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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 1

INIBICAO DA PECONHA DE Bothrops alternatus
(URUTU) ‘IN VIVO’ PELO PRINCIPIO ATIVO ISOLADO

Benedito Matheus dos Santos
Universidade Federal de Goias — Regional
Jatai, Unidade Académica Especial de Ciéncias
Agrarias, jatai — Goias

Klaus Casaro Saturnino

Universidade Federal de Goias — Regional
Jatai, Unidade Académica Especial de Ciéncias
Agrarias, jatai — Goias

Vanderlucia Fonseca de Paula
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
Departamento de Quimica e Exatas, Jequié —

Bahia

Mirian Machado Mendes

Universidade Federal de Goias — Regional Jatai,
Unidade Académica Especial de biociéncias, Jatai
— Goias

RESUMO: A maioria dos acidentes ofidicos
no Brasil ocorrem com serpentes do género
Bothrops. A pecgonha botrépica é constituida
de enzimas e toxinas nao enzimaticas, que
atuam sinergicamente, provocando severos
danos teciduais locais como edema, dor
intensa, sangramento e necrose severa.
Metabdlitos secundarios vegetais tem sido
cada vez mais estudados como inibidores
de toxinas encontradas em peconhas de
serpentes. Neste contexto, o presente trabalho
visou avaliar a inibicao do dano causado pela
peconha de Bothrops alternatus, utilizando
amostras resultantes da incubag¢ao da pe¢onha

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3

VEGETAL LUPEOL

bruta (20ug) com o principio ativo Lupeol,
nas concentracbes de 1:20 e 1:50, (m/m). Os
resultados permitiram perceber que o Lupeol
apresenta a capacidade de inibir algumas das
toxinas presentes na peconha que provocam
hemorragia e necrose.

PALAVRAS-CHAVE: Inibicao, Lupeol, Necrose,
Peconha.

ABSTRACT: Most ophidian accidents in Brazil
occur with Bothrops snakes. The botropc
venom consists of non-enzymatic enzymes and
toxins that act synergistically, causing severe
local tissue damage such as edema, severe
pain, bleeding, and severe necrosis. Vegetal
secondary metabolites have been increasingly
studied as inhibitors of toxins found in snake
venoms. In this context, the present work aimed
to evaluate the inhibition of the damage caused
by the venom of Bothrops alternatus, using
samples resulting from the incubation of the
crude venom (20ug) with the active principle
Lupeol at ratio of 1:20 and 1:50 (w/ w). It was
possible to notice that Lupeol is able to inhibit
the some toxins present in the venom causing
hemorrhage and necrosis.
KEYWORDS: Inhibition,
Venom.

Lupeol, Necrosis,
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11 INTRODUCAO

Segundo o Ministério da Saude, ocorrem cerca de 22 mil acidentes ofidicos
por ano no Brasil, dos quais, cerca de 90,5% ocorrem com serpentes do género
Bothrops (Jararacas) (BARRAVIEIRA, 1993; FUNASA, 2001; FUNDACENTRO,
INSTITUTO BUTATAN, 2001). Segundo a Coordenacdo Nacional de Controle de
Zoonoses e Animais Peconhentos do Ministério da Saude, o coeficiente de incidéncia
€ de 13,5 acidentes/100.000 habitantes e na regiao Centro-Oeste o indice € de 33
acidentes/100.000 habitantes.

A peconha ofidica é constituida basicamente de proteinas (90 a 94% do peso
seco), compreendendo enzimas e toxinas ndo enzimaticas. Esse “pool” de proteinas
atua, sinergicamente, provocando severos danos teciduais locais, como edema,
sangramento e necrose e sistemicamente essas proteinas prolongam o tempo de
coagulacao, além de causar hemorragias em locais distantes da picada.

Metabdlitos secundarios vegetais tem sido cada vez mais estudados visando
diversas aplicagdes, incluindo a atuagdo como inibidores de toxinas ofidicas. Oliveira
(2011) avaliou a capacidade de neutralizagcdo do veneno de Bothrops jararaca pelo
extrato vegetal de Clusia fluminensis, muitas outras espécies vegetais ja tiveram
seu efeito antiofidico comprovado cientificamente, como por exemplo Schizolobium
parahyba (MENDES, et al. 2008) e Bombacopsis glabra, da qual se isolou 0 composto
p-cumarato de triacontila (MENDES, et al. 2013).

2| OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a inibicdo do dano tecidual local
causado pela peconha de Bothrops alternatus (urutu), no musculo gastrocnémio de
camundongos, pelo principio ativo isolado Lupeol (triterpendide presente em frutas).

3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Lupeol

O principio ativo isolado vegetal Lupeol € um triterpendide, que pertence a classe
dos terpenos.

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 1
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Figura 1 — Estrutura quimica do Lupeol. Fonte: GEETHA & VARALAKSHMI, 2001

3.2 Peconha

Foi utilizada a peconha de Bothrops alternatus liofilizada foi gentilmente doada
pelo prof. Dr. Luiz Fernando Moreira Izidoro, armazenada em freezer a -18°C, a
mesma foi parcialmente reconstituida em solucdo de NaCl 0,9%, posteriormente a
concentracao de proteinas foi mensurada através de dosagem de proteinas totais
pelo método de Biureto (GORNALL, et al. 1949), para que a dose a ser utilizada fosse
estipulada.

3.3 Animais

O modelo animal utilizado para o experimento foi camundongo Swiss, adulto,
fémea pesando 18-22g cedido pelo biotério central da Universidade Federal de Goias.
A utilizagéo do animais seguiu metodologia conforme descrito e aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de animais da Regional Jatai, Protocolo: CEUA/UFG — 106/2015

3.4 Metodologia

Para avaliar a atividade miotoxica foram utilizadas amostras resultantes da
incubaca@o da peconha bruta de B. alternatus (20 pg) com o principio ativo Lupeol,
durante 15 minutos a 37°C, em duas razdes (1:20 e 1:50, m/m), nos testes 1 e 2,
respectivamente. As amostras, apdés a incubacdo, foram aplicadas no musculo
gastrocnémio direito de camundongos Swiss (n=3).
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Apos 3 horas os animais foram anestesiados e eutanasiados com sobredose de
Xilazina 300 mg/kg e Cetamina 32 mg/kg, via IP. Também foram realizados controles
negativo e positivo com solugéao de NaCl 0,9% (m/v), Lupeol (1000ug) e peconha bruta
(20ug), respectivamente. Apds eutanasia, foi realizada a coleta do musculo inoculado
para analise, o qual foi preservado em formol a 10%.

Posteriormente, realizou-se o processamento para desidratacéo, diafanizacéo e
parafinizagcdo das amostras, e posterior confecgéo das laminas histologicas que foram
coradas pela bateria de coloracdo hematoxilina-eosina (HE). Apds a confeccéo das
laminas histoldgicas, foi realizada a analise em microscdpio optico em maior e menor
aumento.

4 1| RESULTADOS/DISCUSSAO

Os extratos vegetais e os principios ativos isolados constituem uma interessante
fonte de compostos capazes de atuar de diversas formas sobre patologias, consistindo
em um promissor e interessante campo de descobertas.

A fisiopatologia do envenenamento botrdpico é caracterizada pela presenca
de intensa hemorragia nas primeiras 3 horas apds o acidente podendo evoluir para
necrose e processos inflamatérios, culminando em perda tecidual.

Com a realizagcao das andlises histoldégicas do material coletado (figura 2),
constatou-se que o grupo controle positivo (figura A), o qual recebeu a aplicacao
apenas da peconha apresentou intensa hemorragia, bem como alteracbes como,
distanciamento e fragmentacdo das fibras musculares, congestdo e presenca de
infiltrado inflamatério, evidenciando também o edema proeminente e a desorganizacéo
e morte das células por necrose.

O grupo 1 (figura B) que recebeu a peconha combinada com Lupeol, na razdo de
1:20 (m/m), exibiu uma melhor estruturacéo do tecido muscular quando comparado ao
grupo controle com apenas peconha. Foi possivel visualizar a diminuicdo da hemorragia
e consideravel reducdo da congestao e auséncia de fibras desfragmentadas. Na
analise do grupo 2 que recebeu peconha combinada com Lupeol na razdo de 1:50
(m/m), constatou-se que o tecido se apresentava com uma maior homogeneidade,
poucos focos hemorragicos de menor intensidade e significativa reducéo de infiltrado
inflamatorio.

A mionecrose é o evento de morte de células do tecido muscular, caracterizada
pela desorganizacado do citoplasma, seguido da perda da integridade da membrana
plasmatica e consequente ruptura celular, sendo possivel observar no tecido a perda
das estriagdes transversais das fibras e o afluxo de células inflamatérias (GRIVICICH,
et al 2007).

As toxinas capazes de provocar hemorragia sédo capazes também de causar a
mionecrose, de modo secundario, devido a isquemia causada pelo déficit de sangue
ocasionando prejuizo na irrigacao dos tecidos proximos a picada. Essas toxinas sao
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capazes de destruir a matriz extracelular e a membrana basal endotelial, causando
danos a microvasculatura e ao arranjo estrutural do tecido muscular (Gutiérrez et al.
2009).

A anadlise e comparacao dos musculos inoculados com os controles pegonha
(figura 2 A) e solugéo salina (NaCl0,9%) (figura 2 D) mostram a magnitude do dano
causado por 20ug de pecohna de B. alternatus. A analise histopatol6gica dos musculos
que receberam o principio ativo Lupeol, combinado com a pec¢onha (figura 2 B e C)
permite afirmar que o composto tem a capacidade de inibir toxinas hemorragicas e &
parcialmente capaz de neutralizar o efeito miotdxico da peconha. O composto Lupeol
nao causou hemorragia ou necrose no tecido muscular quando inoculado (resultado
nao mostrado).

CONTROLE +(C+#) TRATAMENTO 1(T1) TRATAMENTO2(T2) CONTROLE NaCl

|- .

Figura 2 - Andlise histopatolégica de secdes do musculo gastrocnemio de camundongos
inoculados com peconha de B. alternatos, eutanasiados apds 3 horas, analisados em aumentos
de 40x e 400x por microscopia de luz. A) Peconha de B. alternatus (C+) 20 ug, B) Peconha de

B. alternatus + Lupeol 1:20 m/m (T1), C) Peconha de B. alternatus + Lupeol 1:50 m/m (T2), D)
Solugéo salina NaCl 0,9%. (m/v).
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51 CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que o composto Lupeol apresenta capacidade
de inibir toxinas presentes na pegonha que provocam hemorragia e que causam
necrose por isquemia. Novos testes devem ser realizados para avaliar esse mecanismo
de inibicdo e avaliar se o principio ativo Lupeol é efetivo em inibir outras classes de
toxinas existentes na peconha botrdpica.
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