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RESUMO

O acidente ofidico ¢ considerado de interesse em satide publica no Brasil, sendo o género
botropico responsavel por cerca de 90% desses acidentes. O acidente botrdpico ocasiona
severas alteragdes locais e sistémicas, que podem deixar graves sequelas ou mesmo levar o
individuo a o6bito. Os efeitos locais ndo sao neutralizados pelo Antiveneno Comercial (AVC) e
sdo agravados por fatores como distdncia e dificuldade de deslocamento para os locais de
atendimento. Nesse contexto, o uso terapéutico de plantas medicinais, como Jatropha elliptica,
¢ comum e estudos farmacoldgicos validaram seu uso tradicional para o acidente ofidico. Os
estudos protedmicos dos venenos de serpentes demonstram particularidades quanto a
composicdo e a relacdo com os sintomas causados. Tais particularidades influenciam no
tratamento devido a diferencas na capacidade neutralizante do soro. O estudo da composi¢ao
dos venenos de filhotes de Bothrops moojeni do cerrado (TO), considerou as variagdes para o
sexo desses animais e evidenciou diferengas significativas entre ambos, demonstrando uma
ampla e diversificada categoria de proteinas. O veneno dos FIL @ (filhotes fémeas) apresentou
DMC (Dose Minima Coagulante) em 0,2 pg/mL de plasma equino e o dos FIL & (filhotes
machos) 0,4 pg/mL, sendo o veneno das fémeas mais coagulante. O veneno dos FIL @ se
destacou na atividade de serinoprotease (0,34+0,05 nmols), sendo superior a atividade do
veneno dos FIL & (0,26+0,03; p<0,001) e também foi mais letal. Contudo, esses venenos nao
diferiram nas atividades fosfolipasica e hemorragica. Também foi avaliada a capacidade do
pool de veneno (50 ug/mL) de B. moojeni adultos em bloquear a atividade da preparagdo nervo
frénico-diafragma de camundongos, através de técnica miografica tradicional. O JeP (polvilho),
obtido de modo artesanal de J. ellitica, foi tamisado e concentragdes de 100 e 1000 pg/mL e
foram testadas por trés protocolos: a) pré-veneno: JeP por 15 min, seguidas pela adicdo de
veneno; b) pds-veneno: veneno por 15 min antes da adigdo de JeP; e ¢) pré-incubagdo: mistura
de veneno + JeP por 30 min antes da adi¢do ao banho. Para os tratamentos pré-veneno e pos-
veneno com JeP 100 pg/mL foram 100,9 + 7,6 % e 97+6,1 %, respectivamente. O modelo de
pré-incubacao mostrou efeito semelhante (78,2+9,2 %) ao produzido pelo antiveneno botrdpico
comercial (80,2+14,1 %). Na mesma sequéncia de modelos, para JeP 1000 pug/mL os T50 foram
de 88,1£7,7 %; 61,5£9,1 % e 86,5+8,9 %. O aumento de JeP para 1000 pg/mL (10X) foi
insignificante para melhorar o T50 do veneno. Os resultados evidenciaram que o veneno de
Bothrops moojeni induz bloqueio neuromuscular e pequenas quantidades do polvilho de J.
elliptica foi eficiente em inverter esse efeito.

Palavras-chave: Bothrops moojeni, Jungdo Neuromuscular. Jatropha elliptica. Polvilho.



ABSTRACT

FERREIRA-RODRIGUES, Sara Costa. Study of the antiophidic property of Jatropha
elliptica (Pohl.) Mull Arg. 2020. 75p. PhD thesis in Environmental Sciences. Concentration
area: Biodiversity and Natural Resources. Federal University of Tocantins - UFT. Palmas,
Tocantins, 2020.

Ophidian accidents are a public health concern in Brazil with Bothrops genus responsible for
about 90% of them resulting in severe local and systemic changes which can leave serious
sequelae or even lead to death. The commercial antivenom is ineffective against the local effects
and the distance and difficulty to access the service locations are aggravating. Medicinal plants
as Jatropha elliptica to treat snakebites is a valuable resource face to the biodiversity of Brazil.
Proteomic studies of snake venoms demonstrate particularities regarding the composition and
the relationship with the symptoms caused. Such particularities influence the treatment due to
differences in the neutralizing capacity of the serum. The study of the composition of Bothrops
moojeni puppies from the cerrado (TO) took into account the variations for the sex of these
animals and evidenced significant differences between both, demonstrating a wide and
diversified category of proteins. The venom of FIL @ (female puppies) presented MCD
(Minimum Coagulant Dose) in 0.2 pg / mL of equine plasma and that of FIL &' (male puppies)
0.4 ng / mL, the female venom being the most coagulant. The venom of FIL © stood out in the
serine protease activity (0.34 = 0.05 nmol), being superior to the activity of the venom of FIL
3 (0.26 = 0.03; p <0.001) and was also more lethal. However, these poisons did not differ in
phospholipase and hemorrhage activities. The ability of the adult B. moojeni venom pool (50
pg / mL) to block the activity of the mice phrenic nerve diaphragm preparation was measured
using a traditional myographic technique. The JeP (powder), obtained by hand from J. elliptica,
was screened at concentrations of 100 and 1000 pg / mL and were tested by three protocols: a)
pre-venom: JeP for 15 min, followed by the addition of poison; b) post-venom: poison for 15
min before adding JeP; and c) pre-incubation: a mixture of poison + JeP for 30 min before
adding to the bath. For pre-venom and post-venom treatments with JeP 100 pg / mL, 100.9 +
7.6% and 97 £+ 6.1%, respectively. The pre-incubation model showed a similar effect (78.2 £
9.2%) to those produced by commercial bothropic antivenom (80.2 + 14.1%). In the same
sequence of models, for JeP 1000 ng / mL, the T50s were 88.1 = 7.7%; 61.5 £ 9.1%, and 86.5
+ 8.9%. The increase in JeP to 1000 pg / mL (10X) was negligible to improve the T50 of the
poison. The results showed that Bothrops moojeni venom induces neuromuscular block and
small amounts of the J. elliptica starch was efficient in reversing this effect.

Keywords: Bothrops moojeni, Neuromuscular junction. Jatropha elliptica. Flour.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil apresenta uma fauna de serpentes composta por 75 espécies de interesse médico
agregadas nas familias Elapidae e Viperidae. Pertencente esta ultima o género das Bothrops
(jararacas), responsavel por cerca de 90% do numero total de acidentes, o que também ¢
reproduzido para o estado do Tocantins (SINAN, 2020).

O género Bothrops compreende pelo menos 50 espécies, com extrema diversificacao
morfologica e ecologica, que resulta em variacdes na composicdo do veneno (da SILVA e
RODRIGUES, 2008; BARBO et al., 2012; 2016; CARRASCO et al., 2016).

Essas variagdes podem ser resultado da agdo de diversos fatores e interagdes (AIRD et
al., 2015; WONG et al., 2009). Nesse sentido, a composi¢ao dos venenos tem sido estudada por
ferramentas protedmicas referidas como “omics” com o objetivo de entender melhor como
essas variacdes influenciam na sua composi¢do (SUNAGAR et al., 2016; CALVETE, 2017;
UTKIN, 2015).

Essas pesquisas contribuiram de forma fundamental para o conhecimento que se tem
hoje a respeito da composi¢do do veneno como a historia evolutiva, a identificagdo de toxinas
que sdo potenciais candidatas para o desenvolvimento de ferramentas bioldgicas ou drogas
terapéuticas e possibilitou relacionar a composicdo do veneno com os sintomas clinicos do
envenenamento (BRAHMA etal., 2015; CAO et al., 2013; de OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016;
YIN et al., 2016).

E consideravel o avango alcangado no conhecimento da composi¢do dos venenos de
serpentes, porém diversos mecanismos de agdo dos componentes envolvidos nos efeitos locais
ainda ndo estdo bem compreendidos. Devido a gravidade, os efeitos do envenenamento por
serpentes se constituem em um desafio de saude publica (GUTIERREZ, 2012; MAMED et al.,
2016).

1.2 Venenos botropicos

Os venenos das serpentes sdo produzidos em glandulas exdcrinas especializadas, sdo
modelos relevantes para estudos da sintese protéica, secre¢do e o armazenamento de
componentes potencialmente nocivos. Sao constituidos por uma mistura complexa de proteinas
e peptideos, que representam 90% do peso seco do veneno, auxiliam na captura e digestao dos
alimentos, e constitui um mecanismo de defesa (DE LUCCA et al., 1974; SERRANO et al.,
2005; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2015). Portanto, varias proteinas sdo toxicas e a
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principal funcdo ¢ imobilizar, paralisar ou deixar as presas mais fracas para mata-las e ingeri-
las de maneira segura (KOCHVA, 1987; QUEIROZ et al., 2008; RICHARDS; BARLOW;
WUSTER, 2012).

Os estudos dos proteomas dos venenos de serpentes mostram que ha diferengas em sua
composicdo (CHIPPAUX et al, 1991), que sdo influenciados por fatores ambientais e
ecoldgicos (ZELANIS et al., 2010).

Se comparado com venenos de outros grupos de animais, possui complexidade em suas
atividades tanto bioquimicas quanto farmacoldgicas, e as variagdes ocorrem em varios niveis
como familia, género, espécie, populacdo e entre individuos de forma intraespecifica,
representada por variagdes ontogenéticas (CHIPPAUX, 1991; SALDARRIAGA et al., 2003;
GUERCIO et al., 2006; ZELANIS et al., 2010). Essa variabilidade na composigéo pode resultar
em diferentes quadros clinicos de envenenamento (CASEWELL et al, 2014; GONCALVES-
MACHADO et al, 2015; CARRASCO et al., 2016; DURBAN et al, 2017; CALVETE, 2017).

1.2 Quadro clinico

O envenenamento botrdpico € caracterizado por graves danos locais causados pela acao
toxica de componentes do veneno que causam e agravam a inflamag¢ao (MAMED et al., 2016).

Alguns fatores determinam o quadro clinico desenvolvido pela vitima. A quantidade de
veneno inoculado, a regido da picada, a idade e o tempo decorrido entre o acidente e o
atendimento médico podem favorecer a complicag¢do do acidente (ALMEIDA et al., 2016).

As alteragdes mais proeminentes no género Bothrops sdo caracterizadas pelos efeitos
locais, sistémicos ou ambos (WARRELL, 2010), com mortalidade abaixo de 1% dos casos
tratados. No entanto, sequelas anatomicas locais e funcionais, devido a necrose dos tecidos e
infeccdo secunddaria sdo comuns. Na maioria dos casos, a insuficiéncia renal, que pode ocorrer,
¢ reversivel (CAMPOS et al., 1999).

Os efeitos locais sdo causados pelos varios componentes presentes no veneno, como
enzimas e toxinas que agem de forma conjunta, estas se instalam precocemente e de forma
progressiva, podendo causar a amputagao ou mesmo a morte do acidentado (BARRAVIEIRA
et al.,, 1994; RIBEIRO et al 1998; LOMONTE et al., 1990; PINHO e PEREIRA, 2001;
GUTIERREZ ¢ LOMONTE, 1989, 2003; FONSECA et al., 2004).

Atualmente o tratamento mais eficaz para pacientes de acidentes ofidicos, segundo a
Organizacao Mundial de Saude (OMS, 2020), ¢ a soroterapia, mas esse procedimento tem sido

eficiente em neutralizar os efeitos sistémicos causados pelo envenenamento, ndo os efeitos
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locais (NADUR-ANDRADE et al., 2012). Estudo de Gutiérrez et al. (2011) demonstra que,
mesmo a soroterapia sendo eficaz, reduzindo a mortalidade e os efeitos sistémicos dos acidentes

ofidicos, os efeitos locais ndo neutralizados pelos antivenenos podem evoluir.

1.3 Principais proteinas e efeitos do envenenamento botrdpico

Na familia Viperidae as metaloproteinases, serinoproteases ¢ fosfolipases sao
responsaveis pelas acoes locais do envenenamento como hemorragias, agdo inflamatoria, lesoes
da pele, mionecroses dentre outros (COSTA e SANTOS, 2004; de OLIVEIRA et al., 2016;
SALVADOR et al., 2013 ).

A atividade hemorragica ¢ uma das atividades mais evidentes (BJARNASSON e FOX,
1994). As metaloproteases possuem massa molecular entre 20 e 110 kDa, causam degradagao
do coldgeno, bem como, de outros componentes da lamina basal dos vasos capilares.
Consequentemente, esses capilares sdo rompidos, ocorrendo equimose e sangramentos. A
alteracdo do tempo de coagulagdo (TC) ¢ resultado da atuagdo sobre fatores da cascata de
coagulagdo e sobre a trombina (GUTIERREZ e CHAVES, 1980; FOX e SERRANO, 2008;
OKAMOTO et al., 2014).

Outro componente importante do veneno sdo as enzimas fosfolipases A» (PLA»). Sao
proteinas de 14-18 kDa, abundantes nos venenos botropicos, interferem severamente nas
fungdes fisiologicas causando trombose e hemorragia, estdo envolvidas em mecanismos de
prolifera¢do celular, quimiotracdo, contragdo do musculo liso e atividades microbiolédgicas.
Algumas iniciam a agregagdo plaquetdria, em contra partida outras inibem severamente esta
atividade (KINI e EVANS, 1990; KINI, 2003, MORA et al., 2005 ; AMORIM et al., 2018).

As serinoproteases sao abundantes nos venenos da familia Viperidae e constitui cerca
de 20% da totalidade de proteinas que formam o veneno, sdo caracterizadas com propriedades
bioquimicas e estruturais, com massa molecular de 28 a 60 kDa. Estdo ligadas as fung¢des
digestivas, ativacdo do sistema complemento, diferenciacdo celular e hemostasia. Nao
apresentam letalidade, mas certamente contribuem no efeito toxico quando associadas a outras
proteinas do veneno. Sua atuacgdo estd ligada diretamente na cascata de coagulagdo, por vezes,
de forma ndo especifica na degradacdo proteolitica, ou seletivamente por meio da ativacdo e
inativacdo de fatores da coagulacdo, envolvidos na agregacdo plaquetaria, coagulacao e

fibrindlise (BRAUD et al., 2000; CASTRO et al., 2004; OLIVEIRA et al. 2013).
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1.4 Uso de plantas

Mesmo havendo um avango importante no conhecimento da composi¢ao e atividade do
veneno de serpentes, a compreensao dos efeitos locais causados por toxinas ofidicas ainda ¢
limitada devido a complexidade que possuem. Em consequéncia, a neutralizagdo dos danos
locais causados pelo envenenamento botrdpico, como ja mencionado, continua ineficiente
(QUEIROZ et al., 2008; ISBISTER, et al., 2009; GUTIERREZ, et al., 2010; GUTIERREZ,
2012; NADUR-ANDRADE et al., 2012).

Alternativas terapéuticas que minimizem os efeitos do envenenamento se tornaram
importantes (FONSECA et al.,, 2004). O uso de extratos vegetais como antidotos de
envenenamento ¢ muito comum e, em muitas comunidades onde a soroterapia ¢ de dificil
acesso, apresentam-se como unico recurso terapéutico (SOARES et al., 2005).

Em se tratando de plantas como recurso, as medicinais t€ém sido utilizadas em todo o
mundo durante séculos para manter a saude (GANIE et al., 2015). Por conseguinte, os tltimos
200 anos testemunharam uma metamorfose substancial nos estudos e praticas na busca de
principios ativos naturais (DHAMI, 2013).

No Brasil, a utilizagdo de plantas medicinais é uma pratica generalizada na medicina
popular e o uso de plantas baseado no conhecimento tradicional, em sua maioria, ¢ transmitido
oralmente (MADEIRA e LIMA, 2015).

Segundo Moreira et al. (2002) o conhecimento sobre as plantas foi sendo adquirido e
repassado através das geragdes a partir de experiéncias individuais, e o que faz o homem utilizar
as plantas como alternativa terapéutica ¢ a perpetuacdo de informagdes valiosas, capazes de
promover a cura dos seus proprios males.

A atribui¢do de sua sobrevivéncia, em meio as dificuldades enfrentadas, ¢ dada ao meio
ambiente. O alicerce deste conhecimento est4 nos resultados praticos acumulados ao longo do
tempo e sobre base empirica, o que contribui para a solucao dos problemas cotidianos. Quando
se trata do uso medicinal das plantas, a populagdo busca melhoria na qualidade de vida, também
como tentativa de suprir as deficiéncias de assisténcia primaria relacionadas a saude,
precariedade do sistema oficial ou entdo a distancia para buscar atendimento médico (CASTRO
e FERREIRA, 2001; COSTA e MAYWORM, 2011). Essa pratica no Brasil ¢ muito comum e
resultante da forte influéncia cultural dos indigenas locais, miscigenadas as tradi¢des da Africa

e Europa, trazidas pelos colonizadores (MARTINS, 2000).
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Estudos envolvendo plantas no Brasil sdo especialmente importantes pela rica
biodiversidade do cerrado, que detém a maior diversidade de plantas do mundo e
conhecimentos tradicionais abundantes. De forma geral, esta riqueza vem despertando interesse
de comunidades cientificas relacionadas ao estudo, conservagao ¢ utilizagdo racional destes
recursos (MARTINS, 2000; FUNARI e FERRO, 2005; SOUZA e FELFILI, 2006).

Virias plantas foram estudadas com a finalidade de comprovar seus efeitos sobre a acao
do envenenamento de algumas espécies de Bothrops (ASSAFIM et al., 2011; FERRAZ et al.,
2014; TRIBUIANI et al., 2014). O objetivo ¢ usa-las no tratamento como adjuvante do
Antiveneno Comercial recomendado (WHO, 2020; GOMES et al, 2016).

Como exemplo, citamos os estudos com Jatropha molissima e Hypericum laxiusculum
(Hypericaceae) testada contra os efeitos locais induzidos pelos venenos de Bothrops jararaca
e Bothrops erythromelas (ASSAFIM et al., 2011; GOMES et al., 2016) e Jatropha elliptica
estudada para verificar sua agdo antiofidica sobre o veneno de Lachesis muta, no que diz
respeito @ hemolise, hemorragia, coagulacao e atividade proteolitica (DE PAULA et al., 2010).

As pesquisas cientificas realizadas com Jatropha elliptica ratificam o potencial
medicinal relatado popularmente (BRUM et al., 2006; LIMA et al., 2006; PESSOA et al., 1999,
2007). Também validaram sua atividade antiofidica do extrato etandlico liofilizado, evitando a
evolucdo da paralisia em preparagdes nervo frénico-diafragma de camundongos induzidas pelo
veneno de B. jararacussu e a atividade anti-inflamatodria sobre o edema de pata e a migragao de
neutrofilos (FERREIRA-RODRIGUES et al., 2016).

Informagdes a respeito do uso do pd (polvilho) obtido dos rizomas de J. elliptica,
administrado em pequenas quantidades, indicam que também € eficiente no tratamento do
envenenamento ofidico (SANTOS et al., 2006). Nao havendo estudos a respeito da
atividade antiofidica do polvilho de J. elliptica, nos propomos investigar.

Portanto, as plantas medicinais provaram seu valor como fonte de moléculas com
potencial terapéutico e ainda hoje, representam uma associagdo importante para a identificacao
de novos farmacos com a possibilidade de uma visdo abrangente das abordagens usadas. As
tendéncias de pesquisa indicam claramente que os produtos naturais estardo entre as fontes mais

importantes de novos medicamentos também no futuro (ATANASOV et al., 2015).
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1.5 Bothrops moojeni

E uma serpente pegonhenta conhecida por malha-de-sapo, jararaca ou caigaca, com
porte médio de aproximadamente 1,80m de comprimento total e habito terricola, com atividade,
preferencialmente noturna. E amplamente distribuida pelo cerrado com reprodugio vivipara,
capaz de se adaptar a ambientes diversos (FREITAS, 2003; CAMPBELL e LAMAR, 2004;
BERNARDE, 2012).

A peconha de Bothrops moojeni tem sido muito estudada e de forma geral, seu veneno
¢ semelhante aos venenos de outras espécies do género em relagdo a composi¢cao (ASSAKURA
et al., 1985; NADUR-ANDRADE et al., 2012; SILVEIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2015),
atividades proteolitica, coagulante ¢ hemorragica (CARDOSO et al., 2003). A atividade
proteolitica em moojeni ¢ mais intensa quando comparada com outras espécies botropicas
(ASSAKURA et al., 1985; CAMPOS et al.,2013).

O estudo do transcriptoma da glandula de veneno de Bothrops moojeni, identificou 20
classes de componentes, dentre as quais as metaloproteases foram as mais expressas, seguidas
das serinoproteases e fosfolipases e sequéncias de aminoacidos que ainda ndo haviam sido
relatadas para esse veneno (AMORIM et al., 2017).

Os estudos que contemplam as atividades do veneno de B. moojeni ratificam a mudanga
que ocorre na composi¢ao do proteoma relatada na literatura, inclusive quando avaliada idade
e género da espécie (FURTADO et al., 2006; AMORIM et al., 2018).

Nesse sentido, a abundancia relativa e a presenca dos componentes nos venenos tém
relacdo com os amplos efeitos farmacoldgicos e com a toxicidade do veneno (BRAUD et al.,
2000; CASTRO et al., 2004; SILVEIRA et al., 2013), como os efeitos locais mais potentes de
edema, hiperagelsia e miotoxicidade induzidos pelo veneno de B. moojeni, em relacdo ao
veneno de B. alternatus. Os resultados também indicaram que metaloproteases, e fosfolipases
Az tem um papel central no dano local, incluindo a participagao de serinoproteses (MAMED et
al., 2016).

O veneno de Bothrops moojeni jovens apresenta maior atividade pro-coagulante
(ativagdo de fator X e protrombina) e menor atividade inflamatoria local, em relagdo as
serpentes adultas (FRANCA e MALAQUE, 2003). Ja o trabalho de Amorim et al. (2018)
verificou que fémeas de B. moojeni possuem maior quantidade de L-aminoacido oxidase e
possivelmente esse aumento pode ser responsavel pela maior citotoxicidade observada.

Apesar dos danos e consequéncias advindas do envenenamento por serpentes, no caso

B. moojeni, serem notdrios como os demonstrados aqui nessa revisdo, muitas moléculas
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presentes no veneno sdo relevantes do ponto de vista médico e cientifico (SALVADOR et al.,

2013).

1.6 Uso terapéutico de proteinas isoladas

O homem tem buscado beneficio usando recurso do ambiente a seu favor, inclusive do
veneno de serpente, e, nesse sentido, os estudos farmacoldgico, bioquimico e tdxico tém
revelado moléculas promissoras na terapéutica.

De forma geral, os venenos sao fontes ricas em toxinas com grande potencial terapéutico
e biotecnologico e as abordagens Omicas possibilitaram a identificacdo de componentes
bioativos no veneno (AMORIM et al., 2017).

Uma serinoprotease denominada BmooSP foi isolada do veneno de B. moojeni. Os
resultados obtidos por de Oliveira et al. (2016) sugerem o uso terapéutico desta enzima como
agente antitrombotico. Essa enzima diminui o nivel de fibrinogénio plasmatico, a viscosidade
do sangue melhorando a circulagdo sanguinea. Outra possibilidade ¢ o uso de BmooSP para
substituir suturas tradicionais em pequena cirurgia, pela capacidade que tem de formar cola de
fibrina resistente.

A metaloproteinase moojenina isolada com cerca de 45 kDa (peso molecular) tornou o
sangue de camundongos nao coagulavel, quando administrada por via intraperitoneal. Essa
metaloproteinase pode ser de interesse médico devido a sua atividade anticoagulante (de
MORALIS et al., 2012). Outras proteinas foram isoladas, a saber fosfolipase de 13,8 kDa capaz
de inibir a agregacdo plaquetdria e com efeito bactericida (SILVEIRA et a., 2013),
serinoprotease de 32 e 35 kDa com capacidade de formar coagulos soluveis destacando sua
aplicacdo clinica como desfibrinante (OLIVEIRA et al., 2013).

Nao cabe aqui esgotar o assunto, mas mostrar que a atividade proteolitica do veneno de
B. moojeni, com efeitos locais ao nivel do sistema circulatdrio, sdo responsaveis pelos distlrbios
hemostaticos causados pelo envenenamento (FRANCA e MALAQUE, 2003) e sdo relevantes.
E que a caracterizagdo do contetido proteico do veneno dessas serpentes apresenta beneficios
importantes para a pesquisa basica, para o diagndstico clinico, o desenvolvimento de novas
ferramentas de pesquisa e drogas com potencial aplicagdo terapéutica, ainda, como estratégias
para a produc¢ao de soros antiofidicos eficazes (SANZ et al., 2006; MODAHL; DOLEY; KINI,
2010).

O conhecimento interespecifico da composi¢do do veneno de B. moojeni pode ajudar a

compreender os sintomas no envenenamento. E também, a produzir antivenenos mais
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especificos, ja que os estudos desta espécie, oriundas do Tocantins, sdo escassos € nao abordam
a variagao sexual entre filhotes e adultos.

Portanto, nossa proposta foi caracterizar o veneno de filhotes fémeas e machos de
Bothrops moojeni, e validar a acdo antiofidica de Jatropha elliptica sobre a jungdo

neuromuscular.

2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o veneno de Bothrops moojeni ¢ validar a agdo antiofidica de Jatropha

elliptica sobre a juncdo neuromuscular.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar o papel relatado pela literatura, para o uso da batata de tia (Jatropha elliptica);
Capitulo I

e Caracterizar o veneno de Bothrops moojeni filhotes, machos e fémeas; Capitulo IT

e Verificar a capacidade do polvilho da batata de Jatropha elliptica em inibir o bloqueio

neuromuscular induzido pelo veneno de Bothrops moojeni; Capitulo 111
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CAPITULO III

Bloqueio neuromuscular induzido pelo veneno da serpente Bothrops moojeni e o efeito

do polvilho de Jathropha elliptica (Pohl.) Miill. Arg.

1 Introducao

No Brasil, dentre as serpentes de interesse médico o género Bothrops (Viperidae) se
destaca pela relevancia dos acidentes, sendo esse responsavel por 90% das notificacdes no
Sistema de Informagdes de Agravos de Notificagdes (SINAN, 2020).

O Estado do Tocantins mantém o padrdo epidemioldgico nacional para o acidente
ofidico, com a maioria dos acidentes notificados para o género botropico, predominando
acidentes para trabalhadores da érea rural, sendo os membros inferiores os mais acometidos
(LEOBAS et al., 2016; QUEIROS, 2020, no prelo; SINAN, 2020). Na area rural, os acidentes
remetem ao agravante relacionado ao tempo de atendimento, pois a distancia e dificuldade de
deslocamento aumentam o tempo para o inicio do tratamento, um fator de risco para
complicagdes locais e sistémicas (FEITOSA et al., 2015; LEOBAS et al., 2016; CAMARA et
al., 2020).

Os pacientes tratados na primeira hora pds-acidente, no Estado, representaram 24% das
notificagdes (1640 acidentes botrdpicos), percentual inferior ao observado para o Brasil (27%
dos acidentes botropicos), para o periodo de 2010 a 2019 (SINAN, 2020).

A gravidade do acidente botropico € marcada por intensas reacdes sistémicas e locais,
desencadeadas por varios componentes presentes no veneno, como fosfolipases,
metaloproteases e serinoproteases. As principais alteragdes sistémicas sdo observadas na
hemostasia e as alteracdes locais desencadeiam dor, inflamacdo e destruicao do tecido no
membro acidentado, o que pode levar a amputacdo ou morte (BARRAVIEIRA et al., 1994;
RIBEIRO et al., 1998; PINHO; PEREIRA, 2001; GUTIERREZ; LOMONTE, 1989).

Alguns autores demonstraram o potencial dessas classes de proteinas identificadas em
espécies de B. moojeni como anticoagulante, coagulante, bactericida e na indugdo de
pronunciado efeito local ndo neutralizado pelo antiveneno (MORAES et al., 2012; OLIVEIRA
etal., 2013; SALVADOR et al., 2013; SILVEIRA et al., 2013).

O tratamento para o envenenamento ofidico tem sido a administra¢do de antiveneno, o

que melhora a resposta imunologica, reduz a mortalidade e neutraliza os sintomas clinicos
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desencadeados pelo envenenamento (ALMEIDA et al., 2012; OMS, 2020). No entanto, os
estudos demonstram que a eficacia do tratamento tem relagdo com o tempo entre o acidente e
o inicio da administragdo do antiveneno, pois compromete a recuperacao do paciente
(GUTIERREZ et al., 2011; ESTEVAO-COSTA et al., 2016; BORGES et al., 2018).

Assim, a busca por alternativas contra os efeitos do envenenamento por serpentes torna-
se uma necessidade (FONSECA et al., 2004), principalmente para as populagdes que moram
distantes dos centros de atendimento. Nesse sentido, a populagdo muitas vezes faz uso de
plantas medicinais como alternativa para minimizar as deficiéncias de assisténcia primaria
relacionadas a satde, o que inclui o ofidismo (CASTRO e FERREIRA, 2001; SOARES et al.,
2005; COSTA e MAYWORM, 2011; MARTINS et al., 2000).

As plantas capazes de neutralizar os efeitos de venenos ofidicos tornam-se reconhecidas,
pois agregam ao valor medicinal, aspectos que contribuem para sua preservacao (MORS, 2000),
e podem ter seu potencial sugerido como adjuvante no tratamento dos acidentes por serpentes
(GOMES et al, 2016). Devido a relevancia dos efeitos causados pelo envenenamento botropico,
algumas espécies estdo sendo estudadas para comprovar o uso popular sobre a atividade
antiofidica (ASSAFIM et al., 2011; FERRAZ et al., 2014; TRIBUIANI et al., 2014), incluindo
a Jatropha elliptica (Pohl.) Miill. Arg. (FERREIRA-RODRIGUES et al., 2016).

Caracteristica do cerrado brasileiro (CORDEIRO e SECCO, 2015), Jatropha elliptica é
utilizada como fortificante (VAN DER BERG e SILVA, 1988) e no tratamento de doencas
inflamatorias, como purgativo, no tratamento do umbigo do recém-nascido e acidentes por
serpentes (VAN DER BERG e SILVA, 1988; LIMA et al., 2006; SILVA et al., 2010; YAZBEK
etal., 2016).

As pesquisas cientificas realizadas com essa planta ndo s6 ratificam o potencial
medicinal relatado popularmente, como também validaram atividades como citotoxica, anti-
inflamatoria e antitumoral in vivo, bactericida e antiofidica, evitando a evolucdo da paralisia em
preparagdes nervo frénico-diafragma de camundongos induzidas pelo veneno de B. jararacussu
(BRUM et al., 2006; LIMA et al., 2006; PESSOA et al., 1999, 2007; FERREIRA-RODRIGUES
et al., 2016). Contudo, estudo etnobotanico relata ainda, que o emprego do pd (polvilho) obtido
dos rizomas de J. elliptica, administrado oralmente e em pequenas quantidades, também ¢
eficiente no tratamento do envenenamento ofidico (SANTOS et al., 2006).

No Tocantins a serpente de interesse médico mais incidente € a Bothrops moojeni
(SILVA, 2017). No entanto, ndo ha estudos que avaliem a toxicidade desse veneno sobre a

jungdo neuromuscular, tampouco para espécimes do cerrado Tocantinense ou para avaliar o
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potencial antiofidico do polvilho dessa planta. Para suprir essa lacuna, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito do veneno de Bothrops moojeni (Pool/TO) sobre a atividade

neuromuscular e verificar a capacidade do polvilho de J. elliptica (JeP) em bloquea-lo.

2 Material e métodos
2.1 Obtengdo de rizomas da planta

A coleta de rizomas de Jatropha elliptica (Localizagdo: S 10°19.207° e W 047° 47,954°)
foi realizada em 2019, de acordo com o descrito por Ferreira-Rodrigues et al. (2016), no
municipio de Santa Tereza (TO). A planta foi identificada de acordo com as Normas
Internacionais de Classificagdo Botanica e comparada as exsicatas depositadas no herbario do
Tocantins, da Universidade Federal do Tocantins (UFT), Campus de Porto Nacional (Registro
n. 10.681).

2.2 Obtengdo do polvilho de Jatropha elliptica (JeP)

O polvilho foi obtido de modo artesanal. Os rizomas (1.815kg) da planta foram lavados
e ralados em um ralo convencional, adicionando 4gua, peneirado e colocado para decantar.
Apo6s a decantacdo, o sobrenadante foi removido e o restante seco a temperatura ambiente e
posteriormente tamisado em peneira para analise granulométrica Granutest (Bertel Metalugica
Ltda.), tyler 80 (0,180 mm). O rendimento de polvilho foi de 124,7g. O JeP nao se solubilizou
em dimetil sulfoxido e nem em polietilenoglicol 400 (PEG 400), recomendados para uso em
preparagdo neuromuscular (CINTRA-FRANCISCHINELLI et al., 2008), razdo pela qual

optou-se pela diluigdo em Tyrode e ultrasonicagdo, por 10 minutos, antes da adi¢ao ao banho.

2.3 Obtengdo do veneno de Bothrops moojeni

Amostras da primeira extracdo de veneno bruto de Bothrops moojeni foram obtidas de
seis serpentes. Os animais foram coletados em areas rurais dos municipios de Araguaina (duas
fémeas), Palmas (um macho e duas fémeas) e Santa Rosa (uma fémea), no estado do Tocantins,
nos anos de 2016 e 2017. A captura dos animais recebeu a autorizacao cientifica n® 52416-1 do
Sistema de Autorizag¢do e Informacao em Biodiversidade (SISBIO). O procedimento seguiu a
Instru¢ao Normativa n° 03/2014 e o material biologico foi cadastrado no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético e do conhecimento Tradicional Associado (SisGen n°

AC170C). O veneno (Pool/TO) foi coletado antes da primeira alimentacdo em cativeiro,
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liofilizados e armazenados a -20°C. Os procedimentos foram realizados no Laboratorio de

Herpetologia-IB do Instituto Butantan-SP, certificado pelo Dr. Savio Stefanini.

2.4 Eletroforese SDS-PAGE

O perfil proteico do veneno foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), segundo metodologia descrita por Laemmli (1970). Utilizou-se uma
concentracdo de 4 % no gel de aplicacdo e 10 % no de corrida (200v; 40mA e 20W). As
amostras de veneno (10 pg) foram aplicadas na presenga de B-mercaptoetanol e paralelamente
foi utilizado um padrao de massa molecular de 10 a 250 kD, Dual Color Precision Plus (Bio

Rad). O gel de eletroforese foi corado com Comassie-Bio Rad.

2.5 Ensaios de neutralizacdo do veneno
2.5.1 Antiveneno Botropico Comercial (ABC)

O antiveneno botropico (ABC) foi doado pelo Instituto Butantan e os experimentos
foram realizados seguindo as doses recomendadas na bula do ABC (Lote 180187, Fab. 03/2018,
validade 06/2021), a saber: cada mL neutraliza 5 mg de veneno de referéncia B. jararaca.
2.5.2 Animais utilizados e condigoes experimentais

Camundongos machos Mus musculus Swiss (25-30g) foram adquiridos da Anilab
(Animais de Laboratorio, Paulinia, SP, Brasil), mantidos em camaras com exaustao e ventilagao
apropriada (sistema de microventilagdo ambiental, Smaflex®), com temperatura controlada (25
+ 3 °C) em ciclos claro-escuro de 12 horas, controlados por timer, onde receberam racao e dgua
ad libitum no biotério da Universidade de Sorocaba/SP, seguindo as Normas de Bem-estar
Animal do COBEA, com projeto aprovado pela Comissdo de Etica do Uso de Animais da

mesma institui¢do (Parecer CEUA 163/2019).

2.5.3 Preparagdo nervo frénico-diafragma (PND) de camundongos

A preparacao nervo frénico-diafragma de camundongos foi isolada apos a anestesia dos
animais com halotano (Cristalia, Brasil) e mortos por exsanguinagdo de acordo com Biilgring
(1946) modificado para camundongos. A preparacdo bioldgica foi cuidadosamente colocada
em cuba com capacidade para 5 mL contendo solugdo de Tyrode e presa através dos musculos
da costela por ganchos existentes na base da cuba. A temperatura foi mantida a 37 °C e a
preparagdo aerada com carbogénio (mistura de 95% Oz e 5% CO2). Uma tensdo de 5 g/cm foi

aplicada por meio de um fio preso a por¢do tendinosa. Apds registro em condigdes controle
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durante 15 minutos de estabilizagdo da preparacdo, foram realizados os protocolos
farmacolodgicos e registro miografico de acordo com Farrapo et al. (2011).

Uma curva de concentragdo-resposta de polvilho foi realizada usando 100 pg/mL (n=6),
200 pg/mL (n=5) e 1000 pg/ mL (n=10). A solugdo nutritiva de Tyrode representou a condigao
controle. As concentragdes de JeP 100 e 1000 pg/mL foram posteriormente analisadas com 50

ng/mL de veneno de B. moojeni (n=9), usando trés modelos (Tab. 5).

Tabela 5. Protocolos ¢ numero de experimentos

Modelos JeP (100 pg/mL) JeP (1000 pg/mL)

Pré-incubagdo (30 min, antes de adicionar ao
banho de 6rgaos): n=7 n=7

Pool/TO + JeP* ou Pool/TO + ABC*

PréV: JeP adicionado 15 min antes do veneno n=9 n=13

PosV: JeP adicionado apos 15 min de veneno n=8 n=6

*JeP, polvilho obtido de rizomas de Jatropha elliptica
*ABC, Antiveneno Botrépico Comercial

2.6 Analise Estatistica
Os resultados foram expressos em médiaterro padrido da média e a significancia foi
determinada pelo teste ndo pareado t-Student. O nivel de significancia foi estabelecido em

p<0,05, através do software Origin 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA).

3. Resultados e Discussiao

O perfil das proteinas do veneno das serpentes de Bothrops moojeni (em SDS PAGE
10%), est4 apresentado na figura 8. As proteinas expressas em maior intensidade, no gel, foram
aquelas com massa molecular em torno de 10, 20 e 45 kDa. Destaca-se a importancia de estudar
a composicao dos venenos, pois os constituintes influenciam diferentemente nos efeitos do
envenenamento e, consequentemente, no tratamento necessario (CASEWELL et al., 2014).

Os valores do padrdao molecular permitiram inferir que a proteina com ~14 kDa pertence
a classe das fosfolipases (CALGAROTTO et al., 2008), e a de ~20 kDa as metaloproteinases
(MeSH, 2020). E possivel ainda observar a presenca de proteinas compreendidas entre 20 e 50
kDa, quase indetectaveis no gel, o que evidencia pouca expressividade das mesmas na amostra
analisada do veneno, como as serinoproteases (~32 kDa) (BHAT et al., 2016; OLIVEIRA et
al., 2016).
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Proteinas em torno de 50 kDa expressas em venenos pertencem a classe de fatores
hemorragicos com intensa atividade proteolitica (CRISTINA et al., 2020), ndo tendo sido ainda

descrito no veneno de B. moojeni.
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- 25 Figura 8. Eletroforese em SDS-Page. (1) Pool/TO
(10ug). (2) padrdes Dual Color Precision Plus (Bio
» Rad). (3) marcadores moleculares (kDa). As setas
S - indicam bandas diferenciais expressas no Pool/TO.
B . As proteinas foram coradas com Comassie-Bio Rad
de acordo com as indicagdes do fabricante. Pool/TO,
- e | i pool.de.venenos coletados de 6 serpentes Bothrops
moojeni.
1 2 3

Nao hé estudos com o veneno de B. moojeni empregando o modelo experimental sobre
a juncdo neuromuscular, ou seja, a prepara¢do neuromuscular de mamiferos. A concentragdo
eleita do veneno de 50 pug/mL foi baseada em estudos com outros venenos botropicos,
realizados no mesmo modelo (GALBIATTI, 2008; PUEBLA et al., 2010; CARDOSO, 2011;
FERRAZ et al., 2014; TRIBUIANI et al., 2014; FERREIRA-RODRIGUES et al., 2016).

Na concentracdo de 50 ng/mL, o veneno causou 50% de bloqueio neuromuscular em
um tempo de T50 = 71,5+8,9 min (n=9). A figura 9 ilustra um registro miografico representativo
do numero de experimentos realizados com veneno de B. moojeni exposto a preparagao

neuromuscular durante 120 min.
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Figura 9. Registro miografico representativo do bloqueio neuromuscular induzido pelo Pool//TO (50 pg/mL). A
seta representa 0 momento da adi¢do do veneno e o T50 de 71,5+£8,9 min. W, lavagem da preparagdo. Pool/TO,
pool de venenos coletados de serpentes B. moojeni do estado do Tocantins.
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Os venenos de serpentes apresentam-se ora mais, ora menos ativos, variando o tempo
de bloqueio na juncdo neuromuscular (OLIVEIRA et al., 2019), um pardmetro que também
depende da espécie, como por exemplo, o veneno de B. jararacussu que, na concentragao de
40 pg/mL levou ao bloqueio de 50% num tempo de 56,2 + 8,3 min (T50; n=4) (FERREIRA-
RODRIGUES et al.,, 2016). Por outro lado, sabe-se que as diferencas na propor¢do e
composicdo dos venenos influenciam na sua toxicidade conforme revelaram estudos
protedmicos (CHIPPAUX et al, 1991, BRAUD et al., 2000; CASTRO et al., 2004, BRAHMA
etal., 2015; DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016; YIN et al., 2016; AMORIM et al., 2018).

E importante salientar que o Pool/TO expressou pequena quantidade de serinoproteases
(Fig. 1), o que pode explicar o T50% de bloqueio maior nesse pool. Outra possibilidade se
relaciona ao efeito miotdxico local intenso causado por venenos botropicos (NISHIMA et al.,
2015), também observado na preparagdo neuromuscular (FERREIRA-RODRIGUES et al,
2016). Possivelmente a acdo local mascare, reduza ou mesmo limite a acdo neurotdxica do
veneno botropico.

Os venenos possuem toxinas que causam paralisia neuromuscular in vitro, € essa tem
sido explicada pela presenca de componentes que podem agir tanto pré-sinapticamente,
bloqueando a liberagdo de acetilcolina (ACh), como pos sinapticamente, bloqueando seus
receptores, ou ainda destruindo a arquitetura muscular esquelética, causando mionecrose
(RODRIGUES et al., 2004). Portanto, nosso estudo demonstrou que o veneno de B. moojeni
também causa importante bloqueio em preparagdes isoladas de camundongo, semelhante ao
veneno de outras espécies de serpentes (GALBIATTI, 2008; PUEBLA et al., 2010;
CARDOSO, 2011; FERRAZ et al., 2014; TRIBUIANI et al., 2014; FERREIRA-RODRIGUES
et al.,, 2016). Porém sdo necessarios estudos posteriores para elucidar os mecanismos
envolvidos.

Popularmente algumas espécies de plantas sdo usadas para minimizar ou neutralizar os
efeitos do envenenamento por serpentes devido a gravidade dos acidentes, e também ao tempo
de acesso ao tratamento, principalmente nas areas rurais, que sdo distantes de atendimento
(MOURA et al., 2015).

Inclui-se nesse contexto a planta Jatropha elliptica, com ocorréncia no cerrado
brasileiro, conhecida como purga-de-lagarto, erva-de-teili, batata-de-tii dentre outros. E
encontrada nos estados do Alagoas, Pernambuco, Mato Grosso, Goias, Bahia e Tocantins e

pode ser observada durante a transicdo da estacdo seca para chuvosa, tendo caracteristica
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sazonal (GOULART et al, 1993; SILVA, COELHO ¢ SILVA, 1998; CORDEIRO ¢ SECCO,
2015).

No que diz respeito ao uso medicinal, as informagdes etnobotanica e farmacologica
revelam que nas regides onde ocorre, sua raiz ¢ muito utilizada na medicina popular como
bactericida, depurativa, contra doengas venéreas, coceiras e para tratamento ofidico (VAN DEN
BERG e SILVA, 1988; DE LIMA et al., 2006; SANTOS et al., 2006; YAZBEK et al., 2016).

Para minimizar os efeitos do envenenamento por serpentes o uso tradicional de J. ellitica
inclui o po6 da raiz (polvilho) para o tratamento (SANTOS et al., 2006), na regido do cerrado
tocantinense, e ¢ feito pela administra¢do oral, em pequenas quantidades. Essas importantes
informagdes guiou o presente estudo e utilizou o modelo experimental da jungdo
neuromuscular, através de técnica miografica, como ferramenta para a validagdo cientifica de
extratos etnobotanicos de varias plantas contra venenos e toxinas (OSHIMA-FRANCO e DAL
BELO, 2017). Para isso, obteve-se polvilho de forma artesanal, e por ndo haver estudos prévios
sobre a resposta do polvilho, realizou-se uma curva concentragao-resposta com 100, 200 e 1000
pg/mL de polvilho, neste modelo experimental (Fig. 10).

A figura 10 ilustra as concentracdes de JeP 100 pg/mL (n=6); 200 pg/mL (n=5); e 1000

ng/ mL (n=10), que foram adicionadas a cuba contendo a preparacdo neuromuscular.
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Figura 10. Preparagdo nervo frénico-diafragma de camundongos, estimulo indireto. Curva concentragao-resposta
do polvilho (JeP 100, 200 e 1000 pug/mL). O niimero de experimentos é demonstrado na legenda da figura. Cada
ponto representa a M+EPM. *p<0,05 comparativamente a concentracdo que causou a menor alteragao basal.

A partir desses resultados duas concentracdes foram selecionadas para os ensaios

posteriores de neutralizag¢do, a de 100 pg/mL por ter sido a que provocou a menor alteragao
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basal da resposta contratil e a de 1000 pg/mL (p<0,05, comparada & menor concentracao), por
ser 10 vezes mais concentrada. Assim, a quantidade de JeP para se contrapor a acdo do veneno
pode ser testada.

Curiosamente a concentracdo de 200 pg/mL de JeP provocou um bloqueio
neuromuscular mais acentuado que a de 1000 pg/mL, o que pode estar relacionado ao
procedimento técnico, pois neste set de experimentos o polvilho ndo fora sonicado, o que pode
ter influenciado no resultado.

Os resultados obtidos com o polvilho JeP contra o bloqueio neuromuscular induzido
pelo Pool/TO estdo mostrados na figura 11, em relacao ao tempo para bloquear 50% da resposta
contratil. Os tratamentos pré-veneno e pos-veneno com JeP 100 pg/mL foram estatisticamente
significativos, aumentando o tempo para 100,9+7,6 (n=9) e 97+6,1 (n=8), respectivamente.
Observou-se também que o aumento de JeP para 1000 pg/mL (10 vezes) foi insignificante para
melhorar o T50 do veneno em todos os modelos experimentais. O modelo de pré-incubagao
mostrou efeito semelhante ao produzido pelo antiveneno comercial (p> 0,05), com ambas as
concentragdes de JeP, porém, sem diferenca estatisticamente significativa, quando comparado
ao veneno. Diferencas na capacidade protetora dos antivenenos contra certos efeitos dos
venenos ja foram relatadas na literatura (DA SILVA et al., 2007; ESTEVAO-COSTA et al.,
2016; GUTIERREZ, 2017).
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Figura 11. Preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongos, estimulo indireto. Tempo de bloqueio 50%
(T50) de cada modelo experimental 100 ou 1000 pg/mL of JeP, como a seguir: M B. moojeni 50 pg/mL (n=9);
——1JeP 100 pg/mL (n=6); JeP 1000 pg/mL (n=10); =2 JeP 100 pg/mL 15 min, B. moojeni 50 pg/mL (n=9);
JeP 1000 pg/mL 15 min, B. moojeni 50 pg/mL (n=13); B8 B. moojeni 50 pg/mL 15 min, JeP 100 pg/mL
(n=8); @ B. moojeni 50 pg/mL 15 min, JeP 1000 pg/mL (n=6); B8 Pre-incubagdo B. moojeni 50 pg/mL + JeP
100 pg/mL (n=7); mE@ Pre-incubagdo B. moojeni 50 pg/mL + JeP 1000 ug/mL (n=7); Ez# Pre-incubagdo B.
moojeni 50 pg/mL + antiveno (n=7). Observe que as diferengas estatisticamente significativas (* p <0.05) foram
demonstradas. Cada coluna representa M + EPM. B. moojeni representa Pool/TO, pool de venenos de B. moojeni
de serpents d Tocantins, JeP, polvilho obtido dos rizomas de J. elliptica.
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Varias espécies de plantas tém sido estudadas sob a perspectiva de que, se comprovada
alguma atividade antiofidica, sdo possibilidades de adjuvantes ao antiveneno comercial,
tratamento eficaz recomendado oficialmente no envenenamento ofidico (WHO, 2020; GOMES
et al, 2016). Como exemplos, tétm se os estudos com a planta Hypericum laxiusculum
(Hypericaceae) contra os efeitos locais do veneno de Bothrops jararaca (ASSAFIM et al.,
2011) e Jatropha molissima contra efeitos locais induzidos pelos venenos de Bothrops
erythromelas e Bothrops jararaca (GOMES et al., 2016).

Portanto, a validagao do conhecimento tradicional assume cada vez mais importancia
no meio cientifico, fazendo o uso de protocolos que contribuam para indicagdo de farmacos que
possa ser utilizado como coadjuvante a soroterapia convencional, ndo sé para a regido do
cerrado, ocorréncia da espécie estudada. Desse modo, o presente estudo representa um avango
na apuracao da propriedade antiofidica de J. elliptica sobre a agdo do veneno de B. moojeni, no
que diz respeito ao uso do polvilho, ratificando a informacgao popular.

Contudo, outras formas de extracdo dos componentes do rizoma desta planta foram
usadas para investigar a acdo dos venenos de serpentes. O extrato aquoso foi eficaz sobre a acao
do veneno de Lachesis muta no que diz respeito a hemolise, hemorragia, coagulagdo e atividade
proteolitica (DE PAULA et al., 2010).

O extrato bruto etanolico também apresentou significativa atividade anti-inflamatéria
sobre os modelos classicos de edema de pata e na migracao de neutrofilos induzido pelo veneno
de Bothrops jararacussu. Na jun¢do neuromuscular, o mesmo extrato evitou a evolucdo da
paralisia, e a andlise histoldgica confirmou o efeito protetor reduzindo o indice miotoxico (IM)
(p <0,05) em até trés vezes, ou seja, reduziu os danos causado pelo veneno a saber, mionecrose,
edema, ruptura da membrana e presenca de cé€lulas fantasmas. Esse efeito protetor foi atribuido
aos compostos fendlicos, alcaloides e saponinas presentes no extrato (FERREIRA-
RODRIGUES et al., 2016). Milad et al. (2014) afirmam a necessidade de estabelecer uma
correlagdo entre a presencga dos metabolitos secundarios, seu efeito € o uso popular. Isso ressalta
a relevancia de aprofundar os estudos sobre a atividade biologica destas plantas.

A obtengdo do polvilho de modo artesanal nos persuade a pensar que, durante o
processamento por decantagdo, por¢des dos metabdlitos secundarios permanegam
impregnados, causando seu efeito protetor, e/ou que o carboidrato forneca energia para a célula
responder mais efetivamente as agdes do veneno. Os estudos de Bento et al. (2019a, b)
confirmaram a presenc¢a de compostos fendlicos na farinha da batata teiu (12,67 mg eq acido

galico 100 g-1), com potencial antioxidante e recurso nutracéutico. Esses resultados contribuem
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com nossa hipétese, contudo, novos estudos precisam ser realizados para elucidar o mecanismo
protetor do polvilho.

De acordo com Moura et al. (2015) a busca por um antidoto proveniente de planta contra
0 envenenamento por serpentes tem sido longa. A fundamentacgdo para indicar uma planta com
potencial antiveneno ¢ complexa (VILAR et al., 2005; MOURA et al., 2015), pois inexiste
composto bioativo capaz de interagir com o antigeno do veneno como faz o anticorpo.

Entretanto, qualquer planta que atenue ou bloqueie a progressdo de um evento do
envenenamento deve ser valorizada, para estudos posteriores de prospeccao, principalmente,
aquelas oriundas do conhecimento tradicional, pelas conhecidas dificuldades de acesso a

soroterapia, ou mesmo onde sua disponibilizacao ¢ inexistente (SOARES et al., 2005).

4 Conclusao

Nosso estudo demonstrou que o veneno de B. moojeni, ortundo de espécimes naturais
do cerrado tocantinense, causa importante bloqueio neuromuscular, em preparagdes isoladas de
camundongo. Também comprovou experimentalmente, pela primeira vez, o efeito protetor do
polvilho de Jatropha elliptica (JeP), em pequenas quantidades, imediatamente antes ou depois
da adi¢do do veneno de Bothrops moojeni.

Os resultados aqui apresentados ratificam a jungdo neuromuscular como importante
ferramenta para o estudo de substancias bioativas, levando em conta ainda, a alta incidéncia de
acidentes botropicos no Tocantins, bem como, a alta diversidade de espécies de plantas
antiofidicas utilizadas pelas populacdes residentes no cerrado, que ainda carecem de validagao

cientifica.
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ANEXO 1 — Licenca do SISBIO para coleta de serpentes

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - |CMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 52416-2 | Data da Emisséo: 09/02/2017 10:53 [ Data para Revalidagao*: 11/03/2018

“De acordo com o arl. 28 da IN 03/2014, esla aulorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de aliVidades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de ate 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular .

Nome: Carla Simone Seiberl CPF: 663.327.101-87
Titule do Projeto: A DIVERSIDADE E TOXICIDADE DAS SERPENTES DO ESTADO DO TOCANTINS

-—
Nnme da Instituigdo : FUNDACAQO UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS CNPJ: 05.149.726/0001-04

Cronograma de atividades
7

Descricao da alividade Inicio (més/anc) | Fim (mésfanc) |
coleta de serpentes 0412016 1172016
{2_| extragao de veneno § 04/2016 12/2019
caracterizagao quimica dos venenos 04/2016 06/2017

|4_| atividades enzimaticas dos venenos 04/2016 12/2018 Z
5 | Analise oa Nsiopatologia dos envenenamenios e neulralizagdo pelos antivenenos 04/2016 122018
6 | analise dos dados, producio de textos de gao cientifica 04/2016 04/2020

Observacoes e ressalvas

As alividades de campo exercidas por passoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o desiocamento de recursos humanos
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biclogicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,

obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, 4 difusao ou & pesquisg, estdo sujeilas a autorizagao do Ministério de Ciéncia e Tecnologia
Esta au NAD exime op titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em oulras INstrumentas legais, Bem |

como do consentimento do resconsave\ pela area, puhhr.a ou pnvsoa onde sera realizada a atividade, inclusive do drgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da

& unidade de conservagao es:aduai distrital ou i ou do posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
| | federal cujo processo de reg ¢ao fundiaria ancontra-se em curso.
Este documenio somente podera ser Utilizado para 0s fins previsios na Instrugao Normativa IGMBio n” 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMEio n” 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportives. O material biolagico coletado devera ser utilizado para atividades
|___|clentificas ou didaticas no ambito do ensino superior.
4 A autorizagao para envio ao exterior de material biologico nae consignado devera ser requerida por meio do endereca eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -

Licenga para importagéo ou exportagdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

[ 10 titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverao optar por coleta i de captura sempre que possivel
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigo in situ.

O fitular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe. quando da violag3o da legislagdo vigente, ou quando da inadequagio,
6 |omisséo ou falsa descrigao de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigdo do ato, poderé mediante decisdo motivada, ter a autorizago ou licenga

| §ampaney ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legisl: brasileira em vigor.
Este documento ndo dispensa o cumpnmentu da legislagdo que dispte sobre acesso a cnmpuname do patrimonio ganético existente no territorio nacional, na
T € na zona exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,

biopraspecgio e desenvolvimento lecnologico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.bricgen.
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta aulorizacao devera conlactar a adminisiragac da unidade a fim de CONFIRMAR

[
| 3 AS DATAS das expedigbes, as condigoes para realizagao das coletas e de uso da infra- esthutura da unidade.
Equipe
] Nome Fungao CPF Doc.
1 | PAULO SERGIO BERNARDE oo b — 095451098-40 | 213259710 SSP-SP Brasileira
2 | Leijiane Figueira de Sousa ensaios [aboratonais 600.641.882-72 3308476 SEGUP-PA Brasileira
3 | Luis Roberto de Camargo Gongalves ensaios i 012.897.378-19 T0912473X SSP-SP Brasileira
coleta e manuseio dos
4 | RAIANY CRISTIANE CRUZ DA SILVA animais, ensaios laboratoriais | 024,953 781-11 625581 SSP-TO Brasileira
5 [ Denise Vilarinho Tambourgi ensaios laboratoriais 050.043.286-03 7.667.694-8 SSP-SP Brasileira
6 | Ida Sigueko Sano martins ensaios |aboratorias 689.043.128-68 4540002-7 ssp-SP Brasileira
[7 Tkatia crisina barbaro ensaios aboratonais 100.329.456-71 13658308 SSP-SP Brasileira

Esle documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normaliva n® 03/2014. Alravés do codigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Pagina 1/3

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 17613752 M‘Wlmmw

76



Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade -\cMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 52416-2

Data da Emissdo: 09/02/2017 10:53

Data para Revalidagdo*: 11/03/2018

a contar da data do aniversario de sua emissao.

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagio tem prazo de validadesequivalente ao previsto no cronograma de atividades do projelo
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de alividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

Dados do titular

Nome: Carla Simone Seibert

|CPF 663.327.101-87

Titulo do Projeto: A DIVERSIDADE E TOXICIDADE DAS SERPENTES DO ESTADQ DO TOCANTINS

-Nume da Instituigdo : FUNDACAQ UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS

JCNPJ: 05.149.726/0001-04

8 | CARINE CAVALCANTE CHAMON OIS SMEUSSI0 8 092.732'817-88 10223815-1 DETRAN-RS | Brasileira

9 | DIANA REGO AMAZONAS ensaios laboratonais 746.050.032-15 4227604 SEGUP-PA Brasileira

é Samella Silva de Oliveira ensaios |aboratoriais 867.209.882-04 4639361 SEGUP-PA Brasileira

X

: Eliana Faguim de Lima Mauro ensaios |laboratoriais 134.270.528-93 21583159-7 SSP-SP Brasileira

; ANA MARIA MOURA DA SILVA ensaios laboratoriais 011.789.788-42 7923142-1 SSP-SP Brasileira

1 Coleta e manuseio de

3 Sara Costa Ferreira Rodrigues serpentes, ensaios 476.631:973-72 1224700 SSP-TO Brasileira
laboratariais

1 coleta e manuseio de

4 | Cassio Mihomens Rodrigues serpentes, ensaios 906.718.561-20 411885 SSP-TO Brasileira
laboratoriais

2 [sAvio STEFANINI SANT ANNA ::'r:‘:nfa':a"“se” o 130.023.398-22 | 9813932-0 SSP-SP Brasieira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

H Municipio UF_TDescrigao do local Tipo
1_|PALMAS T0 Distrito de Taquarugu Fora de UC Federal
2 | ARAGUAINA TO Area rural de Araguaina Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

Material e métodos

.

# Alividade Taxons
1_[ Captura de animais silvestres in situ Sguamata

2 | Coleta/iransporte de amosiras bioldgicas in situ Squamata ¥

3 | Coletatransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Squamata (*Qtde: 12)

4 | Marcagao de animais silvestres in situ Squamata

Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagio, a serem coletados durante um ano.

1 | Amostras biologicas (Répteis)

Outras amostras biclégicas(veneno dos espAGcimes peA )

Método de captura/coleta (Répteis)

Armadilha de queda “pit fall’, Captura manual, Puca, Lago com cabo de ago

2
3 | Metodo de marcagao (Repteis)

Microchip

Destino do material biologico coletado

[#

Nome local destino

Tipo Destino

I
1_TINSTITUTO BUTANTAN

[ eriadouro cientifico

Esle documento (Autorizagdo para alividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014 Através do codigo

de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 17613752

A
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO  *

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 52416-2 Data da Emissao: 09/02/2017 10:53 | Data para Revalidagdo*: 11/03/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
| @ contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Carla Simone Seibert CPF: 663.327.101-87

Titulo do Projeto: A DIVERSIDADE E TOXICIDADE DAS SERPENTES DO ESTADC DO TOCANTINS

Nome da Instituicao : FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS 'CNPJ: 05.149.726/0001-04

Registro de coleta imprevista e material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 03/2014, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioloégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagéo ou da licenca permanente com a devida
anotagao. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigéo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n° 03/2014. Através do codigo
de autenticacéo abaixo, qualquer cidad4o podera verificar a autenticidade ou regula‘ridade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 17613752 Hlm”"“ll"",lul’
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ANEXO 2 — Declara¢io do SISGEN

Ministério do Meio Ambiente )
COMSELHO DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIOMAL DE GESTAD DO PATRIMOMIO GEMETICO E DO COMHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADD
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? ASCEBCO

A gtividade de acesso a0 Pafrimonio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada mo SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.12372015 e seus regulamentos.

Mimero do cadastro: ASCEBCY

Usudrio: Carla Simone Seibert
CPFICHPL 663327 101-87

Objeto do Acesso Patriminio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa
—

Jatropha elliptica

Titulo da Atividade: ESTUDO DA PROPRIEDADE ANTIOFIDICA DA Jatropha elliptica (Pohl.) Mull

Arg.

Equipe

Carla Simone Seibert UFT
Sara Costa Femeira Rodrigues UFT
Resultados Obfidos

Divulgacio de resuliados em meios cientificos ou de comunicagio
Identificacio do meio onde foi Revista lbero Americana de Ciéncias Ambienta

divulgadeo:
Data do Cadastro: 131272020 23:03:24
Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestio do Patriménio Genético
Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 23:03 de 1322020,
VW BIETEMA BAGIOMAL DE FES TAL
DC PATRIMOMID GEMETICO
E Dl SORHECBAE R T TRA DI DRGL

oo ASETEIADD - $15GEN
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ANEXO 3 - Anélise cromatografica do veneno de Bothrops moojeni (Filhotes fémeas e machos)

Detector A Chl 214nm

Pico Tempo de| Area % Alturaﬁ% Tempo dg Area % Altura%
ret. FIL 9| FILY | FILY |ret. FIL J| FILJ | FILJ
1 32.549 1.579 2.905 32.551 1.718 3.154
2 33.119 2.927 5.206 33.124 2.921 5.064
3 37.676 1.367 1.455 37.656 1.750 1.888
4 57.001 1.747 2.996 56.988 1.572 2.727
5 57.475 0.460 0.986 57.452 0.261 0.609
6 58.342 0.905 0.703 58.191 0.889 0.693
7 61.647 | 13.223 | 14.677 | 61.578 | 15.118 | 15.635
8 64.272 3.969 4.570 64.203 3.562 3.768
9 65.870 2.941 4.236 65.804 2.748 3.955
10 66.711 5.821 8.388 66.713 4.599 6.731
11 69.461 2.962 3.039 69.375 3.312 3.613
12 70.654 0.337 0.287 70.633 0.511 0.471
13 71.841 0.141 0.242 75.887 | 24.700 | 13.535
14 75.905 [ 19.769 8.522 80.731 1.676 1.625
15 80.571 4.436 3.099 81.864 10.186 5.295
16 81.959 9.839 5.417 83.714 0.968 0.903
17 83.758 1.250 1.226 84.607 1.384 2.100
18 84.628 2.516 3.139 85.452 11.952 | 14.649
19 85.471 | 11.783 | 14.352 | 86.174 0.259 0.733
20 86.814 5.847 5.983 86.812 4.541 5.307
21 87.479 4.438 6.360 87.440 3.533 5.168
22 88.232 1.742 2.211 88.196 1.586 2.090
23 - - - 89.483 0.256 0.286
Total 100.000 | 100.000 100.000 | 100.000
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ANEXO 4 - Analise cromatografica do veneno de Bothrops moojeni (mie)

Deector A Chl 214nm

Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 32.758 11030346 645537 2.054 3.605
2 33.295 21465097 1282174 3.996 7.160
3 57.694 95290499 3017139 17.741 16.848
4 62.639 35721637 1590602 6.651 8.882
5 64.725 9077278 324736 1.690 1.813
6 66.384 1191260 65075 0.222 0.363
7 67.010 3858349 176419 0.718 0.985
8 68.651 10519574 417624 1.959 2.332
9 69.548 20331511 949879 3.785 5.304
10 71.439 6211152 197417 1.156 1.102
11 76.756 121801086 2755758 22.677 15.388
12 81.206 4949070 145909 0.921 0.815
13 85.118 70783175 2805082 13.178 15.664
14 85.856 929403 73895 0.173 0.413
15 86.676 118954833 3245897 22.147 18.125
16 88.214 3460785 154560 0.644 0.863
17 89.108 1540435 60253 0.287 0.336

Total 537115491 17907955 100.000 100.000
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