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Resumo

Bothrops ¢ um género de serpentes da familia Viperidae, popularmente conhecidas como
jararacas, jararacugus, urutus e outros. Esses animais sdo responsaveis por grande parte dos
acidentes ofidicos no estado de Minas Gerais e em outras regides do Brasil. A pegconha destes
animais possui dois mecanismos de ac¢ao: sistémico e local. O primeiro, que possui tratamento
eficaz pela soroterapia, causa hemorragias por lesdes dos vasos sanguineos e inibi¢do dos
fatores de coagulacdo. Mas, o efeito local ainda ndo possui terapia especifica. Esse ¢
caracterizado por necroses e lesdes teciduais devido a atividade proteolitica e fosfolipasica das
enzimas presentes na peconha botropica. Os taninos sdo metabdlitos secundario das plantas,
que possuem capacidade de complexar com proteinas, inativando-as. Logo, extratos ricos em
compostos fendlicos sdo possiveis inibidores enzimaticos. A aguapé (Eichhornia crassipes) é
uma planta aquatica nativa da América do Sul, com distribui¢do natural nas bacias do
Amazonas e do Rio da Prata. Essa possui compostos fenodlicos, como o 4cido tanico. O objetivo
do presente estudo ¢ avaliar a agdo inibitoria de trés tipos de extratos brutos (aquoso, metanolico
e etilico) obtidos a partir da raiz de Eichhornia crassipes. Para tanto, foram quantificados fendis
totais e taninos nos extratos, realizados ensaios de inibigdo da atividade proteolitica e
fosfolipasica. Como também, os compostos presentes nos extratos foram identificados por meio
de cromatografia liquida de alta resolu¢do. Os extratos etilicos e metanolico apresentaram
inibigdes significativas (p<0,05), respectivamente, nas atividades fosfolipdsicas e
azocaseinolitica. Portanto, esses apresentam potencial aplicacdo terapéutica contra o

envenenamento pela pegonha Bothrops moojeni.

Palavras-chave: Eichhornia crassipe, Bothrops moojeni, Inibicao.
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1.0 INTRODUCAO

1.1. Serpentes e peconha

Serpentes sdo vertebrados, carnivoros, pertencentes ao grupo dos répteis. A Bothrops
moojeni, conhecida popularmente como caigara, pertence a familia Viperidae. Essas sdo
serpentes de médio porte, podendo chegar até 1,95 m. Esses animais apresentam pupilas
verticais, denticdo solenoglifa e fosseta loreal (Freitas, 2003). O habitat desse animal ocorre
em pastagens e ambientes do cerrado, sendo mais comumente encontrada no Sudeste e no
centro do Brasil. E responsavel por grande parte dos acidentes ofidicos em Minas Gerais
(Freitas, 2003; Costa, 2017).

A pegonha das serpentes em modo geral apresenta alta viscosidade e uma grande quantidade
de polipeptidios que podem ter atividade enzimadtica, principalmente as hidrolases como
roteinases, fosfodiesterases e fosfolipases que sdo enzimas que auxiliam na digestao da serpente
(Furtado, 2007). Segundo Mamede et al. 2016, as duas superfamilias fosfolipases A2 e as
metaloproteinases possuem papel central nas lesdes locais produzidas pela intoxicagao
botropica. Essas enzimas estdo relacionadas com os sinais ¢ sintomas de edema, mionecrose,
dor e hemorragia (Kang et al., 2011, Almeida, 2016).

O mecanismo de agdo da pegonha botropica, nos organismos humano e animal, pode ser
dividido em sistémico e local. O primeiro ¢ hemorragico, tendo a capacidade de lesionar vasos
sanguineos, ativar fatores de coagulagdo e interferir na func¢ao plaquetaria. O segundo causa
fortes dores, edemas, sangramentos e principalmente necrose tecidual (Senise, 2014).

Os efeitos sistémicos da pegonha ndo apresentam grandes taxas de letalidade, devido a
eficacia da soroterapia quando ¢ administrado logo apds o acidente. No entanto, os efeitos locais
ainda ndo possuem tratamento especifico, consequentemente, oferece riscos de lesdes graves.
Devido a necrose, existe a possibilidade de o paciente perder a funcionalidade de um de seus
membros, ou ter o mesmo amputado. Logo, ¢ necessario desenvolver medicamentos eficientes,
de facil manejo e eficazes para neutralizar os efeitos locais da peconha botrépica (Almeida,

2016).

1.2 Principais enzimas presentes na peconha Bothrops moojeni
As metaloproteinases sdo proteinas enzimaticas dependentes de ions metalicos zinco, calcio

€ magnésio para sua agao catalitica e causa efeitos como hemorragia, edema e necrose, além de



ser a principal enzima associada a lesdo tecidual (Gutiérrez et al., 2016). Apresentam
diferenciagdes estruturais e funcionais, sendo divididas em trés classes principais de dominios
ndo enzimaticos: P-1, P-II e P-III. Embora estas proteinas sejam conhecidas por causar efeitos
hemorragicos diretos, ainda sdo capazes de causar necrose por efeitos indiretos, como exemplo
a classe P-I que causa eventos hemorragicos locais discretos ou ausentes, mas causa
indiretamente por meio de lesdes teciduais e degradacao dos fatores de coagulagao (Mamede,
2011).

As fosfolipases Az (PLA2) sdo proteinas enzimdticas que catalisam a hidrélise de
fosfolipidios e estdo presentes em diversas atividades bioldgicas de mamiferos, porém apenas
as PLA; presentes na peconha de serpentes sdo toxicas, causando reacdes inflamatodrias e
bloqueio de transmissdes neuronais (neurotoxinas), neurotoxinas estas que sao amplamente

estudadas e apresentam grande potencial farmacologico (Kini, 2003).

1.3 Aguapé (Eichhornia crassipes)

Eichhornia crassipes (Mart.) Solms-Laub. (jacinto da agua, aguapé; Pontederiaceae) ¢ uma
espécie macrofita aquatica com longas raizes, perene, formadora de tapetes, invasora,
pertencente Familia Pontederiaceae. A espécie tem origem na bacia do Amazonas e
distribui¢@o natural nas zonas planas da América do Sul, desde a Venezuela e Colombia até a
bacia do Rio da Prata. Encontra-se dispersa nas regides tropicais e subtropicais de todos os
continentes do globo terrestre (Silva et al., 2015). Devido ao seu intenso crescimento e
proliferacdo extremamente rapida, atualmente, ¢ uma espécie listada pela Unido Internacional
para Conservacao da Natureza como uma das 100 espécies invasoras mais perigosas do mundo.
Essa planta causa problemas ambientais, econdmicos e sociais em vdrias regides do mundo,
pois limita o trafego de barcos, natagcdo e pesca. Destaca-se seus impactos nas vias fluviais da
Africa e do Sudeste Asiatico (Malik, 2007; Coetzee et al., 2009). Apesar disso, ela € rica em
fitocompostos, sendo utilizada na prospeccao de vitaminas, ligninas, terpenos e principalmente

compostos fendlicos como o acido tanico (Tyagi, 2017).

1.4 Taninos

O acido tanico (AT) ¢ um composto polifendlico produzido no metabolismo secundario
vegetal. Os taninos possuem capacidades antimicrobianas e também inibem mecanismos
fagociticos (Monteiro et.al, 2005). O acido tanico ¢ encontrado em frutas, vegetais e chas e ¢

amplamente utilizado no setor alimenticio como flavorizante, devido a sua caracteristica



adstringente e também possui aplicabilidade medicinal em tratamentos dermatoldgicos, como
queimaduras e inflamacodes cutaneas (Hertel et.al, 2016). Essa substancia também possui grande
importancia biotecnologica, sendo aplicada na producgdo de biofilmes, capsulas e peliculas de
revestimento; por sua caracteristica antioxidante (Tse, 2014).

Existem dois métodos principais para quantificar a concentragio de taninos em solucao:
colorimétricos e por difusdo radial. O método colorimétrico consiste na reacao dos polifendis
com reagentes redox especificos (reagente de Folin-Ciocalteu) para formar um complexo azul
que pode ser quantificado por espectrofotometria de luz visivel (Lamuela-Raventos, 2018).

Existem dois grupos onde os taninos sdo classificados: hidrolisaveis e condensados. Os
hidrolisaveis sdo ésteres de acidos galicos e acidos elagicos e formados a partir do chiquimato,
enquanto que os taninos condensados sao produtos do fenilpropanol que sdo encontrados mais
especificamente no reino vegetal, estes taninos possuem alta diferenciagdo estrutural devido as
diferentes ligacdes possiveis entre unidades flavanicas (Heldt ,1997). No entanto, a precipitagao
e ligacdo proteica utilizando taninos s6 € possivel utilizando um peso molecular grande o
suficiente para ocorrer a formagao de ligagdes duradouras e estaveis, porém se o peso molecular
for grande demais pode atrapalhar a transferéncia de moléculas entro os espacos interfibrilares
(Monteiro, et.al 2005). Esta ligacdo entre taninos e proteinas ocorre, por meio de pontes de
hidrogénio entre os grupamentos fenolicos presentes na estrutura dos taninos com determinados
sitios das proteinas ou pela formagdo de revestimentos hidrofobicos ao redor das proteinas
(Hagerman et al. 1998, Tse, 2014), formando complexos. No entanto, ambas formas de
precipitagdo podem inibir os mecanismos de acdo local da peconha e neutralizar o
envenenamento botropico. Assim, esses compostos polifendlicos possuem potencial
terapéutico para evitar as lesdes e consequentemente a perda da fungao ou a amputacao do

membro afetado pela picada da serpente. (Senise, 2014).

1.5 Justificativa

E. crassipes pode inibir os mecanismos de ac¢do local da pegonha botropica utilizando
compostos taninos e sua alta capacidade de ligagdo a proteinas, peconha essa que ¢ a principal
causadora dos acidentes ofidicos na regido do Tridngulo Mineiro, possibilitando o surgimento
de novos medicamentos para o tratamento de individuos envolvidos em nesse tipo de acidente

ofidico.



1.6 Objetivos

1.6.1 Geral:
Comparar a acao inibitoria das enzimas (proteoliticas e fosfolipasicas) presentes na
peconha bruta de Bothrops moojeni por trés diferentes extratos (etanolico, metandlico e

aquoso), obtidos a partir da raiz de Eichhornia crassipes.

1.6.2 Especificos:

a) Quantificar os fendis totais e taninos presentes nos extratos analisados;
b) Identificar os compostos presentes nos extratos por cromatografia liquida de alta resolu¢ao
acoplada a espectrofotometria de massa;

c¢) Analisar a interagdo entre compostos de E. Crassipes e proteinas de peconha de B.Moojeni

2.0 MATERIAL E METODO

2.1 Obtencao da E. crassipes

Espécimes de E. crassipes foram coletas no setor de piscicultura do Parque do Sabia,
Uberlandia, MG, e transportadas imediatamente para o Laboratério de Biologia Celular e
Molecular dos Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU. As raizes foram lavadas em agua
corrente, cortadas do caule, pesadas, secas em estufa a 37 °C por 2 dias, pesadas novamente

apods a secagem e trituradas.

2.2 Obtenc¢ao da Pe¢onha Bruta

A peconha foi adquirida no serpentario Bioagentes de Batatais — Sdo Paulo. A pegonha
foi dessecada a vacuo, em temperatura ambiente, foi preservada a -20° C até o momento do

uso.

2.3 Preparo dos extratos

Os extratos foram produzidos no Laboratorio de Produtos Naturais do Instituto de Quimica

da UFU. Amostras das raizes de secas de Eichhornia crassipes, foram trituradas, tamisadas,



pesadas, ressuspensas em dgua, submetido ao aquecimento a 70 °C com agitacdo constante por
duas horas e, filtradas em papel filtro. O filtrado foi congelado a -20°C e liofilizado até peso
constante, obtendo-se o extrato aquoso de aguapé (EAA). Em seguida, o material retido no
papel de filtro foi sequencialmente extraido com dois diferentes solventes, sendo
respectivamente: 1°) etanol 70 %, 2°) metanol 70%. Na sequéncia, o material foi concentrado
em evaporador rotativo e o residuo aquoso congelado a -20°C e liofilizado, obtendo-se

respectivamente o extrato etandlico de aguapé (EEA) e extrato metandlico de aguapé (EMA).

2.4 Quantifica¢oes de fendis totais nos extratos analisados

Foi utilizado o método Folin-Ciocalteu (FC) para quantificacdo das reagdes de
oxirreducdo presentes no extrato segundo Makkar et.al (1993).

Foi construida uma curva padrio com cinco pontos, em triplicata. Acido Tanico
comercial foi dissolvido em agua MiliQ numa concentracdo de 0,1 mg/ml a 0,5mg/ml. Na
sequéncia foi adicionado em cada tudo 1 ml do reagente FC diluido 1:1 e 2 ml da solugdo de
carbonato de so6dio 20% (Na>CO3) e o volume final foi completado para 5 ml com agua MiliQ.
Apds, 30 minutos de incubagdo no escuro, na temperatura ambiente, foi realizada a medida da

absorbancia a 760 nm.
2.5 Quantificacio dos taninos pelo método de difusdo radial

O método de difusao radial consiste em aplicar as solugdes a serem analisadas nos pogos
formados em géis de agarose e observar a formacdo do complexo tanino-proteina, pela
visualizacdo de halos concéntricos aos locais de aplicagdo. Na sequéncia, o calculo da
concentragdo de taninos € feito com base na proporcao entre o raio do halo formado nos pogos
e a quantidade de taninos (Hagerman, 1987). Esse método possui baixo custo e ndo necessita
de equipamentos laboratoriais sofisticados, como espectrofotometros. No entanto, esse método
ndo possibilita também a distingdo da concentracdo entre taninos condensados e hidrolisados.
Por isso, essa determinacdo precisa ser complementada por métodos colorimétricos.

Foi preparada uma solucdo 50 mM de &cido acético e 60 uM de acido ascorbico, sendo
o pH ajustado para 5,0 pela adicdo de NaOH 0,1 N (Hagerman, 1987). O gel foi produzido
utilizando agarose (1%, p/v). Subsequentemente a mistura foi homogeneizada durante o
aquecimento e depois resfriada a 45°C, adicionando a albumina sérica bovina (0,1%, p/v). O
gel foi distribuido em placas de Petri nas quais foram feitos os pogos, com o auxilio de um

perfurador de 5 mm de diametro. As amostras de 30 uL dos extratos da raiz do aguapé foram



aplicadas nos pogos com micropipetas. Na sequéncia, foi determinada a concentragao de taninos
na amostra pela mensuracdo das dimensdes em centimetros dos halos de precipitacdo da

albumina pelo tanino difundido no gel.

2.6 Atividade fosfolipasica A2 (ou hemolitica direta)

A atividade fosfolipasica foi realizada de acordo com o método de Haberman & Hardt
(1972). O gel foi obtido pela adi¢do de 1,5 g de agarose, 125 ml de tampao PBS pH 7.2, 25 ul
de azida, 1,25 ml de cloreto de célcio (CaCly) 1,5 ml de gema de ovo (diluida em PBS) e 1,5
ml de eritrocitos. O sangue (600 pl) foi lavado com 500 pl de PBS, centrifugado por 5 minutos
a 4000 rpm trés vezes, para obtencdo dos eritrocitos purificados. A preparagdo do gel foi feita
em banho maria e com auxilio de um termometro, pois os compostos foram inseridos em
determinadas faixas de temperatura. Primeiramente a agarose foi dissolvida no PBS, aquecida
e agitada até 80 °C, deixando resfriar até 70 °C. Na sequéncia, foi acrescentado cloreto de calcio
e resfriado até 55 °C. Em 50°C foi acrescentado a azida sédica e a gema de ovo, resfriando os
eritrocitos até 25 °C. Para finalizar, o gel foi transferido a uma placa de petri e conservado em
lugar imido a 37 °C por um dia até o momento das analises.

Na sequéncia, foi acrescentado nos pogos, em triplicata, o acido tanico, peconha bruta e
completado de tampao PBS O 4cido tanico teve volumes crescentes de 4, 6, 8 e 10 ul com
concentragdo de 10 pg/ul, enquanto que os extratos EEA, EMA e EAA tiveram concentragdes
de 20 pg/ul e foram aplicados 20 pl em casa pogo. Apods isso, foi acrescentado 10 pg de
peconha. Como controle positivo foi colocada apenas pegonha bruta e apenas PBS em 3 pogos
e para controle negativo.

2.7 Atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi realizada utilizando o teste azocaseionolitico conforme
Gomes et al. (2012), com modifica¢des. Foram pesados 0,605g de Tris e 0,876g de NaCL
diluidos em 100ml de agua MiliQ, o pH foi ajustado para 6,8 utilizando HCI 3M. O controle
negativo foi obtido utilizando 10pg de pegonha bruta de Bothrops moojeni, 100uL de tampao
Tris e 800uL de azocaseina previamente filtrada. Nos demais eppendorfs foram acrescentadas
quantidades crescentes de extrato: 8, 10 e 20 uL de EAA, EEA ¢ EMA, na concentragdo de
20mg/ml; para o ensaio com acido tanico foi utilizado a concentragdo de 10mg/ml onde cada
eppendorf possuia 8, 10, 20 e 40 uL da solugdo. Todos os tubos foram deixados no banho seco

a 37 °C por uma hora, depois foi acrescentado o acido tricloro acético (TCA) para precipitar as



proteinas. Na sequéncia, as amostras foram centrifugas por 10 min a 10000g. O sobrenadante
foi coletado e lido no espectrofotdmetro, a 405 nm (Cada 0,01 de absorbancia medida significa

1 unidade de atividade proteolitica).

2.8 Identificacdes dos compostos dos extratos

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia hifenado ao espectrémetro de
massas (CLAE/EM), realizadas no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (IBTEC-UFU) em um CLAE (marca
Agilent modelo Infinity 1260) hifenado ao espectrometro de massas de alta resoluc¢ao do tipo
Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizacao por electrospray (IES). Os
parametros cromatograficos foram: coluna Agilent modelo Poroshell, 3 mm de diametro
interno, 10 cm de comprimento, particulas de 2,7 um, a fase mével: 4gua acidificada com acido
formico (0,1% vv-1) (A) e metanol (B), com o gradiente: 10% de B (0 min), 98% de B (0-10
min); 100% de B (10-17 min). Os parametros de ioniza¢do foram: pressdao do nebulizador de
20 psi, gas secante a 8L/min a uma temperatura de 220 °C e no capilar foi aplicado uma energia
de 4,5KV.

A identificacdo foi realizada levando em consideracdo a massa de alta resolugao e o
EM/EM comparada com a literatura.

2.9 Analise por espectroscopia no infravermelho

As determinacdes dos espectros de infravermelho das amostras foram realizadas no
Centro de pesquisa em Biomecanica, Biomateriais e Biologia Celular (CPBi0) da Faculdade de
Odontologia da UFU. Os dados foram obtidos a temperatura ambiente usando um
Espectrofotometro Shimadzu Fourier Transform IR (FT-IR) (Vertex 70, Bruker Optik) na faixa
espectral de 440 a 2000 cm ~ ! por meio de um elemento de refletancia acoplado (ATR) com

resolugdo de 2 cm ~ !, segundo Matias et al. (2017).

2.10 Analises estatisticas

Todas as determinagdes de compostos fenodlicos foram feitas em triplicata. As médias
dos resultados obtidos foram analisadas por ANOVA (a priori), teste Tukey (a posteriori) e

Bonferroni, sendo p<0,05.



3.0 Resultados
3.1 Quantifica¢oes dos fenois totais e taninos

Os resultados obtidos demonstram que os extratos apresentaram compostos fenélicos.
Houve alta correlagdo entre a concentragdo de acido tanico e a absorvancia determinada na
curva padrdo. Nao houve diferenca significativa na quantidade de fendis totais expressos em
padrdo de acido tanico, entre os trés tipos de extratos analisados, conforme demonstrado pela

curva de calibragdo e amostras quantificadas, representadas pela tabela 1.

Tabela 1: Diferengas de concentracdao de fenois totais, expressos em padrdo de 4cido tanico,
entre os extratos etandlico, metandlico e aquoso da raiz do aguapé (Eichhornia crassipe),
respectivamente representado pelas siglas EEA, EMA e EAA. Cada valor representa a média +

desvio padrao (n=3).

Extratos Meédia das concentragdes em miligramas
EEA 0.248 +3*107’
EMA 0.246 = 3%10°7
EAA 0.247 +3*107

3.2 Quantificacao dos taninos pelo método de difusio radial

Em relagdo a andlise de difusao radial, verificou-se que as amostras ndo formaram halos,
conforme expresso na Figura 1, indicando que ndo houve a formagdo de complexos taninos-

albumina em todos os trés tipos de extratos testados, a ndo ser nos controles positivos.




Figura 1: Ensaio de difusdo radial das amostras de &cido tanico, entre os extratos aquoso (EAA),
metanolico (EMA) e etanolico (EEA) da raiz do aguapé (Eichhornia crassipe), respectivamente
sendo: A) EAA; B) EMA e C) EEA. Como controle positivo (pogos com halos brancos), foram
aplicados 30 pl de &cido tanico (0,1g/ml) por poco.

3.3 Atividade proteolitica

B So6 PB
3 PB+AT
EBE&E So AT

Absorbancia 405nm
(=] o (=] o o
8 8 kB 8 &

Figura 2: Analise da inibigdo da atividade azocaseinolitica de 10 pL pegonha bruta (PB) e 4cido tanico
(AT) de Bothrops moojeni, pré-incubada com 8 pL. de acido tanico (AT), 01 hora, 37°C, mensuradas

por espectrofotometria em 405 nandmetros.

Tabela 2: Andlise da inibi¢ao da atividade azocaseinolitica em diferentes proporgdes entre
peconha bruta (PB) de Bothrops moojeni pelo &cido tanico (AT), pré-incubada com 8 pL de acido
tanico (AT), 01 hora, 37°C, mensuradas por espectrofotometria em 405 nandmetros. * = (p<0,05)

ANOVA e Turkey.

Propor¢ao Absorbancia média 405nm
(AT: peconha bruta) PB AT + PB Apenas AT
0,8:1 - 0.028* -
1:1 0.071 0.037* -
2:1 - 0.008* -
4:1 - 0.010%* 0.008

O 4cido tanico inibiu significativamente a atividade proteolitica. Conforme demostrado

na figura 2, os tubos com maiores concentragdes de AC (acido tanico) apresentaram apenas 1
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unidade de atividade, indicando inibigdo de aproximadamente 85% da acdo proteolitica da

pecgonha bruta.
0.10-
CJ PB

0081 - E3 PB + EAA (8 L)
£ 1 E3 PB + EAA (10 L)
S 0.06- T - [ PB + EAA (20 puL
o 1 ul)
<t ===
> 0.04- Bl EAA (20 pi)

0.02

0.001—+ -

Amostras aplicadas

Figura 3: Analise da inibi¢ao da atividade azocaseinolitica entre 10 uL de pegonha bruta (PB)
de Bothrops moojeni, pré-incubada, 01 hora, 37°C, com 8, 10, 20 puL de extrato aquoso da raiz
do aguapé (EAA), mensuradas por espectrofotometria em 405 nandmetros. * = (p<0,05)

ANOVA e Turkey.

Tabela 3: Anélise da inibicdo da atividade azocaseinolitica em diferentes propor¢des entre
peconha bruta (PB) de Bothrops moojeni e extrato aquoso da raiz do aguapé (EAA), pré-
incubadas, 01 hora, 37°C, mensuradas por espectrofotometria em 405 nanometros. * = (p<0,05)

ANOVA e Turkey.

Proporg¢ao Absorbancia média 405nm
(EAA: peconha bruta) PB EAA + PB Apenas EAA
0,8:1 - 0.042* -
1:1 0.071 0.053 -
2:1 - 0.066 0.029
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0.10-

CJ PB

0081 E3 PB + EEA (8 L)
€ T = E PB + EEA (10 L)
& 0.061 D PB + EEA (20 pL
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<
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0.02-
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Amostras aplicadas

Figura 4: Analise da inibi¢do da atividade azocaseinolitica entre 10 uL. de peconha bruta (PB)
de Bothrops moojeni, pré-incubada, 01 hora, 37°C, com 8, 10, 20 uL de extrato etanolico da
raiz do aguapé (EEA), mensuradas por espectrofotometria em 405 nandmetros. * = (p<0,05)

ANOVA e Turkey.

0.10-
CJ PB

0081 E3 PB + EMA (8 L)
€ T . E) PB + EMA (10 uL)
5 0.06; x [ PB + EMA (20 ul)
= e == = H
g 004_ .E.. L - EMA (20 },Ll)

0-02' %‘l‘

0.00— . .

Amostras aplicadas

Figura 5: Anélise da inibi¢do da atividade azocaseinolitica entre 10 pL. de peconha bruta (PB)
de Bothrops moojeni, pré-incubada, 01 hora, 37°C, com 8, 10, 20 uL de extrato metandlico da
raiz do aguapé (EMA), mensuradas por espectrofotometria em 405 nandmetros. * = (p<0,05)

ANOVA e Turkey.
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3.4 Atividade fosfolipasica

Os dados obtidos na atividade fosfolipasica estdo descritos na Figura 6.

Associacdo (Exfrato + PB)

Controle Fosiha Controle Megativo

apl 10 pl 20 pl {Apenaz PB) {hpenas PES)

EMA

EEA

Figura 6: Andlise da inibigdo da atividade fosfolipasica em gel de agarose, copolimerizado com
sangue, sendo aplicado em cada pogo 10 uL com 10ug peconha bruta (PB) de Bothrops moojeni
pré-incubada, 01 hora, 37°C, com 8, 10, 20 uL de dos extratos aquoso (EAA), metanolico
(EMA) e etandlico (EEA) da raiz do aguapé (Eichhornia crassipe). Como controle positivo e

negativo foram, respectivamente, utilizados apenas pegonha bruta (PB) de B. moojeni e PBS.

Nesse ensaio, houve a formagao uniformes nos pogos contendo peconha bruta. Ocorreu
inibi¢do significativa da fosfolipase presente na peconha de Bothrops moojeni apenas quando
a mesma foi incubada com os extratos etandlico da raiz do aguapé (EEA). A Tabela 4 representa

o tamanho dos halos, em centimetros.
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Tabela 4: Analise da inibi¢do da atividade fosfolipasica comparando o didmetro dos halos
formados em gel de agarose, copolimerizado com sangue, sendo aplicado em cada poco 10 pL.
peconha bruta (PB) de Bothrops moojeni pré-incubada, 01 hora, 37°C, com 8, 10, 20 puL de dos
extratos aquoso (EAA), metanolico (EMA) e etanolico (EEA) da raiz de aguapé (Eichhornia
crassipe). Como controle positivo e negativo foram, respectivamente, utilizados apenas
peconha bruta (PB) de B. moojeni e PBS. *= inibicao significativa pelo teste ANOVA one-way

com pos teste de Bonferroni (p < 0.05).

Extratos Diametro dos halos formados (centimetros) ‘
8 uL 10 uL 20 uL | Tamanho | Média Meédia
do pogo | extratos PB
EAA 2.5 2.5 24 0.8 1.66 -
EMA 2.5 2.6 2.3 0.8 1.66 -
EEA 24 2.2 2.1 0.8 1.43* -
PB 2.8 2.7 2.5 0.8 - 1.66

3.4 Cromatografia

A anélise dos compostos presentes na aguapé foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia utilizando a ionizagao por eletrospray (ESI), os compostos foram bombardeados
por ions positivos ou negativos no intuito de quebra-los em partes menores, essas partes foram
analisadas pelo espectrofotometro de massa e os resultados pesquisados na literatura, no intuito

de identificar os compostos presentes.
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Figura 7: Cromatograma de massa contendo x tempo de retengao mostrando 6 picos atribuidos

e um composto de carga negativa do extrato aquoso [M-H]".
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Tabela 4: Identificagdo do tempo de retengdo, massa experimental, massa teorica, erro em PPM

(partes por milhdo), massas resultantes apos o spray de ionizagdo, nome do composto e

referéncia utilizada para esta identificacdo, respectivamente para cada um dos pontos presentes

na Figura 7.
TR M-H (exp.) M-H (tedrico) Am EM/EM Nome Referéncia | Pico
0,67 131,0461 131,0462 0,76 114; 113 L-Asparagina | Metlin 1
0,91 117,0191 - - 108;106 NI - 2
5.32 173.0811 173.0819 4.62 Acido Metlin 3
subérico
6,42 187,0972 187,0976 2.13 125 Acido Metlin 4
nonadecandico
6,70 173,1187 173.1183 2.31 127 Metil-4-butil Rodriguez | 5
butanoato Perez
8,83 329.2332 - - 283 NI - 6
x10 5
8541 5
8,
7,54
7,
6,54
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5,51
5,
4,59
4
3,54
31 4
2,54
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Y o J\JA\ e 77777”_M/J;‘““‘vw&(\l‘\,N ;‘JU‘ | \»«V»J‘L—»— ——

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 11,5 12 125 13 13,5 14 145 15 155 16 165

Pontos x tempo de aquisicao

Figura §8: Cromatograma de massa contendo x tempo de retengdo mostrando 6 picos atribuidos

e um composto de carga negativa do extrato etilico [M-H]".
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Tabela 5: Identificagdo do tempo de retengdo, massa experimental, massa teorica, erro em PPM

(partes por milhdo), massas resultantes apos o spray de ionizagdo, nome do composto e

referéncia utilizada para esta identificacdo, respectivamente para cada um dos pontos presentes

na Figura 8.
TR M-H M-H Am EM/EM | Nome Referéncia Pico
(exp) (tedrico)
6,40 187,0972 | 187,0976 | 2.13 | 125 Acido nonadecandico Metlin 1
11.57 | 299.2590 | - - 297 - NI 2
11,99 | 271.2279 | 271.2279 | 0 225 Acido 2- Metlin 3
hidroxihexadecandico
12.22 | 279.2330 | 279.2330 | O 261 Acido linoleico Metlin 4
12.59 | 255.2333 | 255.2330 | 1.17 | 237 Acido palmitico Metlin 5
13.18 | 283.2642 | 283.2643 | 0.35 | - Acido esteérico Metlin 6
x10%
9
16
1,4 7
13
12
114
1
0,9
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07 8 10
06] 6 ~/v
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sl ] 5 | \
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Figura 9: Cromatograma de massa contendo x tempo de retengdo mostrando 6 picos atribuidos

e um composto de carga negativa do extrato metilico [M-H]".
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Tabela 6: Identificagdo do tempo de retengdo, massa experimental, massa teorica, erro em PPM
(partes por milhdo), massas resultantes apos o spray de ionizagdo, nome do composto e

referéncia utilizada para esta identificacdo, respectivamente para cada um dos pontos presentes

na Figura 8.
TR M-H (exp) | M-H Am EM/EM Nome Referéncia Pico
(tedrico)
0,67 131.0461 131.0462 0.76 | 114;113 L-Asparagina Metlin 1
0,91 117.0191 - - 108;106 NI - 2
6,42 187.0969 187.0976 3.74 | 125 Acido Nonadecandico Metlin 3
6,59 173.1187 173.1183 231 | 127 Metil-4-butil butanoato Rodriguez 4
Perez
8,82 329.2332 | 329.2333 - 311;293; Agalar 5
299;183;171; Acido trihidroxioctadecandico
155;127
10.94 295.2276 - 1.1 277;171 Hydroxyoctadecadienoic acid Metlin 6
11.47 299.2591 - - 281;253;241 NI - 7
12.18 279.2328 279.2330 | 0.71 | 261 Acido linoleico Metlin 8
12.43 255.2339 | - - 215;114 NI - 9
12.58 281.2485 - - 179 NI - 10

“SoH

B

SN NN
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0
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Figura 10: Estrutura quimica dos compostos identificados através da cromatografia presentes
nas figuras 7, 8 € 9. A) L-asparagina; B) acido nonadecanoico; C) Acido subérico; D) Acido
palmitico; E) Acido trihidroxi-octadecanoico; F) Acido 2-hidroxihexadecandico; G) Acido
linoleico; H) Acido palmitico 1) Acido oleico.
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HaC OH

Figura 11: acido estearico.

3.5 Espectroscopia no infravermelho
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Figura 12. Espectros de Infravermelho das amostras (a) PB, AT+PB, AT, (b) PB, EAA+PB,
EAA, (c) PB, EMA+PB, EMA.

A Figura 12 representa os espectros de infravermelho (IR) das amostras PB, AT, EAA,
EMA e misturadas com PB. Na Figura 12 (a) mostra os espectros de IR das amostras PB, AT e

AT+PB e AC em que se observa bandas de absor¢do correspondentes aos modos vibracionais
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dos componentes das amostras. Em destaque, as bandas 1370 e 1457 cm™! observa-se apenas
na amostra PB, verificando sua auséncia na mistura. Essas bandas sdo correspondentes aos
modos vibracionais das ligagdes CH3 e CH,. Em adigdo, verifica a presenca da banda 1560 cm’
! ¢ a uma supressio da banda 1710 cm™ na amostra mistura, estando correlacionadas,

respectivamente a ligacdo N-H flexdo no plano e lipidios ésteres.

Portanto, com base nesses resultados da indicios de que o extrato AT interage nos sitios
CH e lipideos presentes no PB bem como forma ligacdes N-H. Na mistura EAA+PB (Figura
12 b) e EMA+PB (Figura 12 ¢) ndo foi observado a banda em torno de 1560 cm™ confirmando
que a interacdo nao ocorreu formagao da ligagao N-H entre a proteina e o extrato. Contudo, os

extratos EAA e EMA interagem com PB via lipideos e nas ligagdes C-H da proteina PB.
4.0 Discussao

Os dados obtidos na andlise de fendis totais e taninos ndo corroboram a andlise
fitoquimica realizada por Haggag et al. (2017) nesse trabalho, os autores afirmam que os
extratos metanolicos de Eichhornia crassipes contem taninos. Por isso, pode-se inferir que
talvez outros compostos fendlicos foram detectados por esse método colorimétrico. Uma
explicagdo possivel para esses dados pode ser a variagdo sazonal na producdo de taninos por
essas plantas, como ocorre com outras espécies vegetais como o Alecrim-do-campo (Baccharis
dracunculifolia). Espirito-Santo et al. (1999), determinaram taninos em amostras dessa espécie
coletadas no cerrado mineiro, € nao constataram a presenca desses compostos no periodo de
julho a outubro. No entanto, os valores de compostos fenolicos sdo relativamente maiores aos
encontrados por Vasu et al. (2009) em extratos metandlicos de E. crassipes, com também por
Tyagi and Agarwal (2017) em raizes de aguapé da India.

O 4cido tanico apresentou forte inibicao no teste proteolitico da azocaseina. A peconha
bruta incubada com de 40 pL de uma solugdo de acido tnico 10 mg/ml apresentou apenas 1
unidade de atividade proteolitica. No entanto, 20 uLL da mesma solugdo também apresentou
média de 1 unidade. Logo, pode-se inferir que a relagdo 2:1 de acido tanico pra peconha ¢
suficiente para inibi-la quase que completamente a degradagdo de azocaseina pela PB. De
acordo com Ozdal et al. (2013), compostos fenolicos sdo excelentes doadores de hidrogénio e
com isso sdo capazes de formar ligagdes de hidrogénio com o grupo carboxila das proteinas,
fazendo com que o sitio catalitico da enzima perca afinidade pelo substrato.

Fernandes et al. (2011) descreveram a atividade antiofidica de extratos metandlicos de

Serjania erecta, atribuindo a acao a taninos e flavonoides. No entanto, embora compostos
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fenolicos apresentem grande afinidade por proteinas, no teste fosfolipasico o 4cido tanico ndo
formou halos, o que deveria ter ocorrido como controle positivo. De acordo com Ozdal et al.
(2013), em ambientes com pH alcalino, os compostos fenolicos interagem com oxigénio
presente nas cadeias laterais dos peptideos e se transformam em quininas, que se condensam e
formam compostos de coloragdo marrom, com alto peso molecular. Possivelmente por isso, o
acido tanico nao foi capaz se difundir pela malha do gel de agarose da Figura 1, impedindo a
formagdo de complexos com as enzimas fosfolipdsicas presentes na pegonha bruta de B.

moojeni.

A inibicdo da fosfolipase A2 (PLA2) possivelmente pode ser atribuida a presenga de
acidos graxos insaturados na amostra, como o acido linoléico. Essa ndo ¢ a primeira descri¢ao
desses compostos em E. crassipes. Liebezeit et al. (2017) analisaram, entre outros compostos
lipidicos, acidos graxos. Eles determinaram o acido graxo n16:0 como dominante na fragdo
acida. Segundo Ballou (1985) esse e outros acidos graxos, como por exemplo o palmitoleico,
oleico, linolenico e aracddonico, inibem as PLA2, possivelmente de forma ndo competitiva.
Segundo Zambelli et al. (2017), a PLA2 secretada ¢ encontrada em varias pegonhas animais e
provavelmente contribui para o desenvolvimento de dor, inflamacao e lise celular devido ao
envenenamento.

Outra explicacdao dessa inibicao seria a presenga de compostos fenodlicos nao-taninos
presentes no extrato. Segundo Silva et al. (2009) compostos fendlicos como flavonoides
apresentam atividade inibidora de fosfolipase A2. Segundo PEREANEZ et al. (2011) esses
podem fazer ligacdes do tipo pontes de hidrogénio com os sitios ativos das fosfolipases A2.
Nesse caso, bloqueiam o sitio catalitico da enzima, resultando em possiveis efeitos
antimiotoxicos. No entanto, sdo necessarios estudos futuros para quantificar a concentracao
desses acidos graxos, visto que a técnica cromatografica utilizada nesse estudo tem como
objetivo apenas identificar os compostos presentes nos extratos € ndo quantifica-los.

Em relacdo a inibicdo da atividade proteolitica, apenas o extrato metandlico inibiu
significativamente a peconha bruta no teste proteolitico com azocaseina. Este extrato foi o que
mais apresentou compostos quando se compara os picos mostrados na Figura 9 com os da
Figura 8 e 7. Os outros extratos apresentaram inibi¢ao da atividade azocaseinolitica, mas apenas
em baixas concentragdes quando comparados com os resultados do extrato metilico, o que
corrobora os dados de Haggag et al. (2017).

As bandas obtidas na analise por espectroscopia no infravermelho sdo correspondentes

aos modos vibracionais das ligagdes CH3 e CH2. Como também, verifica-se a presenca de
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ligagdo N-H flex@o no plano e lipidios ésteres. No entanto, os principais sinais para identificar
os taninos nos extratos ndao foram registrados. Segundo Grasel et al. (2015) os taninos
hidrolisaveis tém na regido entre 1734-1707 cm™', o alongamento de ésteres C = O, enquanto o
taninos condensados tém em 1285-1283 cm-! - alongamento de flavonéide pirano C-O. Logo,
esses dados estdo de acordo com os resultados obtidos na difusdo radial.

Portanto, até onde se sabe, esse ¢ o primeiro trabalho que descreve a aplicacdo dos
extratos aquosos € metanolico de raiz do aguapé como fonte de compostos lipidicos, os quais
atuam formando complexos com as proteinas presentes na pe¢onha bruta de Bhotrops moojeni.

conforme demonstrado pelas analises espectrofotométricas no infravermelho (fig. 12).

5.0 CONCLUSAO
Os extratos etilico e metandlico apresentaram inibi¢des significantes, respectivamente,
nas atividades fosfolipasicas e azocaseinolitica. Portanto, esses apresentam potencial aplicagao

terapéutica contra o envenenamento pela peconha Bothrops moojeni.
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