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Apresentacao

O uso de plantas medicinais pelos seres humanos para tratamento de suas
enfermidades é fato desde o inicio da domesticacdo de animais e cultivares. Pode se
pensar que até mesmo muito antes do desenvolvimento de nossa racionalidade ja se
tinha uma estreita relacdo entre homens e plantas exatamente pelo fato de nunca
termos sido estritamente carnivoros. Até mesmo animais predadores como caes
selvagens e lobos muitas vezes ingerem gramineas e folhas de determinadas ervas
numa tentativa instintiva de controle de parasitas internos. Na natureza temos uma
infinidade de relagbes como essas evidenciando a importancia do reino vegetal para
todos os animais, ndo s6 em nivel alimentar, mas também medicinal.

Muitos dos compostos medicinais que estas plantas possuem geralmente
surgem da necessidade destas de se protegerem da agdo do meio ambiente como
raios solares e acao de patdégenos ou para atragdo de polinizadores e até mesmo da
relagdo de uma planta com outra, num evento conhecido como alelopatia. Algumas
dessas substancias, conhecidas como metabdlitos secundarios, como os polifendis,
em animais desempenham muitos efeitos benéficos como sequestramento de
radicais livres, agado anticarcinogénica, antimicrobiana, vaso protetora e estimulante;
por outro lado, outros compostos como alguns alcaldides podem ser toxicos ou
alucindégenos. Sécrates, por exemplo, grande filosofo da Grécia antiga foi executado
pela ingestdo de um alcaldide chamado coniina; ja os indios brasileiros do amazonas
utilizam o extrato do curare que contém o alcaldide tubocurarina, extremamente letal,
nas pontas das flexas para a caca e para a guerra.

O estudo dessas plantas e da relagdo que grupos étnicos ou sociais mantém
com elas e |lhes da utilidade é designado pela sociedade cientifica atual como
Etnobotanica. Quando aplicada ao estudo das plantas medicinais trabalha em
estreita parceria com a Etnofarmacologia, que consiste na exploragdo cientifica
interdisciplinar de agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou
observados por determinado grupo humano. Dessa maneira iniciamos estudos

bioquimicos apds identificarmos que na regido de Araguari-MG a planta
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Schizolobium parahyba, ja tinha sido muitas vezes utilizada por camponeses para
tratamento de suas criagdes quando estas eram acometidas por ofidismo.

Parte destes estudos resultaram nesta dissertacdo de mestrado que é
composta de dois capitulos. No primeiro capitulo fizemos testes preliminares do
extrato bruto para observar seu potencial contra algumas atividades de pegonhas de
duas serpentes botrdpicas, analisamos seu efeito de precipitacdo de proteinas e
fizemos um fracionamento inicial no qual conseguimos uma fragdo que inibe uma
atividade enzimatica de serpentes botropicas e uma outra que precipita proteinas.
Grande parte do segundo capitulo foi desenvolvido na Unidade de Biotecnologia da
Universidade de Ribeirdao Preto (UNAERP) sob orientagdo do professor Paulo Sérgio
Pereira, no qual partimos para uma purificagdo mais refinada utilizando técnicas
avancadas de fracionamento e espectroscopia que resultou no isolamento e
identificacdo molecular de quatro substancias que demonstraram especificidade de

inibicdo de algumas atividades da peconha.

PALAVRAS CHAVE: Extrato vegetal, Schizolobium parahyba, inibicdo, pegonha
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Inibicdo de algumas atividades toxicas dos venenos de
Bothrops alternatus e Bothrops moojeni pelo extrato aquoso e
fragbes de Schizolobium parahyba (FABACEAE)

Capitulo escrito de acordo com as normas da revista Journal Ethnopharmacology
(www.elsevier.com/locate/jethpharm)



Resumo:

O extrato aquoso preparado das folhas de Schizolobium parahyba (Sp), uma planta
nativa da Mata Atlantica (Brasil), foi testado para avaliar sua habilidade de inibir
algumas atividades biolégicas e enzimaticas induzidas pelas pegonhas brutas de
Bothrops alternatus e Bothrops moojeni. Cromatografia de Sp em coluna de
Sephadex LH 20 resultou em 3 fragdes: F1 (fracdo metandlica); F, (fragdo metanol :
agua, 1:1 viv) e F3 (fragdo aquosa). Estas fracbes foram analisadas quanto a
capacidade de inibir a atividade Fibrinogenolitica das pegonhas. Sp inibiu em 100% a
letalidade, a incoagulabilidade sanguinea, a atividade hemorragica e hemolitica
indireta na proporgdo de 1:10 (peconha/extrato, m/m) e atividade coagulante na
propor¢do de 1:5 (pegonha/extrato, m/m) induzidas pelas pegonhas. A atividade
fibrinogenolitica das pegonhas também foi neutralizada por Sp na propor¢ao de 1:10,
resultando em protegcao total da cadeia Bp e parcial da Ao do fibrinogénio. No
entanto, propor¢cdes maiores de peconha/extrato mostraram desaparecimento de
todas as cadeias do fibrinogénio numa possivel precipitagdo causada por Sp. Os
testes de interacdo extrato/proteinas demonstraram que em determinadas
propor¢cdes de extrato/proteinas Sp precipita proteinas inespecificamente, sugerindo
a presenga de taninos, os quais muito provavelmente sdo os responsaveis pelo
excelente efeito inibidor das atividades ofidicas analisadas. Assim, com o intuito de
separar estes componentes que mascaram os resultados obtidos, foi realizado o
fracionamento de Sp. F4 inibiu em 100% a atividade fibrinogenolitica das peconhas e
nao apresentou efeito de precipitacdo de proteinas; F, demonstrou inibicao parcial
desta atividade das peconhas e F3; nao inibiu a protedlise do fibrinogénio, mas
apresentou forte agao precipitante de proteinas. Concluimos, assim que Sp, além de
taninos, também contém outros compostos e que estes podem apresentar acao

especifica de inibicao de toxinas de peconhas de serpentes.

PALAVRAS CHAVE: Peconhas, inibigao, produtos naturais.



Abstract

The aqueous extract prepared from Schizolobium parahyba (Sp) leaves, a native
plant from Mata Atlantica forest (Brazil), was tested to analyze its ability to inhibit
some biological and enzymatic activities induced by Bothrops alternatus and
Bothrops moojeni snake venoms. Sp chromatography in Sephadex LH 20 resulted in
3 fractions: F4 (methanolic fraction); F2 (methanol:water fraction, 1:1 v/v); and F3
(aqueous fraction). These fractions were analyzed in terms of its capacity of inhibit
the venoms fibrinogenolytic activity. Sp inhibited 100% of lethality, blood
incoagulability, hemorrhagic and indirect hemolytic activities for a 1:10 ratio
(venom/extract, w/w), and coagulant activity in a 1:5 ratio (venom/extract, w/w)
induced by venoms. Venoms fibrinogenolytic activity were also neutralized by Sp in a
1:10 ratio, resulting in total protection of B chain and partial protection for the
fiborinogen Ao chain. However, larger ratios of extract/proteins have caused a
complete vanishing of all fibrinogen chains possibly caused by Sp precipitation.
Interaction tests have demonstrated that for certain extract/proteins ratios Sp
precipitates proteins non-specifically suggesting the presence of tannins, which are
very likely responsible for the excellent inhibiting effects of the analyzed ophidian
activities. Therefore, the fractioning of Sp was carried out aiming at separating these
compounds that mask the obtained results. F4 inhibited 100% the venom
fibrinogenolytic activity without presenting protein precipitation effect; F, demonstrated
only partial inhibition of these venoms activities. Finally, F3 did not inhibit fibrinogen
proteolysis, but presented strong protein precipitating action. We conclude that Sp,
together with tannins, also contains other compounds which can present specific toxin

inhibition action of snake venoms.



1. Introdugao

Acidentes ofidicos constituem um relevante problema de saude publica em muitas
regides do mundo, particularmente em paises tropicais.(Chipaux, 1998). No Brasil, as
serpentes da familia Viperidae género Bothrops, sdo responsaveis por quase 90%
dos acidentes ofidicos registrados. O envenenamento causado por estas serpentes é
caracterizado por efeitos locais onde se destaca um proeminente dano tecidual e por
efeitos sistémicos que causam principalmente disturbios na hemostasia, com
variagbes nos parametros hematoldgicos e alteragdes na fungédo plaquetéaria, na
coagulagao sanguinea e no sistema fibrinogenolitico. (Rosenfeld, 1971; Kamiguti &
Cardoso, 1989).

As enzimas proteoliticas destas pegonhas sdo o0s principais constituintes
responsaveis por estes efeitos e podem ser divididas em duas grandes classes
estruturais: as metaloproteases (SnakeVenoms MetaloPeptidases) (Bjarnasson e
Fox, 1994) e as serinoproteases (Snake Venoms SerinePeptidases) (Meier &
Stocker, 1995) ou em uma grande classe funcional: as fibrinogenases, segundo a

especificidade de hidrélise pelas cadeias do fibrinogénio (Markland, 1998).

A medicina popular brasileira € muito rica na descricado e utilizagao de plantas
para combater os varios efeitos provocados pelo envenenamento por serpentes
peconhentas. Na regido amazbnica, por exemplo, nativos utilizam o macerado da
casca de Pentaclethra macroloba aplicado em forma de cataplasma no local da
picada (da Silva, et al., 2005). Algumas destas plantas relatadas como antiofidicas na
medicina folclorica tiveram a comprovagao de seus efeitos farmacologicos reais apés
estudos etnofarmacologicos (Mors et al., 1991, 2000; Martz, 1992; Alam et al., 1994;
Borges, et al, 2000, 2001; Asuzu & Harvey, 2003; Izidoro et al, 2003).

Camponeses do interior do pais usam extratos da planta Schizolobium
parahyba para tratar seus animais, quando estes sdo picados por serpentes.
Schizolobium parahyba (Caesalpinoideae) € uma arvore nativa da Mata Atléantica
conhecida popularmente como Guapuruvu ou Ficheira (Standley & Steyermark,

1946; Schery, 1951; Lewis, 1987); possui grande importancia econémica devido a



sua madeira ser utilizada para fabricagdes de varios utensilios desde portas a
objetos para aeromodelismo (Rizzini, 1978) e também utilizada como arvore de
reflorestamento de areas degradadas gragas ao seu rapido crescimento (Lorenzi,
1992; Engel & Parrotta, 2001).

Este trabalho teve como objetivo os estudos de inibigao do extrato bruto de S.
parahyba frente a algumas atividades enzimaticas e bioldgicas de peconhas de
serpentes botropicas. Analisamos também seu potencial precipitante de proteinas e
realizamos um fracionamento inicial pelo qual conseguimos uma fragdo que inibe a
protedlise do fibrinogénio bovino causada pela agao enzimatica das pegonhas e uma

outra que precipita proteinas.

2. Materiais e métodos

2.1. Venenos e animais

Os venenos de Bothrops alternatus e Bothrops moojeni utilizados neste
trabalho e os camundongos machos Swiss foram fornecidos pela Pentapharm do
Brasil. Os venenos brutos liofilizados (CV) foram pesados, dissolvidos em tampao
fosfato de sodio pH 7.2 (PBS) e centrifugados a 20,000xg por 10 minutos a — 4°C. Os
sobrenadantes foram coletados, dosados pelo método do microbiureto (ltzhaki & Gill,
1964) e imediatamente utilizados nos experimentos. Os camundongos foram
mantidos em condigdes padrao de luz (ciclo de 12h luz/12h escuro em temperatura
ambiente), agua, comida ad libitum e tiveram um tempo de sete dias para adaptacgao

ao ambiente antes dos experimentos.



2.2. Preparagao do material vegetal.

2.2.1. Preparacao do extrato aquoso:

Folhas (30g) de Schizolobium parahyba coletadas no municipio de Uberlandia
(Minas Gerais, Brasil) foram lavadas e trituradas com 1L de agua desionizada em um
liquidificador comum por 5 minutos e filtrado. O filtrado foi centrifugado a 30.000xg
por 20minutos e o sobrenadante liofilizado e armazenado a —20°C. No momento do
experimento o extrato (Sp) era pesado e suspenso em PBS. A excicata foi identifica
pelo Dr Jimi Naoki Nakajima e esta depositado no Herbario da Universidade Federal

de Uberlandia sob o nimero 36818.

2.2.2. Filtragao do extrato aquoso em Sephadex LH-20

O extrato Sp foi fracionado em uma coluna cromatografica utilizando resina
Sephadex LH-20. Foram ressuspendidos 0,1 g do extrato em 3,0 ml de metanol
(MeOH) e adicionados a coluna previamente equilibrada com MEOH. Foram feitas 3
trocas de eluentes: MeOH; MEOH/H,O 1:1 (v/v) e H,0O, respectivamente. Fragdes
foram coletadas em temperatura ambiente; rotoevaporadas, posteriormente
liofilizadas e armazenadas a -20°C. No momento dos experimentos eram pesadas e

ressuspendidas em PBS.

2.4. Estudos de inibicao

Para inibicao das atividades das peconhas o extrato de Sp era misturado com
os CVs em diferentes razbes antes dos testes (pegonha/extrato, m/m). Para a
inibicdo da atividade fosfolipasica A2 e atividades biolégicas foram utilizadas duas
razdes: 1:5 e 1:10 (peconha/extrato, m/m). Na atividade fibrinogenolitica foram
utilizadas as razdes de 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, 1:30, 1:40, (pegonha/extrato, m/m)

e para a atividade coagulante as razdes de 1:1 e 1:5 (m/m).



2.4.1. Atividade hemorragica

A dose minima hemorragica (DMH) foi calculada para os CVs segundo Nikai
et al., (1984). A atividade foi avaliada por injecoes intradérmicas dorsais de amostras
contendo 2 DMH em camundongos machos Swiss (n = 6, 18-22 g) que eram
sacrificados apos 3 horas, e medido o didmetro dos halos hemorragicos locais na
face interna da pele. A atividade hemorragica foi expressa pela média dos halos

hemorragicos para cada grupo de animais; + Desvio padréo (S.D.).

2.4.2. Letalidade

Doses que causam 50% de letalidade (LDsp) em camundongos machos Swiss
(18-22 g) foram determinadas para os CVs. Para os testes de inibi¢ao, grupos de 10
camundongos foram injetados via intraperitonial com doses equivalentes a 3 DLsp. A
inibicdo da letalidade foi medida por meio da média de tempo de sobrevivéncia dos

animais de cada grupo até 48 horas apos as injegdes (+ S.D.).

2.4.3. Incoagulabilidade sanguinea

Amostras contendo 0,6 DLsg dos CVs foram aplicadas pela via intraperitonial
em camundongos machos Swiss (n=10, 18-22 g). Apds 6 horas os animais foram
sacrificados, o sangue coletado por pungéo cardiaca na auséncia de anticoagulante
e depositado em tubo de ensaio de vidro. A medida da atividade foi avaliada pela
média dos tempos de coagulagao do sangue para cada grupo (+ S.D.) até um tempo

maximo de 8 minutos para cada ensaio.



2.4.4. Atividade fosfolipasica A,

A atividade hemolitica indireta foi testada em gel de agarose contendo clara de
ovo e eritrocitos como substrato e a dose minima hemolitica indireta (DMHi) foi
calculada segundo Gutierrez et al., (1997) e determinada como uma medida da
atividade fosfolipase A, e definida como a quantidade de proteinas que produz um
halo minimo de 10 mm. Para este teste foram utilizadas 3 DMHi. A atividade
enzimatica foi expressa como porcentagem de inibigdo; 100% de inibigao
corresponde a auséncia do halo hemolitico. Cada ensaio foi expresso pela média +
S.D. (n =6).

2.4.5. Atividade coagulante sobre o plasma bovino

A dose minima coagulante (DMC) foi calculada de acordo com Assakura et al.,
(1992). Foram utilizadas para os testes de inibicdo 2 DMC. Controle PBS, CVs, Sp,
CaCl; ¢ SP+ CaCl, foram usados. A atividade coagulante foi expressa pelo tempo
médio de coagulagcdo em segundos, de 100 ul de plasma bovino previamente
incubados a 37°C, induzida pelas pegonhas na presenca e auséncia de Sp utilizando
aparelho coagulémetro Quick Timer (DRAKE LTDA) que determina o tempo de
coagulagdo de uma amostra (150 ul), até um tempo maximo de 120 s. O tempo
necessario para a formacgao da rede de fibrina na forma de coagulo foi medido em
segundos, sendo que a inibigcdo da atividade foi observada de acordo com o aumento

médio (+ S.D., n = 6) do tempo de coagulagao em relagao aos controles CVs .

2.4.6. Atividade fibrinogenolitica

Segundo a metodologia de Edgar & Prentice, (1973); solu¢cdes de 50 ul de
fibrinogénio (1,5 mg/ml de PBS) foram incubadas com 5 ug de CV de B. alternatus a

37°C por duas horas. A reacao foi interrompida apos adicao de 25 pl de tampéo Tris-
HCI 0.5 M, pH 6.5 contendo 2% de SDS (w/v), 10% de B-mercaptoetanol (v/v) e



0.05% de azul de Bromofenol (w/v). Em seguida as amostras foram analisadas em
eletroforese (PAGE SDS), segundo Laemmli (1970).

2.5. Interagcao entre Sp e proteinas

Para verificar o efeito de interagao Sp/proteinas foram realizados testes com:
a) fibrinogénio bovino; b) plasma bovino e c) CV de B. moojeni; misturados com
concentracdes crescentes de Sp especificadas em cada ensaio. O efeito do aumento
da concentracdo de CV numa concentragao fixa de Sp também foi realizado. Apds a

mistura cada amostra foi analisada em PAGE-SDS como descrito no item anterior.
2.6. Analises estatisticas

Os dados sao representados como valores de média e desvio padrao (S.D.).
Para a analise de significancia estatistica de diferenca entre os grupos os dados
foram submetidos ao teste T de student com valores de p<0.05 considerados

significantes.
3. Resultados
3.1.Inibicao dos efeitos biolégicos das pegonhas.

A Tabela 1 apresenta os valores de inibicao da letalidade, incoagulabilidade
sanguinea e hemorragia induzidas pelos CV de B. alternatus e B. moojeni. Os
valores de LDsyg e DMH das pegonhas foram respectivamente: Bothrops moojeni
(LDso = 6.4 mg/kg™, DMH = 4,67 ng;) e Bothrops alternatus (LDso = 7.1 mg/kg™", DMH
= 7,44 ng). 3LDso do CV de B. alternatus causou 100% de letalidade por volta dos 48
minutos apos a injegao, e para B. moojeni por volta de 58 min. Esse tempo médio de
sobrevida dos animais foi significativamente aumentado quando os venenos foram

misturados com Sp na proporgao de 1:5; sendo que 70% dos animais nos testes com
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B. alternatus, e 80% com B. moojeni, sobreviveram apos as 48h de observacao. As
inibicdes da incoagulabilidade sanguinea e hemorragia também foram significativas
ja na propor¢cdo de 1:5 (CV/Sp, m/m). Sp inibiu 100% das trés atividades na
proporgao de 1:10 (CV/Sp, m/m).

Tabela. 1. Inibicdo da letalidade, incoagulabilidade sanguinea e atividade hemorragica das pegonhas
brutas de Bothrops alternatus e Bothrops moojeni pelo extrato aquoso de Shizolobium parahyba

Testes Atividades dos venenos
Letalidade Atividade de Atividade hemorragica
incoagulabilidade
sangliinea
Tempo médio de Tempo médio de Halo hemorragico médio (cm)
sobrevivéncia coagulacao (n=6)
(n=10) (n=10)
Sem Sp 15Sp 1:10Sp Sem 1.5Sp 1:10Sp Sem 1.5Sp 1:10Sp
(m/m) (m/m) Sp (m/m)  (m/m) Sp (m/m) (m/m)
B. 48,3min® 38,3h™*  >48h™ >8min 950s+ 43,0st 21cm+ 045cmz+ 0,00
alernatus 2,1% 2,6% 0,1 0,07*
B. 58,9min® 41,3h™*  >48h™  >8min 92,0s+ 42,8s+ 19cm+ 0,32cm+ 0,00*
moojeni 1,8* 1,9* 0,03 0,02*
Sp >48h™  >48h% -~ 416s+ 409s+ - 0,004  0,00*
2,0* 2,0*
PBS  >48h™ - 4158+ - 0.00*

2.5"

2 100% dos animais morreram ; ° 70% dos animais sobreviveram; ¢ 80% dos animais sobreviveram; ¢
100% dos animais sobreviveram.

Cada experimento é representado pela média + S. D.
*Diferenga estatistica em relacdo ao controle positivo (p<0,05)

3.2. Inibicao dos efeitos enzimaticos.

A inibicdo da atividade fosfolipasica indireta dos CVs esta apresentada na
tabela 2. A DMHi apresentou um valor aproximado de 5 ug para ambos os CV. A
atividade fosfolipasica induzida pelas peconhas foi totalmente inibida pelo Sp na

proporg¢ao 1:10 CV/Sp (m/m), sendo que na proporgédo de 1:5 apresentou inibigdes
acima de 70%.

A Tabela 3 mostra o efeito de Sp sobre a atividade coagulante dos CV. O valor

da DMC foi de 10 pg para ambos os venenos. Sp inibiu 100% desta atividade nas
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peconhas na proporgédo de 1:5 (CV/Sp, m/m) quando se utilizou 2 DMCs (10ug) de
cada pegonha. Sp ndo coagulou o plasma sanglineo, e nado alterou o tempo de

coagulagao sanguinea induzido por CaCl, (Tab. 3).

Tabela. 2. Inibicdo da atividade PLA, das pegonhas brutas de Bothrops alternatus e Bothrops
moojeni pelo extrato aquoso de Shizolobium parahyba.

Testes Halo PLA, médio (cm)
Sem Sp 1:5 Sp (m/m) 1:10 Sp (m/m)
B.alternatus 3,07cm £ 0.02 0,95cm + 0.03* 0,00*
B. moojeni 2,98cm = 0.03 0,68cm + 0.03* 0,00*
Sp -—- 0,00* 0,00*
PBS 0,00* --—-

Cada experimento é representado pela média + S. D (n = 6)
*Diferenca estatistica em relagdo aos controles CVs (p<0,05)

Tabela. 3. Inibi¢cdo da atividade coagulante das pegonhas brutas de Bothrops alternatus e
Bothrops moojeni pelo extrato aquoso de Schizolobium parahyba

Testes Atividade coagulante (s)
Sem Sp 1:1 Sp (m/m) 1:5 Sp (m/m) 0,5mg Sp
B.alternatus 37,4s +0,3 47,5s £ 0,3 119,1s £ 0,4* _—

B. moojeni 40,0s + 0,1 51,56s +0,3 >120s* _—
PBS + CaCl, 0,5M 68,1s + 0,6 - - —
PBS + CaCl, 0,5M - - - 68,55 + 0,3

Sp - >120s* >120s* _—
PBS >120s* --- - _—

Cada experimento é representado pela média + S. D (n = 6)
*Diferenca estatistica em relagdo ao controle positivo (p<0,05)

O efeito de Sp sobre a atividade fibrinogenolitica dos CV, é observado na
Figura 1. A incubacéao do fibrinogénio com CV e Sp, em concentragdes crescentes de
Sp, resultou em aumento de protegdo da cadeia B do fibrinogénio até a proporgéo
de 1:10. Em proporcbes superiores de Sp, o que se observou foi um
desaparecimento das bandas protéicas tanto do substrato como de seus produtos de

degradacéo, indicados pelas setas.
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Fig. 1. Inibicdo parcial da atividade fibrinogenolitica da pegonha bruta de Bothrops moojeni (A) e de
Bothrops alternatus (B) pelo extrato aquoso de Shizolobium parahyba. FIB + CV/ Sp (m/m). Linhas:

1. (75 pg) Fibrinogénio bovino (FIB). 6. FIB+ CV/Sp 1:15
2. FIB + (5ug) CV 7.FIB+ CV/Sp 1:20
3. FIB + CV/Sp 1:1 8.FIB+ CV/Sp 1:30
4. FIB+CV/Sp1:5 9.FIB + CV/Sp 1:40

5. FIB + CV/ Sp 1:10

Com o fracionamento foram obtidas 3 fragbes: fragdo metandlica (F+), fracado
MeOH/H,0, 1:1 (v/v) (F») e fragdo aquosa (F3); as quais foram testadas na inibicao
da atividade fibrinogenolitica dos CVs.

A figura 2 mostra o efeito inibidor que a Fragdo 1 apresentou diante da
atividade fibrinogenolitica dos CV de Bothrops alternatus (A) e Bothrops moojeni (B).
Na linha 2 observa-se a hidrélise das cadeias Aa e Bf do fibrinogénio causadas pelo
CV e nas linhas 3, 4, 5 e 6 a crescente protecdo de todas as cadeias a medida que
se aumenta a concentracdo de F4. Para esta fracdo ndo é observado o
desaparecimento das bandas equivalentes as proteinas do ensaio. Ja a fragao F»
protegeu a hidrélise da cadeia B do fibrinogénio, mas nao a da cadeia Ao e também
nao causou desaparecimento das bandas protéicas (dados ndo mostrados). Os
resultados obtidos com a fracdo F3 sdo apresentados na Figura 3, onde se pode
observar nas linhas 3 a 9 que nao ha praticamente protecao efetiva das cadeias do
fibrinogénio e o surgimento novamente, como para o Sp, do efeito de precipitacao
desse substrato, visto pelo desaparecimento das cadeias do fibrinogénio e das

bandas de degradagéao produzidas pela agao proteolitica dos CV.
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Fig. 2. Inibigdo da atividade fibrinogenolitica da pegonha bruta de Bothrops alternatus (A) e Bothrops
moojeni (B) pela fragdo F1 do extrato aquoso de Schizolobium parahyba. (CV/F1 m/m). Linhas:

1. (75 ng) Fibrinogénio (FIB ) Padréo. 5. FIB + CV/F1 1:150
2. FIB + (5ug) CV 6. FIB + CV/F1 1:250
3.FIB+ CV/F11:5 7.FIB + 1,25 mg de F1

4. FIB + CV/F1 1:50

3.3. Interagao entre Sp e proteinas

O efeito de interagdo de Sp com proteinas foi visualizado por eletroforese em
condigdes desnaturantes (Fig. 4). Em 4 (A) combinando somente fibrinogénio e Sp
em concentragdes crescentes de até 200 ug, observamos desaparecimento gradual
de todas as bandas do fibrinogénio, sem o aparecimento concomitante dos produtos
de degradacéo proteolitica do substrato. Da mesma maneira em 4 (B) pode ser
observado o mesmo efeito quando Sp foi misturado em concentragdes crescentes de
CV e/ou plasma bovino (linhas 4, 5 e 7). Ja em 4 (C) foi visivel o efeito do aumento
da solubilizacdo protéica quando esta é aumentada numa amostra que estava

precipitada pela presenca de Sp (linha 3).
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Fig. 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos produtos de
degradacao do fibrinogénio bovino resultante da agéo da peconha de Bothrops alternatus (A) e Bothrops
moojeni (B) combinada com a fragdo F3 do extrato aquoso de Schizolobium parahyba. (CV/F3 m/m).
Linhas:

1.75 ug FIB 6. FIB + CV/F3 1:15
2. FIB + (5ug) CV 7. Fib + CV/F3 1:20
3. FIB+ CV/F3 1:1 8. Fib + CV/F3 1:30
4. FIB + CV/IF31:5 9. Fib + CV/F3 1:40
5. FIB + CV/F3 1:10 10. FIB + 0,2 mg de F3
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7
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Fig. 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (a 12,5% com agentes desnaturantes) do ensaio de
interacdo extrato aquoso de S. parhyba (Sp)/proteinas. (A) concentragbes crescentes de Sp mais
Fibrinogénio bovino (FIB); (B) concentragdes crescentes de Sp mais pegonha bruta de Bothrops
moojeni (CV) e/ou plasma bovino (Pla); (C) Sp mais concentragdes crescentes de CV. Linhas:

(A) (B) (©)
1.75 ug FIB; 1.75 ug CV 1.75 ug Sp
2.FIB +5 g Sp 2.CV/Sp1:5 2.75ug CV
3. FIB +25 ug Sp 3.CV/Sp 1: 10 3.Sp/CV 1: 1
4.FIB + 50 ug Sp 4.CV/Sp 1: 30 4. Sp/CV 1: 5
5. FIB + 75 ug Sp 5. 100 pg Pla 5. Sp/CV 1: 10
6. FIB + 100 ug Sp 6.Pla/Sp 1: 5 6. Sp/CV 1: 15
7. FIB + 150 ug Sp 7. Pla/Sp 1: 10 7. Sp/CV 1: 30 (m/m)
8. FIB + 200 pg Sp (m/m) 8. Pla/Sp 1: 30 (m/m)

14
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4. Discussao e conclusoes

Produtos naturais vegetais sempre foram usados pela humanidade para o
tratamento de suas enfermidades, fato que se reflete na populagdo mundial atual
pela existéncia de muitas drogas comercializadas advirem ou serem sintetizadas a
partir de precursores naturais (De Pasquale, 1984; Rates, 2000). O uso tradicional
por populagdes regionais de espécies vegetais pode ser encarado como uma pré-
triagem quanto a utilidade terapéutica em humanos, o que acaba consistindo num

valioso atalho para a descoberta de novos farmacos pelos pesquisadores.

Em muitos paises, inclusive no Brasil extratos de plantas séo tradicionalmente
utilizados no tratamento de acidentes ofidicos pelas populagdes rurais. Estudos
como 0 nosso indicam a importadncia de uma avaliagdo cientifica basica desses

extratos que podem confirmar os efeitos bioldgicos atribuidos popularmente.

Nossos resultados claramente evidenciam que Schizolobium parahyba contém
substancias que inibem as atividades bioldgicas e enzimaticas das pecgonhas de
Bothrops alternatus e B. moojeni. As atividades de letalidade, hemorragia,
incoagulabilidade sanguinea, fosfolipase A; e coagulante foram todas inibidas em
100% em proporgbes que nao passaram de 1:10 (CV/Sp, m/m). Muitos autores
atribuem estes efeitos protetores, de extratos vegetais aquosos, a grupos de
compostos do metabolismo secundario como esterdides, terpendides, compostos
fendlicos e alcaldides, que estariam se ligando covalentemente, ou ndo, as enzimas
e proteinas toéxicas das peconhas inativando-as ou agindo de forma indireta
sequestrando ions metalicos divalentes essenciais a catalise de enzimas como
fosfolipases A, e metaloproteases (Borges et al., 2000, 2001; Biondo et al., 2003;
Soares et al., 2004; Izidoro et al. 2003; da Silva et al., 2005; Maiorano et al., 2005;
Oliveira et al., 2005). O efeito quelante de ions calcio foi descartado para Sp quando
0 ensaio contendo calcio na presenga e auséncia de Sp nao alterou o tempo de
coagulagao do plasma bovino (Tab. 03). Borges et al., (2005) também descartaram
este efeito apds verificarem a inibicao da atividade PLA;, que é calcio dependente,

pelo extrato aquoso de Musa paradisiacca (MsE) na presenca de grandes
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quantidades de ions calcio. Os mesmos autores também demonstraram que o efeito
inibidor de MsE sobre a atividades das peconhas era devido a associagdo dos
componentes do extrato com as proteinas do veneno de forma nao especifica e
atribuiram aos taninos tal evento.

O desaparecimento gradual das bandas protéicas nos géis e a presenca de
precipitado nas nossas amostras eletroforéticas quando se analisou a atividade
fibrinogenolitica das pegonhas (Fig. 01) também é indicativo da presenca de taninos.
Desta forma, efetuamos testes com diferentes proteinas e nosso extrato vegetal,
alterando as razbes extrato/proteina ou proteina/extrato (Fig. 4) para verificar se Sp
apresentava um efeito inespecifico de precipitacdo de proteinas; e se esse efeito
dependia de uma determinada razao entre a concentragao de taninos e proteinas em
cada amostra. Os resultados obtidos indicaram que € necessaria uma determinada
razao proteina/extrato e que nossa amostra deve apresentar taninos. Outros autores
também se referem a este fato indicando realmente a necessidade de uma razao
ideal com as proteinas para o efeito precipitante dos taninos (Luck et al., 1994). Nao
descartamos, no entanto, a presenca de outros polifendis de baixo peso molecular
que sempre acompanham taninos em extragdes aquosas e hidroalcodlicas (Costa,
2002; Simdes, 2003); e que a literatura é rica em descrever efeitos bioldgicos e
terapéuticos para estes componentes (Robak & Gryglewski, 1988; Tzeng et al., 1991;
Ferreira et al., 1992; Ong & Khoo, 1997; Yesilada et al., 2000; Kang et al., 2002;
Calixto et al., 2003; Morikawa et al., 2003; Dell’Agli et al., 2004; Vitor et al., 2004;
Chiu & Lin, 2005; Fernandez et al., 2005; Kuo, 2005; Lee et al., 2005; Soobrattee et
al., 2005; Ticli et al., 2005; Sutherland et al., 2006; Wang et al., 2006).

Plantas ricas em taninos sédo empregadas na medicina tradicional para o
tratamento de diversas moléstias, tais como diarréia, hipertensdo arterial,
reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais (azia,
nausea, gastrite e ulcera gastrica), problemas renais e do sistema urinario e
processos inflamatérios em geral (Dufresne & Farnworth, 2001). Acredita-se que as
atividades farmacolégicas dos taninos sdo devidas, pelo menos em parte, a trés
caracteristicas gerais comuns em maior ou menor grau aos dois tipos de taninos,

condensados e hidrolisaveis: 1) complexagdo com ions metalicos (ferro, manganés,
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vanadio, cobre, aluminio, calcio, entre outros), 2) atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres e 3) habilidade de complexar e precipitar outras
moléculas tais como proteinas e polissacarideos (Hagerman, 1998; Haslam, 1998).

Estes efeitos dos taninos, no entanto, sdo muito genéricos e o objetivo inicial
deste trabalho era saber se o0 nosso extrato apresentava componentes com efeito
especifico de neutralizagao de determinadas atividades biolégicas e enzimaticas das
peconhas; e caracterizar quimicamente os principais componentes do Sp. Analises
quimicas de RMN do 'C e "C, Infravermelho e ultravioleta de Sp (resultados n&o
mostrados) demonstraram realmente que Sp era grandemente constituido por
compostos fendlicos com forte presenca de agucares, o que nos direcionou a
escolha da metodologia do fracionamento de Sp em Sephadex LH 20 que possui a
habilidade de separar componentes pelo tamanho e por adsor¢do (Manual do
produto, Amersham Biosciences).

Assim, um importante ponto no nosso trabalho foi a obtengdo de uma fragcao
protetora da hidrolise do fibrinogénio sem efeito precipitante (F1) e outra de acéo
precipitante e ndo protetora (F3). Este fracionamento claramente separou compostos
fendlicos simples e polifendis de baixo peso molecular de outros polifenois de alto
peso molecular como os taninos condensados e hidrolisaveis. Polifenois em geral
estdo sempre associados a atividades biologicas benéficas sendo que aqueles de
baixo peso molecular ndo possuem a atividade de precipitar macromoléculas (Costa,
2002; Simodes, 2003). O efeito de precipitagdo parece estar intimamente ligado a
formagao de polimeros polifendlicos constituidos por ligagdes de muitos polifenois de
baixo peso molecular. Dai o grande poder precipitante de proteinas dos taninos
condensados que ainda hoje sao utilizados para o curtimento de couros (Simdes et
al., 2003). Dessa maneira Sp muito provavelmente contem taninos, devido ao efeito
de precipitacdo de proteinas observado; mas também contem outros metabdlitos que
sao capazes de neutralizar os efeitos téxicos dos venenos de serpentes e que,
isolados estes ultimos podem trazer novas perspectivas para o tratamento do

envenenamento ofidico.
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Inibicdo da atividade proteolitica da pegconha de Bothrops
alternatus por flavondides isolados do extrato aquoso de
Schizolobium parahyba (FABACEAE)

Capitulo escrito de acordo com as normas da revista Journal Ethnopharmacology
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Resumo:

Do extrato aquoso liofilizado das folhas de Schizolobium parahyba foram isolados
quatro compostos ativos, isoquercitrina, miricetina-3-O-glicosideo, catequina e
galocatequina, por cromatografia em Sephadex LH 20 seguido de HPLC semi-
preparativo em coluna C-18 e identificados por RMN do 'H e "*C. Essa ¢ a primeira
vez que estas substancias sao relatadas nesta espécie assim como suas atividades
antiofidicas. Apds isolamento foram todas testadas frente a atividade hemorragica e
fibrinogenolitica da pegonha de Bothrops alternatus (Bal). Na propor¢ao 1:30
(Peconhal/fragdo, m/m) a isoquercitrina inibiu parcialmente a atividade hemorragica; a
miricetina-3-O-glicosideo e a catequina n&do foram capazes de inibir a hemorragia
induzida pela Bal e a galocatequina, por sua vez, apresentou uma eficiente
neutralizagdo desta atividade da pegonha. Na proporgédo de 1:100 (Pegonha/fragéo,
m/m) ficou evidenciado o efeito de inibigado total da agao fibrinogenolitica da pegonha
pela miricetina-3-O-glicosideo; a isoquercitrina ndo protegeu a protedlise da cadeia
Aa do fibrinogénio e inibiu parcialmente a degradagdo da cadeia Bf enquanto a
catequina e a galocatequina inibiram parcialmente a degradagdo da cadeia Aa e
totalmente a da cadeia Bp. Dessa forma concluimos que a galocatequina e a
miricetina-3-O-glicosideo s&o excelentes inibidores de toxinas hemorragicas e
fibrinogenoliticas respectivamente. Estudos vindouros como o de modelagem
molecular e cristalizacdo de raio-X usando toxinas isoladas e estas substancias
poderao ser de grande importancia para o desenho de novas drogas auxiliares do
tratamento com soro antiofidico ou para melhor elucidacdo da relagdo estrutura-

funcao das toxinas destes venenos.

PALAVRAS CHAVE: Isolamento, Identificagdo molecular, flavondides, inibicdo,

peconha.
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Abstract:

From a liyophilized aqueous extract of Schizolobium parahyba leaves four
compounds (isoquercitrin, miricetin-3-O-glucoside, catechin and galocatechin) has
been isolated by chromatography on Sephadex LH 20 followed by semi-preparative
HPLC in C-18 column and identified by RMN of "H and "°C. This is the first time these
compounds are reported in S. parahyba species as well as their antiophidian
properties. After being isolated, all theses compounds were tested against the
hemorrhagic and fibrinogenolytic activities of the Bothrops alternatus crude venom
(Bal). Isoquercitrin could partially inhibit hemorrhagic activity for a 1:30 ratio
(venom/fraction, w/w). Miricetin-3-O-glucoside and catechin did not inhibit the
hemorrhage induced by the Bal. Galocatequin, by its turn, presented an efficient
neutralization of this venom activity. In a 1:100 ratio (venom/fraction, w/w) miricetin-3-
O-glucoside was able to inhibit 100% of venom fibrinogenolytic action; isoquercitrin
did not protect the Aa chain proteolysis of the fibrinogen and partially inhibited the Bj
chain degradation. On the other hand, catechin and galocatechin partially inhibited
the degradation of the Aa chain and totally protected the Bf chain degradation.
Consequently, we conclude that galocatechin and miricetin-3-O-glucoside are
excellent inhibitors of hemorrhagic toxins and fibrinogenolytic, respectively. In
addition, tests of these four compounds with respect to the inhibition of other venom
activities may bring promising results in the future. Forthcoming studies, such as
molecular modeling and X-ray crystallization using isolated toxins and the present
compounds, will be of great importance for the developing of new therapeutical
agents for ophidian accidents treatment and for a better understanding of the

structure/function relationship of these venoms toxins.
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1. Introducao

Atualmente, o tratamento mais eficaz do envenenamento por serpentes é feito
pela administracdo de soro antiofidico por via parenteral, obtido de soro equino
hiperhimunizado, mas geralmente induz a algumas reacdes adversas. Durante a
soroterapia a neutralizacdo dos efeitos toxicos sistémicos usualmente € alcancgada,
mas a neutralizagdo dos danos teciduais locais ndo ocorre (Cardoso et al., 2003),
podendo resultar em sequelas permanentes ou na perda do membro afetado. Assim
€ importante a procura de novos inibidores do veneno, naturais ou sintéticos, que
possam complementar a soroterapia, principalmente com relacdo a reversao do

quadro de lesdes locais causado pelo envenenamento.

Muitas drogas atuais sdo derivadas ou desenhadas a partir de substancias
isoladas de plantas como vincristina e vinblastina (Catharanthus roseus), atropina
(Atropa belladonna), morfina e codeina (Papaver soniferum) (Rates, 2001). Esses
compostos bioativos sdo geralmente metabdlitos secundarios como alcaldides,
flavondides e taninos (Habermehl, 1998). Os taninos sempre sao encontrados em
solugcdes extrativas aquosas ou hidroalcoolicas de plantas acompanhados de
substancias polifendlicas diversas, algumas estudadas em grupos distintos, como os
flavondis, as leuco-antocianinas, as catequinas e os acidos fendlicos. Estes
compostos, de pesos moleculares relativamente baixos, nédo sao considerados
taninos, pois ndo possuem algumas das suas propriedades, em particular ndo
precipitam proteinas e consequentemente falta-lhes a capacidade de curtir as peles;
todavia ja foi atribuido a varios destes compostos o papel provavel de precursores
taninicos. Particularmente alguns desses polifendis, como os flavondides (que
incluem as sub classes flavondis e catequinas) sdo conhecidos na literatura por
serem habituais em certos farmacos, contribuindo para defini-los como compostos

ativos de interesse terapéutico (Costa, 2002).

Em trabalhos anteriores realizados por nosso grupo (submetidos para

publicagéo), verificamos que o extrato bruto aquoso de Schizolobium parahyba foi
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eficiente em inibir atividades tdxicas de peconhas de serpentes botrdpicas, crotalicas
e de toxinas isoladas, que nao € toxico em camundongos mesmo em grandes
quantidades, ao mesmo tempo em que quantidades elevadas do extrato precipitam
proteinas. Constatamos também que com um simples fracionamento, obtivemos uma
fracdo nao precipitante de proteinas e capaz de inibir a atividade fibrinogenolitica de
peconhas botrdpicas. Neste trabalho descrevemos o isolamento e a caracterizagao
estrutural de quatro componentes do extrato aquoso das folhas de Schizolobium
parahyba. Em adicdo, testamos seus potenciais neutralizadores de atividades
hemorragica e fibrinogenolitica induzidas pela pegonha bruta da serpente Bothrops

alternatus.

2. Materiais e métodos

2.1. Preparagao do veneno

O veneno de Bothrops alternatus (Bal) foi obtido no serpentario da
Pentafarma do Brasil, Minas Gerais, Brasil. O veneno liofilizado foi pesado, dissolvido
em tampao fosfato, pH 7.2 (PBS) e centrifugado a 3000 x g for 10 min. O
sobrenadante foi coletado e imediatamente usado nos experimentos. Proteinas

foram estimadas pelo método de ltzhaki & Gill, (1964).

2.2. Animais

Camundongos Swiss machos (20-25 g) foram doados pelo Institute Vallé,
Minas Gerais, Brasil e mantidos em condigbes padroes (temperatura 22 + 1 °C,
humidade relativa 60 + 5%, ciclo de12 h luz/escuro) com dieta padronizada e agua

ad libitum.
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2.3. Preparacgao do extrato da planta (Sp)

As folhas foram lavadas, trituradas com agua desionizada em liquidificador por
15 minutos a temperatura ambiente e filtrada. O filtrado foi centrifugado a 30.000 x g
por 15 min e o sobrenadante foi liofilizado e estocado a -20°C de acordo com

Capitulo .
2.4. Purificagao e identificagdao dos compostos ativos

20 g de (Sp) foram suspensos em 50 mL de metanol, centrifugados e retirado
o sobrenadante (SPM), o qual foi concentrado em evaporador rotatorio e liofilizado.
7,2115 g de SPM foram ressuspensos em metanol e aplicados em coluna de
Sephadex LH-20 (210 cm x 3,3 cm) utilizando metanol (1,4 L) como fase movel. As
fracbes resultantes, depois de secas, foram analisadas por TLC (thin-layer
chromatography) e reveladas com reagente de vanilina sulfurica. A fragao 5 (SPM5)
foi recromatografada em coluna de Sephadex LH-20 (63 cm x 2,2 cm) utilizando 406
mL de metanol como fase movel, sendo que a sub fracdo 4 (SPM5.4) desta
cromatografia, assim como as fragdes 6 (SPMA), 7 (SPMBC) e 8 (SPMDE) da
primeira cromatografia, foram todas aplicadas em HPLC semipreparativo (coluna
cromatografica Supelcosil C18), usando um gradiente de concentragao
metanol:agua, sob fluxo de 2mL/min. De todas as fragdes obtidas nestas
cromatografias, 4 foram testadas biologicamente e analisadas por ressonancia
magnética nuclear. O espectro de RMN foi obtido em espectémetro Brucker DXP-
300, operando a 300 MHz para 'H e 75 MHz para "*C. Para isso 15 mg de cada

amostra foram dissolvidos em dimethil-ds-sulfoxido (Aldrich) e usados.
2.5. Testes de neutralizagao
Os ensaios de neutralizagao das atividades hemorragica e fibrinogenolitica de

Bal foram realizados misturando a amostra com o veneno em diferentes razoes

imediatamente antes dos testes (pegonha: fragdo, m/m). Para a inibigdo da atividade
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fibrinogenolitica foram utilizadas as razbées 1:50 e 1:100 (pegonha: fracdo, m/m) e
para a atividade hemorragica as razdes: 1:15 e 1:30 (pegonha: fragcdo, m/m). A
neutralizagdo da atividade hemorragica para um dos compostos isoladas também foi
ensaiada por um protocolo de pré-tratamento, administrando a amostra 30 minutos

antes de inocular a peconha.

2.5.1. Atividade hemorragica

A dose minima hemorragica (DMH) foi calculada para Bal segundo Nikai et al.,
(1984). A inibicdo da atividade hemorragica foi avaliada por injecées intradérmicas
dorsais de amostras contendo 3 DMH de Bal em camundongos machos Swiss (n = 6,
18-229g) que foram sacrificados apds 3 horas. A intensidade dos halos hemorragicos
na face interna da pele foi verificada visualmente, e estes foram agrupados em

intenso, moderado, fraco ou inexistente.

2.5.2. Atividade proteolitica sobre o fibrinogénio

A atividade fibrinogenolitica da pegonha foi avaliada de acordo com Rodrigues
et al (2000). Amostras de 50uL de fibrinogénio bovino (1mg/mL PBS) foram
incubadas com 5ug de Bal a 37°C por 2 horas e a reagao foi interrompida com 25uL
de tampao Tris-HCI 0.5 M, pH 6.5 contendo 2% de SDS (m/v), 10% de B-
mercaptoetanol (v/v) e 0.05% de azul de bromofenol (m/v). As amostras foram
analisadas em SDS-PAGE 14% (m/v).

2.6. Analises estatisticas

Os dados s&o representados como valores de média e desvio padrédo (SD).
Para a analise de significancia estatistica de diferenca entre os grupos os dados
foram submetidos ao teste T de student com valores de p < 0.05 considerados

significantes.
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3. Resultados

3.1. Purificagao e identificagdo dos compostos ativos

A Figura 1 mostra os passos de purificagcdo de quatro compostos ativos do
extrato aquoso de Schizolobium parahyba; fragdo SPM5.4.3, SPMA.5, SPMBC .4 e
SPMDE.3. Essas fragdes representam respectivamente 0,08% (6,0 mg), 0,12% (23,2
mg), 0,16% (32,5 mg) e 0,14% (27,1 mg) do extrato bruto total. A Figura 2 mostra os
perfis cromatograficos em HPLC semipreparativo de fragdes que resultaram nestes
compostos, assim como TLC e HPLC dos compostos isolados. Analises
espectroscopicas dessas fragdes indicaram que SPM5.4.3 é uma isorquecitrina,
SPMA.5 é uma miricetina-3-O-glicosideo, SPMBC.4 é uma catequina e SPMDE.3 é
uma galocatequina. Os valores dos deslocamentos quimicos de RMN assim como as
estruturas de cada composto isolado estdo apresentados na Tabela 1 e Figura 3,

respectivamente.

3.2. Inibicao da atividade hemorragica da peconha bruta

A DMH calculada para a pegonha bruta de Bothrops alternatus foi de 7,44 ug.
A neutralizagéo da atividade hemorragica de Bal por cada componente isolado de Sp
€ apresentada na Fig. 4 na proporgao de 1:30 (pegonha/fracbes, m/m), que foi a
propor¢ao que obtivemos resultados positivos. Em (A) temos um controle positivo,
onde se observa um intenso halo hemorragico causado pela inoculagao de 2DMH de
Bal e em (B) um controle negativo, mostrando a inexisténcia do halo pela aplicagdo
de tampao PBS. A isoquercitrina (C) inibiu parcialmente a atividade hemorragica
(halo hemorragico moderado); a miricetina-3-O-glicosideo (D) e a catequina (E) n&o
foram capazes de inibir a hemorragia induzida pela Bal, o que pode ser observado
pela presenga de halos hemorragicos intensos. Ja a galocatequina apresentou uma

eficiente neutralizagdo da atividade hemorragica de Bal (halos fracos), tanto na
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mistura com Bal (F), como no pré-tratamento (G). Em (H) foi realizado um controle
para comparacdo usando rutina comercial como inibidor, onde se pode observar

também um halo fraco.

3.3. Inibicao da atividade fibrinogenolitica da pegonha

A Figura 05 mostra a agao proteolitica de Bal sobre as cadeias Aa e Bf3 do
fibrinogénio bovino apds 2 h de incubagao (linha 1). Ensaios na propor¢ao de 1:50
(peconha: fragdo, m/m) ndo apresentaram protecao evidente para nenhum composto
isolado testado. Ja na proporgao de 1:100 (pegonha: fragdo, m/m) foi observada uma
excelente inibicdo da acdo fibrinogenolitica da pegonha pela Miricetina-3-O-
glicosideo (linha 3). A isoquercitrina (linha 2) ndo protegeu a protedlise da cadeia Aa
do fibrinogénio e inibiu parcialmente a degradacdo da cadeia Bj, ja a catequina
(linha 4) e a galocatequina (linha 5) inibiram parcialmente a degradagdo da cadeia

Aa e totalmente a da cadeia Bp.
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Fig. 01. Fluxograma de isolamento da isoquercitrina, miricetina-3-O-glicosideo,
catequina e galocatequina do extrato aquoso de Schizolobium parahyba.
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Fig. 02. Purificagdo da isoquercitrina, miricetina-3-O-glicosideo, catequina e galocatequina do extrato
aquoso de S. parahyba. De A a D fracionamento semipreparativo em HPLC utilizando coluna
supelcosil C18: A) fragdo SPM5.4, B) fragao SPMA, C) fragcdo SPMBC e D) fragdo SPMDE. De E a H
TLC revelada com reagente vanilina sulfirica. Fase moével n-butanol: acido acético: agua (4:1:5, v/v):
E) isoquercitrina, F) miricetina-3-O-glicosideo, G) catequina e H) galocatequina. De | a L
cromatografia analitica em HPLC utilizando coluna octadecilsilano C18 fase reversa, gradiente
agua/metanol, de isoquercitrina, miricetina-3-O-glicosideo, catequina e galocatequina
respectivamente. Todos os cromatogramas foram analisados em 280 nm.

*Momentos dos fracionamentos em HPLC semipreparativo em que foram coletados os compostos
ativos.



Tab. 01 - Dados espectrais de RMN do 1H e 13C de isoquercitrina (1), miricetina-3-O-
glicosideo (2), catequina (3) e galocatequina (4).

Posicao ['H] (ppm) [°C] (ppm)
compostos
1 2 3 4 1 2 3 4
2 4,68 d 443d 156,1 156,1 78,1 78,1
3 3,90ddd 3,98 ddd 1334 1334 64,9 65,0
4 246dde 250dde 177,3 1774 28,2 28,2
2,71dd 2,69 dd
5 12,61 12,63 161,2 161,2 156,3 156,2

(OH)
6 6,16d 6,18s 5,89d 572d 98,9 98,7 95,1 95,1
7 165,2 1645 1558 1558
8 6,36d 6,38s 590d 5,88d 93,6 934 94,1 94,1
9 156,4 156,3 156,6 156,5
10 103,5 103,8 98,5 98,6
1 121,0 120,0 130,6 1321

2 7,90d 7,19s 6,91d 637s 1152 1086 1144 106,1
3 1449 1455 1445 1454
4 1486 136,7 1445 1458
5 6,84 d 6,89 d 1159 1455 1149 1298
6 758dd 7,19s  669dd  589s 1219 1086 118,0 1321
17 525d 5,46d 101,9 102,0

2" 3,48 t 712 712

3 3,43t 732 732

4 3,35t 67,9 68,0

5" 3,22 758 759

ddd
6" 364de 60,1 60,0

3,56 d
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Fig. 03. Flavondis e catecois isolados do extrato aquoso das folhas de
Schizolobium parahyba. A) isoquercitrina, B) miricetina-3-O-glicosideo, C)
catequina e D) galocatequina.

A B
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Fig 04. Inibicdo da atividade hemorragica da peconha bruta de Bothrops alternatus por
compostos ativos isolados do extrato aquoso de Shizolobium parahyba. A) 22,32 ug de
peconha de B. alternatus (Bal). B) PBS; C) Bal + isoquercitrina; D) Bal + miricetina-3-O-
glicosideo; E) Bal + catequina; F) Bal + galocatequina; G) galocatequina aplicada 30 minutos
antes de Bal; H) Bal + Rutina comercial; (1:30, peconha:fragdes, m/m).
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Fig 05. Inibicdo da atividade fibrinogenolitica da peconha bruta de Bothrops alternatus por
compostos ativos isolados do extrato aquoso de Shizolobium parahyba (1:100, pegonha:fragdes,
m/m).

6) (75ug) Padrao de fibrinogénio (FIB)

1) FIB + 5 pg de peconha de B. alternatus (Bal)

2) 2)FIB + Ball/isoquercitrina

3) 3) FIB + Bal/miricetina-3-O-glicosideo

4) 4)FIB + Bal/catequina

5) 5) FIB + Bal/galocatequina

4. Discussao e conclusoes

Os estudos etnofarmacolégicos sempre caminharam no sentido de se
comprovar se uma dada espécie de planta utilizada popularmente, realmente
apresenta a atividade terapéutica que lhe é atribuida. Muitos desses trabalhos,
direcionados ao combate de atividades toxicas de pegonhas de serpentes utilizando
extratos brutos aquosos pré-misturados com os venenos, foram publicados
evidenciando os efeitos protetores de tais plantas (Cherdchu et al., 1978, 1983;
Akunyili & Akubue, 1987; Mors et al., 1991, 2000; Martz, 1992; Alam et al., 1994;
Borges et al., 2000, 2001; Biondo et al., 2003; Izidoro et al. 2003; Soares et al., 2004;
da Silva et al., 2005; Maiorano et al., 2005; Oliveira et al., 2005). Mas uma atengao
especial a estes ensaios usando extratos vegetais aquosos deve ser dada a
presenca de taninos, que agem inespecificamente precipitando proteinas e
mascarando resultados, como mostrado por Borges et al.,(2005). E sabido que

extratos vegetais aquosos ou hidroalcoolicos sempre solubilizam quantidades
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significativas de taninos (Costa, 2002; Simdes, 2003), e assim o efeito especifico de
determinado metabdlito presente neste extrato pode nao ser observado. Mas, uma
vez fracionados estes extratos € possivel obter compostos menores com agdes mais
especificas, como varios polifendis que sempre acompanham as extragdes taninicas
(Costa, 2002; Simdes, 2003). Atualmente, muitos pesquisadores estdo direcionando
seus trabalhos para o isolamento e elucidacdo estrutural de metabdlitos vegetais
com propriedades antiofidicas, e uma grande parte destes sdo compostos fendlicos
como ar-tumerona (Ferreira et al., 1992), acido caféico, cinarina (Pereira et al., 1994)
e acido rosmarinico (Ticli et al., 2005). Para uma revisdo mais completa ver Soares et
al (2004).

Os flavondides, por sua vez, representam um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos naturais amplamente distribuidos no
reino vegetal. Sao atribuidos a este grupo diversas fungdes como protegao contra a
incidéncia de raios ultravioleta e visivel, contra patdbgenos externos, e como atraentes
de agentes polinizadores, dentre outros. Terapeuticamente s&o descrito como
antivirais, antioxidantes, antiiflamatérios e antitumorais; desde a década de 30 estao
sendo usados no tratamento de fragilidade de vasos capilares e purpura hemorragica
por serem capazes de recuperar a resisténcia capilar e também por inibirem a

atividade de hialuronidases (Simdes, 2003).

Neste trabalho nés isolamos e identificamos pela primeira vez do extrato
aquoso das folhas de Schizolobium parahyba quatro flavondides ja descritos na
literatura: isoquercitrina, miricetina-3-O-glicosideo, catequina e galocatequina, e
subsequentemente, testamos a capacidade de cada um deles em neutralizar a
atividade hemorragica e fibrinogenolitica da pegonha bruta de Bothrops alternatus.

A isoquercitrina foi capaz de inibir a hemorragia induzida pela pegonha, mas
nao demonstrou grande eficiéncia em inibir a atividade fibrinogenolitica (Fig. 05, linha
2). Este composto € um glicosideo natural da quercitrina, um bioflavondide que é
encontrado em muitas plantas responsaveis pelas cores como o amarelo, laranja e
vermelho em flores, frutos e folhas (Salim et al., 2004). Muitas atividades biolégicas

foram descritas para a isoquercitrina, onde destacamos seu potencial protetor do
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endotélio contra a injuria oxidativa estabelecida em diabéticos (Vitor et al., 2004),
sequestrador de radicais livres (Yesilada et al., 2000; Kang et al., 2002), assim como
uma possivel droga no combate a asma por inibicdo de sisteinil leucotrienos
(Fernandez et al., 2005), agédo antiinflamatéria (Calixto et al., 2003; Morikava et al.,
2003), sedativa e nao letal em camundongos (Kang et al., 2000). Assim do ponto de
vista terapéutico a isoquercitrina claramente pode vir a apresentar bons resultados
em testes subsequentes, com venenos de serpentes, que visem a neutralizacdo dos
processos locais inflamatérios e edematogénicos, que sempre sdo acompanhados
de muita dor pela vitima de picada de serpentes.

Miricetina-3-O-glicosideo assim como a isoquercitrina € um flavonol de
ocorréncia natural e que resulta da glicosilagdo do carbono 3 da miricetina. Este seu
precursor, ja foi descrito como potente agente antioxidante (Roback & Gryglewski,
1988; Hertog et al., 1993a; Soobrattee et all., 2005), protetor de lipideos de
membranas contra danos oxidativos , inibidor de lipooxigenases (Ong and Khoo,
1997), agente anticarcinogénico (Hertog et al., 1993b; Huo, 2005) e potente agente
antitrombdético por inibicdo de agregacéo plaquetaria assim como desagregacao de
trombos plaquetarios (Tzeng et al., 1991). A miricetina-3-O-glicosideo, em nossos
ensaios, demonstrou potente acdo antiproteolitica da pegonha de Bal sobre o
fibrinogénio bovino (Fig. 05, linha 3). A protedlise do fibrinogénio é desencadeada por
fibrinogenases contidas na pegonha, que podem ser classificadas por seus dominios
estruturais como metaloproteinases (SVMP) ou serinoproteases (SVSP). De acordo
com nossos resultados, pode-se sugerir que a miricetina-3-O-glicosideo atua como
inibidor destas enzimas inativando-as, evitando assim que as cadeias do fibrinogénio
sejam hidrolisadas. Fato interessante é que este flavonol n&o inibiu a hemorragia
desencadeada pela pegonha, o que pode demonstrar uma ag¢ao especifica contra
enzimas fibrinogenoliticas. Todavia mais ensaios com enzimas isoladas poderao
elucidar melhor o mecanismo de acado deste composto, assim como testes de
inibicdo de inflamagdo e agregacédo plaquetaria desencadeados por pegonhas e
toxinas nos parecem ser promissores, ja que um analogo dela, a Miricetina-3-O-

raminosideo foi descrita muito recentemente por Vareed et al,
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(www.sciencedirect.com, aritigo in press) por desempenhar inibicdo da Coxi-1/Cox-2,

envolvidas na resposta de processo inflamatério, e de peroxidagao de lipideos.

Os catecois ou catequinas sdo um grupo de flavonodides derivados das
leucoantocianidinas que ja ha muito tempo sdo descritas por apresentarem elevados
potenciais bioldgicos. Estudos recentes tém demonstrado que as catequinas como: a
galocatequina, epicatequina e epigalocatequina, possuem uma ampla agao
farmacologica de grande interesse comercial. Por exemplo, a inibicdo de DNA
metiltransferases no qual o processo de hipermetilagcado esta associado a inducao da
instabilidade cromossomal (Lee, et all., 2005), inibicdo de fofosfolipases A2
pancreaticas e consequente absorgao de lipidios (Wang et al., 2006), diminuicdo do
risco de doengas coronarianas (Deell’Agli et al., 2004), agdo antioxidante e
antiinflamatéria, modulagédo de apoptoses e acao neuroprotetora (Sutherland et al.,
2006).

A galocatequina isolada do extrato aquoso de S. parahyba foi bastante
eficiente na neutralizacdo da atividade hemorragica e parcialmente sobre a
fibrinogendlise induzida por Bal. Ja a catequina que é diferente da galocatequina
apenas por nao apresentar um grupo OH no carbono 5’, ndo foi capaz inibir a
atividade hemorragica da peconha, mas apresentou inibicdo parcial da atividade
fibrinogenolitica. Essa sutil diferenga estrutural, portanto, pode resultar em um efeito
farmacoldgico totalmente diferente. A literatura é rica em descricbes semelhantes,
como relatado por Chiu & Lin; (2005) que observaram um aumento da potencia
inibitéria da oxido nitrico sintase pela epigalocatequina-3-O-(3-O-metil)galato
comparada com a epigalocatequina-3-O-(4-O-metil)galato; e por Simdes; (2003)
descrevendo que as isoflavonas geralmente sao antioxidantes mais ativos do que as
flavonas devido ao efeito estabilizante da carbonila em C-4 e hidroxila em C-5. Dessa
maneira, o grupamento OH no carbono 5 da galocatequina pode estar causando a
diminuicdo do halo hemorragico ndo so pelos efeitos vaso-protetores que em geral
os flavondides apresentam (Simdes, 2003), mas possivelmente por um outro
mecanismo ainda n&o elucidado.

Em conclusdo nossos resultados sugerem que o extrato aquoso de

Schizolobium parahyba possui compostos ativos com reais potenciais antiofidicos e
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que passos simples de fracionamentos em coluna de Sephadex LH 20 seguido de
HPLC semipreparativo nos levam a fracbes com grau de pureza bastante elevado e
quantidades relativamente grandes de isoquercitrina, mericetina-3-O-glicosideo,
catequina e galocatequina. Observamos que a galocatequina é um excelente inibidor
da hemorragia desencadeada pela pe¢onha e que a mericetina-3-O-glicosideo € um
forte inibidor de toxinas fibrinogenoliticas. No entanto, mais ensaios sao necessarios
para se entender melhor o mecanismo de acado destes compostos, assim como
ensaios direcionados para outros efeitos toéxicos dos venenos sdo importantes para
se explorar mais acgbes terapéuticas destas substancias. Estudos de modelagem
molecular e cristalizagdo de raio-X usando toxinas isoladas e estes compostos para
desenho de drogas especificas e melhor elucidacédo da relagéo estrutura-fungcéo das

toxinas também serdo de grande importancia.
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Anexo:

NORMAS PARA CONFECGAO DA VERSAO FINAL DO
MESTRADO/DOUTORADO

I.Capa
deve constar:
¢ Universidade Federal de Uberlandia
¢ Instituto de Genética e Bioquimica
¢ Pos-Graduacao em Genética e Bioquimica
e Titulo da Tese
e Nome do aluno
e Uberlandia-MG
e Ano da Defesa

Il. Papel: Tamanho A4

Margens
Superior 3,0cm
Inferior 2,5cm

Esquerda  3,0cm
Direita2,5cm ou 24 pt
Fonte: Arial 12, espago 1,5

lll. Ordenacao do Conteudo

O Mestrado e o Doutorado seréo escritos sob a forma de Capitulo(s). Tanto o boneco
quanto a versao final deverao ter a seguinte forma:

1 Capa ( Anexo 1)

1 Contra capa identificando: Curso, Titulo, Aluno, Orientador,Informes sobre a

titulagao, cidade e ano. (Anexo Il)

¢ Ficha Catalografica: Deve ser colocada nas costas da CONTRA CAPA (Anexo lll)

e Palavras-chave: Deve ser colocada abaixo da Ficha Catalografica na CONTRA
CAPA (Anexo lIl)

e Folha de Rosto com Curso, Titulo, Aluno, Comissao Examinadora, Cidade e Data
(Anexo V)

e Dedicatoria

e Agradecimentos

e indice/Sumario;
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¢ Introdugao
1. devera ser uma sintese do tema pesquisado, situando-o em um contexto geral
sobre o conhecimento atual do assunto.
2. Nao devera trazer citagdes bibliograficas.
3. Sera finalizada com a apresentac¢ao do(s) capitulo(s) com enfoque no(s)
objetivo(s) do(s) capitulo(s).

e Quanto a revisao da literatura, a mesma podera ou néo estar na
dissertagao/tese, em se optando por coloca-la devera ser apresentada na forma
de capitulo e, neste caso, dispensasse tanto o resumo quanto o abstract do
referido capitulo

e Capitulo(s):

e Titulo

e resumo e abstract referentes ao capitulo

e Se o Capitulo foi publicado, pode ser apresentado tanto na forma de
separata quanto na forma do texto original do editor de texto, se foi ou esta
para ser submetido, constar a Revista.

e Cada Capitulo ( 01 ou mais) deve ser escrito em conformidade com uma
Revista de Divulgacao Cientifica escolhida pelo Aluno e seu Orientador.

e O Capitulo pode ser escrito somente em Portugués ou Inglés.

e OPCIONAL
1. Anexar, ao final da Dissertagcédo/Tese, os Protocolos utilizados em Metodologia
para desenvolvimento da Pesquisa

2. Fazer um Capitulo com RESULTADOS COMPLEMENTARES - para
resultados que ainda serao completados para fins de publicagdo, mas que séo
relevantes e merecem uma Short Communication (nota prévia)
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_ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUAGCAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

TiTULO

Aluno:

Orientador:

Co-Orientador: (se houver)

UBERLANDIA - MG
ANO
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ANEXO Il

@ UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
] INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUAGAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

TiTULO

ALUNO

Orientador:

Co-Orientador: (se houver)

Disertacao (ou Tese) apresentada a
Universidade Federal de Uberlandia
como parte dos requisitos para
obtencao do Titulo de Mestre (ou
Doutor) em Genética e Bioquimica
(Area Genética ou Area
Bioquimica)

UBERLANDIA-MG
ANO
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ANEXO Il

No verso da Contra Capa

Sobrenome, nome, ano nascimento -
- Uberlandia: Ano da Defesa
N° total de folhas:, N° total de fotos
Nome do Orientador
Tese de Mestrado (ou Doutorado) Universidade Federal de
Uberlandia. Coordenagdo de Pos-Graduacdo em Genética e Bioquimica.
Inclui Bibliografia
1. Palavra chave - Teses. 2. Palavra chave - Teses. 3. Palavra Chave -
Teses. I. Universidade Federal de Uberlandia. Coordenagao de Pos-
Graduagao em Genética e Bioquimica.

CDU xxxxxx

PALAVRAS-CHAVE DO TRABALHO: (informar no minimo 03 palavras-chave).

IMPORTANTE: A ficha sera confeccionada pelo Setor da Biblioteca campus St2.
Ménica, 2° pavimento, fone 32394257 no horario das 08:00 as 12:00 e das 13:30 as
17:30 apresentando: a obra (boneco) antes do encaminhamento a grafica.
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ANEXO IV

@} UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
~ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUAGAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

TiTULO

ALUNO

COMISSAO EXAMINADORA

Presidente: (Orientador)

Examinadores:

Data da Defesa: / /

As sugestbes da Comissao Examinadora e as Normas PGGB para o formato da
Dissertagcado/Tese foram contempladas

(Orientador)



