o nimero de protocolo 021/10.

2.3 Obtencdo do Extrato Bruto de Pachira aquatica e Isolamento da
isohemigossipolona (ISO)

Para a preparacédo do extrato bruto de Pachira aquatica (EB), cerca de 40
espécimes jovens (10cm de altura) foram coletadas na CEPLAC (rodovia llhéus-
Itabuna- BA), transplantadas e cultivadas em area experimental da Universidade

Estadual do Sudoeste da Bahia(UESB). Ao atingir aproximadamente um metro de
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altura, estas plantas foram coletadas, e suas raizes separadas em casca externa,

interna e cerne. A casca externa foi triturada em cloroférmio.

O extrato Cloroférmico da Casca externa da Raiz de Pachira aquatica foi
submetido a fracionamentos e a isohemigossipolona foi isolada segundo o

protocolo descrito por Shibatanni et al(1999).

O extrato bruto (EB) de Pachira aquatica e a isohemigossipolona (figura 2)
foram pesados e dissolvidos em solucédo A (84% de agua, 14% etanol, 1% tween

80 e 1% de cloroférmio) para a realizacdo dos experimentos.

2.4 Ensaios de Neutralizacéo

Para os ensaios das atividades: coagulante, fosfolipase A,, fibrinogenolitica
e anticoagulante (avaliada por tempo de protrombina (TP), tromboplastina parcial
ativada (TTPA) e quantificacdo de fibrinogénio plasmatico), a pecgonha foi
incubada com ISO ou EB em duas razdes (1:1 e 1:5; peconha/ ISO ou EB; m/m)

por 30 minutos a 37°C. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Os ensaios das atividades hemorragica e miotdxica utilizaram também duas
razdes (1.1 e 1:5) e duas condi¢des experimentais: condi¢éo de incubacéo (Pb
e 1SO ou EB incubados por 30 min a 37°C ) e condicéo de tratamento (aplicacao

de Pb ou BthMP e apés 15 minutos aplicacédo de 1ISO ou EB no mesmo local).

2.4.1 Atividade Coagulante

Esta atividade foi realizada utilizando-se como substrato o plasma bovino
citratado conforme descrito por ASSAKURA et al. (1992). Para cada ensaio
2DMC- Dose Minima Coagulante (12,4ug) da peconha de B. pauloensis foram
incubadas ou ndo com ISO. A seguir, 100 pL da mistura foram aplicados em
200uL de plasma mantido em banho-maria a 37°C. A atividade coagulante foi
realizada no coagulémetro Quick Timer (DRAKE LTDA), medindo-se o tempo de
coagulacéo ao primeiro sinal de formacéo da rede de fibrina, apds a adicdo das

amostras.
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2.4.2 Atividade Fosfolipase Ax(PLA))

A atividade fosfolipase A; foi realizada como descrito por Borges et al. 2000,
em gel de agarose usando gema de ovo e eritrocitos como substrato. A peconha
(10ug) incubada ou ndo com amostra foi aplicada sobre o gel mantido a 37°C. Os
halos formados no gel foram observados e medidos apo6s 24 horas.

2.4.3 Atividade Proteolitica sobre o Fibrinogénio

A atividade fibrinogenolitica foi avaliada como descrito por Rodrigues et al.,
2000. Amostras de 50ul de fibrinogénio bovino (1mg/lml de PBS), foram
incubadas com 10 ug de Pb a 37°C por 2 horas. A reacéo foi interrompida com
25 pL de tampao Tris-HCI 0,5M, pH 6,5 contendo 2% (m/v) de SDS, 10% (v/v) de
B-mercaptoetanol e 0,05%(m/v) de azul de bromofenol . As amostras foram
analisadas em SDS PAGE a 14% (m/v).

2.4.4 Atividade Hemorragica

Camundongos machos (18-22g) receberam por via intradérmica duas doses
minima hemorragica (DMH) de Pb (16,3ug) em de 50 ul de PBS (Rodrigues et al.,
2001). Camundongos controle receberam somente PBS, ISO ou solucdo A. Apos
trés horas, os animais foram anestesiados e sacrificados. A pele do dorso foi
retirada para medida do halo formado.

2.45 Atividade Miotb6xica

Camundongos machos (18-22g, n=5) receberam injecdes no musculo
gastrocnémio direito de 50ul de PBS contendo 25 ug de Pb combinada ou ndo
com ISO. Camundongos controle receberam somente PBS, ISO ou solucdo A.
Trés horas depois os camundongos foram sacrificados e sangrados por puncéo
cardiaca, coletando-se 0 sangue na presenca de citrato de sodio a 0,105 M. A
atividade da enzima creatina quinase do plasma foi determinada usando o Kit da

marca Biotecnia e expressa em unidades por litro (cada unidade corresponde a
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producéo de 1umol de NADH por minuto a 30°C).

2.4.6 Ensaios Anticoagulantes

Algumas alteracdes no sistema hemostatico foram avaliadas determinando
o0 Tempo de Protrombina (TP), Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)
e 0s niveis de fibrinogénio no plasma de camundongos. Os animais (n=5)
receberam injecdes de 50 ul contendo 25ug de Pb incubada ou ndo com ISO no
musculo gastrocnémio da pata direita. Camundongos controle receberam
somente PBS, ISO ou solucdo A. Apds 6 horas os animais foram sacrificados, o
sangue coletado por puncéo cardiaca e centrifugado. O tempo de coagulacdo do
plasma foi analisado em um coagulémetro Quick Timer (DRAKE LTDA) usando
para TP o Kit-BIOS Diagndstica, Brasil, para TTPA o Kit LaborLAB, Brasil e para
determinacao dos niveis de fibrinogénio o Kit Biotécnica, conforme instru¢cdes dos

fabricantes, respectivamente.

2.5 Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como a média do desvio padrdo. A
normalidade dos dados foi determinada segundo o Teste de Lilliefors e a
significAncia estatistica (p<0,05) foi avaliada utilizando o Teste de KRUSKAL-
WALLIS calculado com o programa R Language (R DEVELOPMENT
CORETEAM, 2006).

3 RESULTADOS

No inicio deste trabalho fizemos uma analise preliminar, para avaliar o
potencial terapéutico contra picada de serpentes de alguns compostos vegetais
isolados, provenientes do Laboratério de Produtos Naturais, Departamento de
Quimica e Exatas da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), que é
coordenado pela Professora Dra. Vanderlicia Fonseca de Paula. Os resultados

desta analise (dados nédo apresentados) apontaram para uma naftoquinona

49



designada isohemigossipolona cujos dados obtidos por Temperatura de Fuséo
(Tf), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e de '*C e Espectrometria de
Massas (EM) foram compativeis com aqueles obtidos por Shibatanni et al. (1999)

para a isohemigossipolona- ISO (figura 1).

A tabela 1 mostra que a atividade coagulante induzida pela peconha bruta
de Bothrops pauloensis foi significativamente inibida na proporcdo 1:1 (m/m;
Pb/ISO) e na propor¢cao de 1:5 (m/m; Pb/ISO) neutralizou totalmente esta
atividade. Esta tabela mostra também que os controles utilizados n&o influenciam

no tempo de coagulacao do plasma bovino.

A figura 2 mostra a inibicdo estatisticamente significativa (p<0,05) da
atividade fosfolipase A, da peconha de B. pauloensis tanto por ISO quanto pelo
extrato bruto de Pachira aquatica quando incubados na razdo 1:5 (m/m; Pb/ISO
ou EB).

A neutralizacdo da atividade fibrinogenolitica de Pb por ISO é mostrada na
figura 3. Enquanto a peconha de B. pauloensis degradou totalmente as cadeias
Aa e BB do fibrinogénio (coluna 3), ISO ndo apresentou atividade proteolitica
sobre o fibrinogénio (coluna 7). A naftoquinona isolada de Pachira aquatica
quando incubada com a peconha, protegeu parcialmente a protedlise da cadeia
BB do fibrinogénio na razdo de 1:5 (coluna 5) e totalmente na razéo de 1:10 (Pb/
ISO; m/m) (coluna 6). Foi observado também que quando incubado com Pb ou
fibrinogénio, ISO ndo a causa precipitacao inespecifica de proteinas, pois quando

centrifugado a amostra nao observou a formacao de precipitado .

A inibicdo da atividade hemorragica de Pb (figuras 4A e 4B ) e BthMP (4C)
foi estatisticamente significativa (p<0,05) em todas as condi¢bes testadas com
ISO ou EB, exceto no tratamento de BthMP com ISO na razdo 1.1 (m/m;
BthMP/ISO). Ressalta-se que, na condicdo de tratamento, ISO foi capaz de

neutralizar Pb e BthMP em mais de 70 e 40%, respectivamente.

A miotoxicidade da peconha de B. pauloensis foi confirmada com o
aumento dos niveis de creatina quinase (CK) no plasma de camundongos (figura
5). Todos os resultados deste ensaio mostram que a naftoquinona ISO inibiu

significativamente a atividade de Pb, tanto no tratamento quanto na incubacéo.
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Todos os ensaios anticoagulantes (TP, TTPA e quantificacdo dos niveis de
fibrinogénio) foram realizados com Pb e ISO, somente na condi¢do de incubacao
(figura 6). Nossos resultados mostram que ISO inibiu significativamente o tempo
de protrombina, tromboplastina parcial ativada e quantificacdo dos niveis de

fibrinogénio causados por Pb.

4 DISCUSSAO

As naftoquinonas encontram-se grandemente distribuidas na natureza e
apresentam importantes papéis fisiolégicos em plantas e animais. Muitos
derivados de naftoquinonas séo investigados como modelos para inibicdo das
atividades miotoxica e edematogénica, induzidas pela peconha e miotoxina
BthTXI de Bothrops jararacussu (Da Silva et al., 2002; De Santis et al., 2009), ou
no desenvolvimento de drogas antitumorais, que atuam sobre células alvo
produzindo metabdlitos reativos e interferindo com enzimas celulares cruciais

para a proliferacdo da célula (Sacau et al., 2003; Da Silva et al., 2002).

A isohemigossipolona é uma naftoquinona isolada da raiz de Pachira
aquatica por Shibatani et al. (1999a; 1999b). De acordo com o0s autores a
isohemigossipolona tem propriedades fungicidas e, acumula-se constitutivamente
na casca externa da raiz de Pachira aquatica para protecdo dos tecidos de

armazenamento da planta.

Neste trabalho avaliamos as propriedades antiofidicas da
isohemigossipolona, uma naftoquinona isolada da raiz de Pachira aquatica por
dois protocolos experimentais: por incubacdo (como na maioria dos trabalhos) e
também por tratamento (aplicacdo de ISO ap6s 15 minutos da administracdo da
peconha no mesmo local). A isohemigossipolona inibiu eficientemente as
atividades coagulante, PLA,, proteolitica sobre o fibrinogénio, hemorragica,

miotoxica e anticoagulantes provocadas pela peconha de Bothrops pauloensis.

Estudos de inibicdo da atividade antiofidica por extratos vegetais séo
bastante difundidos na literatura, mas ainda muito incipientes para compostos

isolados. A eficiéncia dos extratos vegetais pode ser atribuida a multiplos fatores,
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tais como a presenca de inibidores, inativadores quimicos, principios
imunomoduladores ou agentes quelantes de ions metalicos (Rucavado et al.,
2008; Simdes et al., 2007; Soares et al., 2004).

Peconhas de serpentes da familia Viperidae séo ricas em fosfolipases A, e
enzimas proteoliticas: metaloproteases (SVMPSs) e serinoproteases (SVSPs) onde
se incluem as SVTLE (enzimas semelhantes a trombina- “trombin-like”).
Recentemente, Rodrigues (2010) fez uma analise do perfil de expressdo génica
da glandula da peconha de B. pauloensis e encontrou que a grande maioria das
toxinas eram as SVMPs (38%) e PLA, (27%). As SVSPs constituem apenas 5,1%
desta peconha. Nossos resultados indicam claramente que ISO inibe
metaloproteases e fosfolipases A, presentes em maior concentragao na pegonha
de Bothrops pauloensis.

Alguns trabalhos sugerem que extratos aquosos de Musa paradisiaca,
Schizolobium prahyba, Casearia mariquitenses, Casearia sylvestris ou compostos
isolados (VALE et al., 2008; Da Silva et al., 2008) podem neutralizar a atividade
de constituintes da peconha por diferentes mecanismos; 0s quais podem ser:
atividade proteolitica, precipitacdo inespecifica de proteinas, acdo quelante de
ions metalicos ou peptideos sintéticos que mimetizam o dominio ligante do
substrato a enzima (Borges et al., 2005; Izidoro et al., 2003; Rucavado et al.,
2008).

Alguns autores sugerem que a heutralizacdo da acdo da peconha pode
ocorrer por uma atividade proteolitica intrinseca dos extratos vegetais ou de
compostos isolados (Mendes et al.,, 2008, Vale et al. 2008). Nossos resultados
indicam que ISO nao apresenta atividade proteolitica, pois ndo foi capaz de
degradar o fibrinogénio ou as proteinas da peconha.

Borges et al. (2005), Mendes et al. (2008) e Vale et al. (2008) sugerem que
taninos e flavonoides podem se complexar com proteinas de forma inespecifica,
precipitando-as. A isohemigossipolona quando misturada com proteinas nao
forma precipitados, pois quando as amostras sao centrifugadas ndo observamos
a presenca de precipitados.

A acdo quelante de ions metalicos € descrita por varios autores como

mecanismo de acdo para inibir fosfolipases A, e metaloproteases que sao
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dependentes de Ca'" e Zn'", respectivamente. Extratos aquosos de Casearia
sylvestris (Borges et al., 2001), Casearia mariquitenses (lzidoro et al., 2003) e
Mikania glomerata (Maiorano et al., 2005) inibem enzimas da peconha de
serpentes que sdo dependentes de ions metalicos, sugerindo que componentes
dos extratos retiram esses ions das enzimas, inativando-as. Rucavado et al.
(2000) sugerem que batimastat inibiu os danos provocados por peconhas ofidicas
por acdo quelante. Rucavado et al. (2008) afirmam que clodronato e doxociclina
inibem SVMPs porque mimetizam dominios ligantes de fon Zn*" , impedindo a
atividade de metaloproteases. Nao podemos descartar esse mecanismo de acao
para I1SO, pois 0 composto inibiu os efeitos lesivos provocados por enzimas
dependentes de ions metalicos, como PLA; e SVMPs.

Sabe-se que apoOs o acidente ofidico a difusdo das toxinas presentes na
peconha ocorre rapidamente e, as sequelas no local da picada causadas pelo
envenenamento botropico normalmente ndo sdo revertidas pelo soro antiofidico
(BATELLINO et al., 2003). A reproducédo das atuais circunstancias dos acidentes
ofidicos, onde o0 composto isolado é aplicado ap6s 15 minutos do
envenenamento, mostrou que a hemorragia e a miotoxicidade causadas pela
peconha de B. pauloensis foram inibidas significantemente, similar ao que foi
comprovado com o batimastat e doxociclina para a atividade hemorragica
(RUCAVADO et al., 2000; 2008) e extrato aquoso de Schizolobium parahyba para
as atividades hemorragica e miotoxica (MENDES et al.,2008).

Um aspecto importante na busca de novos farmacos que inibem os efeitos
lesivos causados pela acdo proteolitica das peconhas de serpentes foi discutido
por RUCAVADO et al. (2008). Os autores destacam que compostos com acao
nao especifica sdo necessarios em doses mM ou M, enquanto aqueles com acgao
especifica atuam em concentra¢cdes UM ou nM. Em nosso trabalho, observamos
que 10mM de ISO inibe cerca de 70% da acdo hemorragica da peconha e 40% da
acdo hemorragica da metaloprotease BthMP. Como essa € uma concentracdo
intermediaria entre os valores apontados acima, é possivel que, mesmo que
apresente uma acao quelante, a presenca de grupamentos hidroxilas ligados ao
anel aromatico das naftoquinonas pode interferir ou complexar-se com algum

dominio importante para a atividade biol6gica da proteina.
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E importante destacar que a solucédo A (84% de agua, 14% de etanol, 1%
de tween 80 e 1% de cloroformio) utilizada para dissolver a isohemigossipolona
nao inibiu a atividade lesiva da peconha. Estes resultados foram observados
quando Pb foi dissolvida nesta solucéo (resultados ndo mostrados).

Portanto, para uma melhor avaliacdo do real potencial terapéutico da
naftoquinona isolada, sdo necesséarios estudos do complexo naftoquinona-

proteina por modelagem molecular ou cristalografia de raio X.
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Figura 1- Estrutura quimica do composto isolado de Pachira aquatica

isohemigossipolona
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Tabela 1: Neutralizacdo da atividade coagulante® da peconha bruta de Bothrops
(Bothropoides) pauloensis (Pb) pela naftoquinona isolada de Pachira aquatica
(1SO).

Pb Incubagdo 1:1 Incubagdo 1:5 ISO Solugao AP PBS

55+ 0,64 120+ 0,02* >240 +0,0* >240+0,0 >24010,0 >240%0,0

% atividade coagulante do plasma determinada até 240 segundos.

® Solucdo A- solucéo solvente do composto isolado de Pachira aquatica (84% de
agua, 14% etanol, 1% tween 80 e 1% de cloroférmio)

*As médias sao significativamente (p<0,05) diferentes das médias controles.

66



Diametro do halo hemorragico

GRUPOS

Figura 2- Neutralizacdo da atividade fosfolipasica A, da peconha de Bothrops
pauloensis (10 pg Pb) pelo extrato bruto (EB) e isohemigossipolona (ISO) isolada
de Pachira aquética. Cada experimento € representado pela média +S.D (n=3).

*As médias sao significativamente (p<0,05) diferentes das médias controles.
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Figura 3- Inibicdo das proteases da peconha de Bothrops pauloensis (Pb) pela

isohemigossipolona(ISO) isolada de Pachira aquatica.

1- Fibrinogénio (Fib)(15ug),

2- Pb (10pg),

3- Pb + Fib,

4- Pb +1SO 1:1(m/m; Pb/ 1ISO) +Fib,

5- Pb +1S0O 1:5 (m/m; Pb/ ISO) +Fib,

6- Pb +1S0O 1:10 (m/m; Pb/ 1SO) +Fib,

7- 1SO (composto isolado de Pachira aquatica ) (100ug) + Fib.
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Figura 4- Neutralizacdo da atividade hemorragica da peconha de Bothrops
pauloensis (Pb) e BthMP(metaloprotease de Bothrops moojeni ) pelo extrato bruto
(EB) e isohemigossipolona isolada de Pachira aquatica (ISO). A- Neutralizacao de
Pb por ISO. B- Neutralizagéo de Pb por EB; C- Neutralizagdo de BthMP por ISO.

Cada experimento € representado pela média +S.D (n=5). *As médias sado

significativamente (p<0,05) diferentes das médias controles.
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Figura 5- Neutralizacdo da miotoxicidade da peconha de Bothrops pauloensis

(Pb) pela isohemigossipolona (ISO) isolada de Pachira aquatica. Cada

experimento é representado pela média =S.D (n=5).
significativamente (p<0,05) diferentes das médias controles.

*As médias sao
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Figura 6- Neutralizacdo de ensaios anticoagulantes da peconha de Bothrops
(Bothropoides) pauloensis (Pb) pelo composto isolado de Pachira aquatica (ISO).
Foi medido o tempo de coagulacdo (segundos) do plasma de camundongos,
coletado 6 horas apos inoculacdo das amostras. A- Tempo de Protrombina (TP);
B- Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), C- Quantificacdo dos Niveis
de Fibrinogénio Plasmatico. Cada experimento € representado pela média +S.D
(n=5). *As médias sdo significativamente (p<0,05) diferentes das médias

controles.
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Capitulo-3
Avaliacdo do potencial genotéxico de uma

naftoquinona isolada de Pachira aquatica (Aubl.)
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Resumo

A utilizacdo de plantas como medicamentos sdo comuns em nossa sociedade.
Alguns compostos presentes nestas plantas sdo bastante visados pela industria
farmacéuitica, dentre eles podemos destacar as quinonas. As quinonas S&o
conhecidas pelo seu alto potencial farmacolégico principalmente como modelos
para drogas antitumorais. Estas moléculas sdo conhecidas por promoverem o
estresse oxidativo gerando espécies reativas do oxigénio, podendo causar
genotoxicidade nos organismos que as utilizam. O cloridrato de doxorrubicina
(DXR) é um dos farmacos utilizados no tratamento de algumas neoplasias. Esta
substancia apresenta alta toxicidade devido aos diferentes mecanismos de acéo,
podendo causar danos irreparaveis em células sadias e tumorais. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a genotoxicidade em células da asa de Drosophila
melanogaster pela isohemigossipolona isolada de Pachira aquatica (ISO). Para
avaliar o potencial genotoxico induzido por ISO utilizou-se o Teste para Detecccdo
de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART). A naftoquinona ISO foi testada
em diferentes concentragcdes (0,25; 0,5 e 1, 0 mg/mL), ndo apresentando
genotoxicidade quando comparada com os controles positivo (DXR) e negativo
(agua ultrapura). Nossos resultados mostram que a naftoquinona I1SO isolada de

Pachira aquatica ndo apresentou potencial genotoxico.

Palavras- chave: naftoquinona, SMART, Pachira aquética, isohemigossipolona
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Abstract

The use of plants as medicines are common in our society. Some compounds
present in plants are very concerned by farmacéuitica industry, among them we
can highlight the quinones. Quinones are known for their high pharmacological
potential primarily as models for antitumor drugs. These molecules are known to
promote oxidative stress by generating reactive oxygen species, may cause
genotoxicity in organisms that use it. The doxorubicin hydrochloride (DXR) is a
drug used in treatment of some cancers. This substance is highly toxic due to
different mechanisms of action, may cause irreparable damage to healthy cells
and tumors. The aim of this study was to evaluate whether a isohemigossipolone
isolated from Pachira aquatica (ISO) shows genotoxicity in the wing cells of
Drosophila melanogaster. To evaluate the genotoxic potential induced by ISO was
used to test the Detecccdo of Somatic Mutation and recombination (SMART). The
ISO was tested at different concentrations (0.25, 0.5 and 1, 0 mg / ml) with no
genotoxicity when compared with positive controls (DXR) and negative (ultrapure
water). Our results show that ISO naphthoquinone isolated from Pachira aquatica

showed no genotoxic potential.

Keywords: naphthoquinone, SMART, Pachira aquatica.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo das plantas medicinais, as quais contém substancias bio-ativas
com propriedades terapéuticas, profilaticas ou paliativas, tem sido durante muitos
séculos o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades que as utilizam para
o controle de diversas doencas e pragas (MACIEL et al., 2002; SIMOES et al.,
2007).

A busca por compostos com atividade biolégica tem despertado grande
interesse da industria farmacéutica nas ultimas décadas. A maioria destes
compostos bioativos é proveniente do metabolismo secundario das plantas, como
flavondides, taninos, terpenos, esteroides e quinonas (HABERMEHL, 1998;
RASKIN et al., 2002). Apesar de grandemente disponiveis na natureza, um dos
grandes desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica e farmacologia é a
caracterizacdo dos compostos bioativos presentes em plantas e seu mecanismos
de acédo (MACIEL et al., 2002).

Plantas das familias Bignoneaceae e Bombacaceae sdo ricas em
compostos com acao biologica. Entre estes compostos estdo as quinonas. Elas
sdo conhecidas pelo seu potencial antitumoral, antitripanomicida, antimicrobiana,
antibactericida e antiinflamatéria (MALTA et al., 2003; MACHADO et al., 2004;
ANDRADE-NETO et al., 2004;KLAUS et al., 2010) . As classes mais conhecidas
de quinonas sdo as naftoquinonas, antraguinonas e benzoquinonas. As
naftoquinonas contém um anel naftalénico com dois grupos carbonilicos. Elas se
destacam pelo seu significante potencial citotéxico atribuido ao fato dessas
moléculas induzirem o estresse oxidativo aumentando a formacao intracelular de
espécies reativas do oxigénio (ROS), como o perdxido de hidrogénio (H20,),
anion radical superéxido (O2) e radical hidroxila (HO®) (SILVA et al., 2003;
SACAU et al., 2003). Com o aumento na geracao de ROS alguns componentes
celulares sédo danificados, podendo levar a apoptose celular. Devido a estas
caracteristicas, geralmente, naftoquinonas sdo utilizadas como modelo para o
desenvolvimento de drogas anticancerigenas (SILVA et al.,, 2003;KLAUS et al.,
2010; SACAU et al., 2003).
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Atualmente o lapachol e seus derivados, principalmente, a e B lapachona
sao as naftoquinonas mais estudadas. Estudos indicam que o estresse oxidativo
provocado por ele ocorre em nivel da enzima P450 redutase, promovendo a
interacdo com as topoisomerases | e Il e, levando a apoptose celular (KUMAGAI
et al., 1997; SILVA et al., 2003).

A planta Pachira aquatica pertence a familia Bombacaceae, conhecida
popularmente como castanha do maranhdo ou castanhola. Alguns compostos
desta planta foram isolados e apresentaram acao antifungicida (SHIBATANI et al.,
1999).

Um dos farmacos utilizados no tratamento de algumas neoplasias € o
cloridrato de doxorrubicina (DXR). A DXR é um antibiético antraciclico isolado de
Streptomyces peucetius, variedade caesius (ASHIKAWA et al., 2004), o qual
possui alta toxicidade devido aos diferentes mecanismos de acdo que podem
interferir em reacdes e enzimas essenciais ao funcionamento do DNA, e levam a
danos irreparaveis em células sadias e tumorais (GEWIRTZ, 1999; RAMJI et al.,
2003; MINOTTI et al., 2004). Varios cientistas tem desenvolvido diversas
pesquisas com compostos bioativos no intuito de diminuir os danos colaterais da
via de acdo causados pela administracdo da DXR (ANTUNES et al.,, 2007;
COSTA e NEPONUCENO, 2006; FRAGIORGE et al., 2007; VALADARES et al.,
2007; REZENDE et al., 2008).

O Teste para Detecccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somética (SMART)
em Drosophila malanogaster € eficiente para detectar atividade genotéxica e
antigenotoxica de compostos (GRAF et al., 1996). Nestes testes sao utilizados os
animais provenientes de cruzamento padrdo (Standard cross - ST) e cruzamento
de alta capacidade de bioativacdo metabdlica (High bioactivation cross - HB), que
apresenta altos niveis constitutivos da enzima citocromo P-450 redutase, o que
permite detectar promutagenos e procarcinogenos. Este teste detecta um amplo
espectro de alteracbes genéticas, incluindo mutagdo de ponto, delecao,
recombinacdo mitotica e ndo-disjuncdo (GRAF et al., 1989; Graf & van Schaik,
1992), sendo mais sensivel para a deteccdo de eventos recombinacionais
(SPANO et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial genotéxico da

isohemigossipoona, uma naftoquinona isolada da planta Pachira aquatica(Aubl.)
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utilizando o teste para detec¢do de mutacdo e recombinagdo somética (Somatic
Mutation And Recombination Test - SMART) em células de asas de Drosophila

melanogaster.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Agentes Quimicos

A naftoquinona ISO foi isolada do extrato bruto da casca externa da raiz de
Pachira aquatica (Aubl.) segundo o protocolo descrito no capitulo 2 desta
dissertagdo. O cloridrato de doxorrubicina (DXR) (Doxolem; Eurofarma
Laboratérios Ltda., Sdo Paulo- SP, Brasil; CAS n°. 23214-92-8) foi obtido do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, MG, Brasil. A agua
ultrapura (18,2MQ) foi obtida do sistema MiliQ (Milipore, Vimodrone, Milan, Italia).
O composto ISO foi dissolvido em solu¢do de dissolugédo (84% de agua Mili-Q,
14% de etanol, 1% de tween 80 e 1% de cloroformio) e adicionado ao meio de
cultura. O meio de cultura alternativo (puré de batata instantaneo) foi comprado
da Yoki Alimentos S. A., Sdo Bernardo do Campo (SP), Brasil.

2.2 Linhagens de Drosophila melanogaster, cruzamentos e

tratamentos

O teste para deteccdo de mutacdo e recombinagdo somatica (somatic
mutation and recombination test — SMART) em células de asas de Drosophila
melanogaster, também denominado de teste da mancha da asa, foi realizado
utilizando trés linhagens mutantes: 1] linhagem “multiple wing hairs” (mwh) com
constituicdo genética y; mwh jv; 2] linhagem “flare-3” (flr), com constituicio
genética fIr® / In(3LR)TM3, ri pP se” [(3)89Aa bx>*® e Bd®; 3] linhagem “ORR; flare-
¥ (ORR; flare-®), com constituicdo genética ORR; flr* / In(3LR)TM3, ri p® sep
I(3)89Aa bx**® e Bd®. Esta Ultima linhagem possui os cromossomos 1 e 2
provenientes da linhagem Oregon R (R), resistente ao DDT, contendo genes
responsaveis por alto nivel de enzimas de metabolizagdo do tipo citocromo
P(CYP)6 A2 (Graf e van Schaik, 1992).
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Com estas linhagens foram realizados dois diferentes cruzamentos: 1)
cruzamento padrao (ST — standard cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens
“fir*” (Graf et al., 1984; 1989); 2) cruzamento de alta capacidade de bioativacdo
metabolica (HB — high bioactivation cross) entre machos “mwh” e fémeas virgens
“ORR; flr¥ (Graf & van Schaik, 1992). Ovos dos dois cruzamentos foram
coletados por 8 horas em frascos contendo uma base de agar-agar (4%) coberta
com uma camada de fermento biolégico suplementado com acucar. A
isohemigossipolona (1ISO), a DXR ou agua foram adicionados ao meio de cultura
para a realizagcdo dos testes. Larvas de terceiro estagio de desenvolvimento (72 +
4 h) foram lavadas com agua corrente e coletadas com o auxilio de uma peneira
de malha fina. Grupos de larvas foram transferidos para frascos de vidros
contendo 1,5 g de meio alternativo (puré de batata instantaneo Yoki®) (Yoki
Alimentos S. A. — Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil) hidratado com solucdes
contendo diferentes concentragbes de ISO (0,25; 0,5 ou 1,0 mg/mL). Como
controle positivo foi utilizado o cloridrato de doxorrubicina (DXR) na concentracao
de 0,125 mg/mL. Como controle negativo foi utilizado o solvente (1% de Tween-

80 + 1% de cloroférmio, 14% de etanol e 84% de agua ultra pura).

Adultos emergentes portadores do gendtipo: mwh + / + flr?3 (trans-
heterozigoto marcado — MH) foram coletados e fixados em etanol a 70%. As asas
foram destacadas e montadas entre lamina e laminula com solucéo de Faure (30
g de goma ardbica, 20 mL de glicerol, 50 g de hidrato cloral e 50 mL de agua) e
analisadas quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas mutantes, em

microscopio optico de luz, com magnificacdo de 400x.

2.3 Andalise Estatistica

As frequéncias de cada tipo de mancha (pequenas simples, grandes
simples ou gémeas) e as freqUéncias totais de manchas por mosca, de cada
tratamento, foram comparadas aos pares (controle negativo versus ISO; controle
negativo versus controle positivo), de acordo com Kastenbaum e Bowman (1970),

com nivel de significancia: a=p=0,05, de acordo com FREI e WURGLER,1988.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo larvas de terceiro estagio dos cruzamentos ST
(standard cross ou cruzamento padrdo) e HB (high bioactivation cross ou
cruzamento de alta bioativacéo), foram tratadas cronicamente (48 horas). Cada
tratamento foi feito em duplicata. Antes da avaliacdo de genotoxicidade, ISO foi
submetido a um teste de intervalo de doses. As taxas de sobrevivéncia de
moscas utilizadas nos experimentos sdo apresentadas na Tabela 1. Nao ha
diminui¢cdes significativas nas taxas de sobrevivéncia das larvas submetidas a
apenas ISSO nos cruzamentos ST ou HB (em relacdo ao grupo controle negativo)
demonstrando que a isohemigossipolona ndo apresenta toxicidade para as larvas.
Os resultados (Tabela 1) demonstram que a ISO ndo foi toxica nas concentracdes
testadas quando comparada com a acdo da DXR em células somaticas de D.
melanogaster.

A avaliacdo genotdxica de ISO foi realizada por meio de cruzamentos ST
(standard cross ou cruzamento padrdo) e HB (high bioactivation cross ou
cruzamento de alta bioativacdo). Os resultados obtidos com individuos MH
(heterozigotos marcados) nos cruzamentos ST (tabela 2), mostram que a
isohemigossipolona nas condi¢des testadas (0,25; 0,5 e 1,0 mg/mL) nao
apresentou genotoxicidade. O nuamero total de manchas mutantes induzidas por
ISO néo foi estatisticamente significante (p>0,05) quando comparado ao controle
negativo (agua MiliQ ou agua ultrapura). Nestes cruzamentos, a DXR levou a um
aumento na frequéncia total de manchas mutantes, demonstrando a
genotoxicidade associada a DXR.

A tabela 3 mostra a frequéncia de manchas mutantes (simples pequenas,
simples grandes e o total de manchas) observadas nos animais tratados (48
horas) com a ISO em diferentes concentracdes (0,25; 0,5 e 1,0mg/mL) no
cruzamento HB. Nestas condi¢cbes, ISO nédo apresentou potencial genotdxico
quando comparado com o controle negativo (agua estéril).

As figuras 1 e 2 mostram o total de manchas induzidas por recombinacéo e
mutacdo mwh, observadas em individuos MH dos cruzamentos ST e HB tratados

com ISO em diferentes concentragdes (0,25; 0,5 e 1,0mg/mL)
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A isohemigossipolona uma naftoquinona isolada, nas concentragdes
utilizadas, ndo é um agente genotoxico, quando analisado por meio de deteccéo
de mutacdo e recombinacdo somatica em Drosophila melanogaster em dois
cruzamentos ST e HB. Em individuos HB tratados com DXR (0,125mg/mL) o
namero de manchas teve um aumento significativo (p<0,05) quando comparado
com o controle negativo.

Alguns estudos mostram que algumas naftoquinonas podem ser
genotoxicas devido ao fato de aumentarem a geracdo de ROS por meio da
formacao intracelular de espécies reativas do oxigénio, como o peréxido de
hidrogénio (H20,), anion radical superoxido (O,) e radical hidroxila (HO®) (SILVA
et al., 2003; SACAU et al., 2003). Elas se destacam pelo seu significante potencial
citotoxico atribuido a modificagdo no DNA (KLAUS et al, 2010). A
isohemigossipolona uma naftoquinona isolada de Pachira aquatica demonstrou
gue nas concentracdes testadas ndo ha potencializacdo da genotoxicidade, mas
seu mecanismo de acdo ainda €& desconhecido. No presente estudo a
doxorrubicina, DXR, foi utilizada devido a sua agéo inibidora da topoisomerase Il,
gerando radicais livres e danos ao DNA (NAVARRO et al. 2006; SPENCER et al.
2008).

Resultados obtidos com o cruzamento HB permitem concluir que a alta
expressao das enzimas citocromo P450 redutase, expressa na linhagem “ORR;
flr*” ndo interfere no potencial genotdxico de ISO nas concentracdes testadas.

Nossos experimentos mostraram que nas concentracdes testadas a
naftoquinona isolada de Pachira aquatica ndo apresentou atividade genotdxica
em ambos os cruzamentos, ST (standard cross ou cruzamento padrdo) e HB

(high bioactivation cross ou cruzamento de alta bioativacéo).
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Figura 1- Estrutura quimica da naftoquinona isolada de Pachira aquatica

isohemigossipolona (ISO).
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Tabela 1 Larvas sobreviventes expostas a diferentes concentracées de somente

isohemigossipolona (ISO) no Teste para Detecccdo de Mutacdo e Recombinacdo

Somatica em D. melanogaster e comparacdo com grupos controles (4dgua

ultrapura e DXR).

Standard cross

High bioactivation

Compostos
(ST) cross (HB)
: - Survival
DXR (mg/mL)  I1SO (mg/mL) Survival (%) p-value
value (%)
0 0 85 >0.05 85 >0.05
0 1.0 80 >0.05 60 >0.05
0 0.5 90 >0.05 80 >0.05
0 0.25 90 >0.05 90 >0.05
0.125 0 70 >0.05 70 >0.05

Comparacdes estatisticas de taxas de sobrevivéncia foram feitas pelo teste de qui-quadrado

para amostras independentes
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Tabela 2 Teste de detecccdo de manchas (SMART) em heterozigotos marcados (MH)
em progénies de cruzamento padrdo (ST) apés tratamento crénico das larvas de

Drosophila com isohemigossipolona (ISO) e doxorrubicina (DXR).

Manchas por asa (nimero de manchas) diagndstico Frequéncia de
Gendtipos e estatistico® clones
, Manchas
tratamentos Nume com
ro de Manchas Manchas clones formac&o/10°
asas pequenas largas Manchas Total de rowh © <_3€_||S por
DXR SO simples (1-  simples (>2 gémas manchas diviséo (je
(N) 2 celulas)” células)® célula
(mg/mL)  (mg/mL) m=5 m =2 ™
9 g m =2 m =5 (nINC)*"
mwh/flr®
0 0 40 0.25 (10) 0.08 (03) 0.03 (01) 0.35 (14) 14 7.1
0 0.25 40 0.13 (05)- 0.08 (03)i 0.00 (00)i  0.20 (08)- 8 4
0 0.50 40 0.18 (07)- 05 (02)i 0.00 (00)i  0.23 (09)- 9 4,6
0 1.0 40 0.23 (9)i 0.00 (00)- 0.10 (04)i  0.33 (13)- 13 6,6
0.125 0 40 0.98 (39)+ 2.15 (86)+ 3.68 6.8 (272)+ 267 13,6
(147)+

% Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler [1988]: +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; P<0.05.

® Incluindo linhagem fir® manchas simples.

“Considerando clones mwh de manchas simples e gémeas mwh single.

4 Calculado de acordo com Frei et al. [1992].

® Numero entre colchetes sdo as frequéncias de inducéo corrigido para a incidéncia espontanea estimada de
controles negativos

'c=48,800 (ntimero aproximado de células examinada por asa).

89



Tabela 3 Teste de detecccdo de manchas (SMART) em heterozigotos marcados (MH)
em progénies de cruzamento de alta bioativacdo (HB) apds tratamento crbénico das

larvas Drosophila com isohemigosspipolona(ISO) e doxorrubicina (DXR).

Manchas por asa (nimero de manchas) diagnéstico N
Frequéncia de

. P a
Genotipos e NGm estatistico Manchas clones
tratamentos ero com
Manchas Manchas clone forma(;éo/105
asas peqtllenaf _ Iarlgas , Manchas Totalde mwh® células por
simples (1-  simples(> é .o~ d
DXR 1SO p (b ’p (b gémeas manchas divisio
(N) 2 células) células) ")
m=5 m =2 ef
mg/mL mg/mL n/NC)™
(mg/mL)  (mg/mL) m =2 m =5 (n/NC)
mwh/flr®
0 0 40 0.30 (12) 0.05 (02) 0.05 (02) 0.45 (18) 18 9,2
0 0.25 40 0.20 (08)- 0.10 (04)i 0.00 0.30 (12)- 12 6,1
(00)i
0 0.50 40 0.38 (15)i 0.03 (01)i 0.00 0.40 (16)- 16 8,1
(00)i
0 1.0 40 0.35 (14)i 0.13 (05)i 0.00 0.43 (17)- 17 8,7
(00)i
0.125 0 40 3.15 3.65 (146)+ 3.80 10.60 404 20,6
(126)+ (152)+ (424)+

% Diagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler [1988]: +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo; P<0.05.

® Incluindo linhagem fir® manchas simples.

“Considerando clones mwh de manchas simples e gémeas mwh single.

4 Calculado de acordo com Frei et al. [1992].

® Numero entre colchetes sdo as frequéncias de inducéo corrigido para a incidéncia espontanea estimada de
controles negativos

'c=48,800 (ntimero aproximado de células examinada por asa).
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Figura 2- Distribuicdo do tamanho (nimero de células) de manchas mutantes em

asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) provenientes do

cruzamento padrdo (ST) tratados com &gua MilliQ (controle negativo),

isohemigossipolona-ISO (0,25; 0,5 ou 1,0 mg/mL) e 4gua e DXR 0,125 mg/mL
(controle positivo).
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Figura 3- Distribuicdo do tamanho (nimero de células) de manchas mutantes em

asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) provenientes do

cruzamento de alta ativacdo (HB) tratados com agua MilliQ (controle negativo),

isohemigossipolona-ISO (0,25; 0,5 ou 1,0 mg/mL) e 4gua e DXR 0,125 mg/mL

(controle positivo).
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CONCLUSAO GERAL

O composto isohemigossipolona inibiu eficientemente as atividades
coagulante, fosfolipasica A,, proteolitica sobre o fibrinogénio, miotoxica,
hemorragica e anticoagulantes (tempo de protrombina- TP; tempo de
tromboplastina parcial ativada-TTPA e quantificacdo dos niveis de
fibrinogénio) causadas pela peconha de Bothrops pauloensis.

O Teste para Detecccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART)
em asa de Drosophila malanogaster mostrou que nas condicfes testadas a
iIsohemigossipolona ndo apresentou genotoxicidade.

E importante ressaltar que as concentragdes de isohemigossipolona
utilizadas no teste de genotoxicidade sédo superiores as dos ensaios de
neutralizacdo mostrados no capitulo anterior. Portanto, podemos inferir que
a isohemigossipolona ndo € genotéxica nas doses utilizadas nos
experimentos de neutralizacdo da peconha de Bothrops pauloensis,

aumentando nossa confiabilidade para uma possivel utilizagcéo terapéutica.
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ANEXOS

Flor da planta Pachira agquética.
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Foszeta Loreal

Presente

Com Anéis caud
Coloridos (Pretos, , guda com Cavuda com
Coauda Lisa Escamas

Brancos e A iad Checalho
Varmealhos) frepladas

Micrurus*=* Bothrops Lachesis Crotfalus
MNédo

Pe¢onhentas®

Tratamento

Diferenca de serpentes peconhentas e ndo peconhentas.
Fonte: FUNASA, 2001- Ministério da Saude. Manual de Diagnéstico e

* As falsas corais podem apresentar o mesmo padriio de coloragio das corais verdadeiras, sendo distinguiveis pela auséncia de dente inoculador,
** Na Amazinia, ocerrem corais verdadeiras desprovidas de anéis vermelhos,
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Serpente Peconhenta
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Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.

Adaptado de http://flymove.unimuenster.de/homepage.html acessado em

24/11/2004.
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Esquema representativo do cruzamento padréo (ST).
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responsaveis

pelo

aparecimento de manchas mutantes mwh por meio de mutagdo (A) e

delecao (B).
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Esquemas representativos dos mecanismos responsaveis pelo
aparecimento de manchas mutantes mwh por meio de nao disjuncéo (A) e

recombinacao entre centromero e l6cus flr (B).
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