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RESUMO

Fernandes, R.S. Avaliacdo da atividade antiofidica do extrato de Serjania erecta
Radlk in natura e in vitro: isolamento e caracterizagao estrutural de compost 0s
bioativos . 2011. 84f. Tese (Doutorado) Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

As peconhas de serpentes sdo uma mistura complexa de enzimas e proteinas
toxicas. No Brasil, as serpentes dos géneros Bothrops sdo responsaveis pela maioria
dos acidentes ofidicos, os quais provocam dano tecidual local (como hemorragia,
necrose e edema) e efeitos sistémicos (como altera¢cdes na coagulacdo sanguinea).
Envenenamentos por picadas de serpente sdo frequentemente tratados com a
administracdo parenteral de soro antiofidico, visando a neutralizacdo de toxinas. No
entanto, apesar do sucesso da soroterapia, € importante a busca de inibidores
capazes de neutralizar o dano tecidual local. Os extratos de plantas constituem uma
fonte extremamente rica de compostos farmacologicamente ativos, e muitos extratos
possuem atividade antiofidica. Neste estudo, o extrato metandlico das folhas de
Serjania erecta, planta medicinal com propriedade anti-inflamatoria foi submetido ao
fracionamento cromatografico, obtendo-se quatro fracbes principais que foram
avaliadas por testes fitoquimicos, revelando a presenca de saponinas, terpenos,
flavondides (SF3) e taninos (SF4). O isolamento e a caracterizagdo de duas flavonas
glicosiladas da fracdo rica em flavondides (isovitexina e vitexina) também foram
alcancados. Além disso, foi realizado o estabelecimento de culturas in vitro de S.
erecta para assegurar, em um futuro proximo, a producdo constante de metabdlitos
secundarios, bem como a conservacao desta espécie vegetal. Nos testes de inibicdo
de atividade de peconha de serpentes, a atividade fosfolipasica induzida pelas
peconhas de B. jararacussu e C. d. terrificus, e toxinas isoladas (BthTX-II e crotoxina)
foi inibida pelas amostras testadas, sendo que as fragbes SF3 e SF4 inibiram
completamente a acdo da toxina BthTX-Il, enquanto que a crotoxina foi inibida com
sucesso pela acao da fracdo SF4. O extrato metandlico de S. erecta e a fragdo SF3
foram capazes de prevenir a acao fibrinogenolitica da peconha de B. moojeni. J& os
extratos metandlicos in natura e dos calos, as fracdes SF3 e SF4, e as flavonas
promoveram protecdo parcial das cadeias do fibrinogénio quando incubados juntos
com a peconha de B. jararacussu. Nos ensaios sobre atividade coagulante, a vitexina
e as fragbes SF3 e SF4 atuaram como potentes inibidores desta atividade induzida
pela peconha de B. jararacussu. O mesmo foi observado no ensaio sobre a inibicao
do edema induzido por BthTX-l. A atividade hemorragica das peconhas de B.
jararacussu e B. neuwiedi foi inibida pela acdo do extrato metandlico das folhas de S.
erecta e de suas fragdes. Sendo assim, as fragbes SF3 e SF4, ricas em flavondides
e taninos, respectivamente, apresentam compostos capazes de inibir a acdo de
toxinas presentes nas peconhas. Os estudos sobre modelagem molecular feito entre
a miotoxina BthTX-l e os compostos isolados demonstraram que o complexo toxina-
inibidor é estabilizado por pontes de hidrogénio com as cadeias laterais dos residuos
de aminoacidos da regido do sitio catalitico da toxina. Além disso, 0s espectros de



dicroismo circular ndo revelaram mudancas significativas nas estruturas secundarias
das miotoxinas BthTX-l e Il quando quando na presenca das flavonas (vitexina e
isovitexina). Entre as flavonas tanto a vitexina como a isovitexina mostraram
resultados semelhantes em quase todas as atividades testadas, porém na atividade
anticoagulante induzida pela peconha de B. jararacussu, a vitexina impediu a
coagulacdo do plasma testado, sugerindo que a posicdo do aglcar pode ter
influenciado a inibicdo da atividade. Estes resultados sugerem que parte da agao
antiofidica do extrato metanodlico de S. erecta ocorre devido a acdo dos compostos
isolados em conjunto com outras classes de compostos presentes nesta planta
medicinal.

Palavras-chave: Atividade antiofidica, Bothrops jararacussu, Miotoxinas, Serjania

erecta, Isovitexina, Vitexina.



ABSTRACT

Fernandes, R.S. Evaluation of antiophidian activity of Serjania erecta extract
Radlk in natura and in vitro: isolation and structural characterization of

bioactive compounds. 2011. 84f. Thesis (Doctoral) Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto, 2010.

Snake venoms are a complex mixture of enzymes and toxic proteins. In Brazil,
Bothrops snakes are responsible for most accidents with venomous animals, which
cause local tissue damage (hemorrhage, edema and necrosis) and systemic effects
(blood clotting disorders). Snakebites are often treated with parenteral administration
of antivenom, aimed at the neutralization of toxins. However, despite the success of
serum therapy, it is important to search for inhibitors that can neutralize the local
tissue damage. Plant extracts constitute a rich source of pharmacologically active
compounds, and many extracts present antiophidian activity. In this study, the
methanolic extract of leaves of Serjania erecta, a medicinal plant with anti-
inflammatory properties, was subjected to chromatographic fractionation, resulting in
four main fractions that were evaluated by phytochemical tests, revealing the
presence of saponins, terpenes, flavonoids (SF3) and tannins (SF4). The isolation
and characterization of two flavone glycosides of the flavonoid-rich fraction (isovitexin
and vitexin) were also achieved. Moreover, the in vitro cultures of Serjania erecta also
established to allow, in the near future, the continuous production of secondary
metabolites, as well as the conservation of this plant species. The aim of this study
was to evaluate the effect of methanolic extract of aerial parts of S. erecta and its
fractions, isolated compounds and methanolic extract of callus against the enzymatic
and pharmacological effects induced by snake venoms and isolated toxins. The
phospholipase A, activity induced by snake venoms of B. jararacussu and C. d.
terrificus, and isolated toxins (BthTX-Il and crotoxin) was inhibited by the samples
tested, and the fractions SF3 and SF4 completely inhibited the toxin BthTX-II,
whereas crotoxin was inhibited successfully by the action of fraction SF4. The
methanolic extract of S. erecta and fraction SF3 were able to prevent the
fibrinogenolytic action of B. moojeni venom. The methanolic extracts of callus and
aerial parts of S. erecta, fractions SF3 and SF4, and flavones promoted partial
protection of fibrinogen chains when incubated together with the B. jararacussu
venom. Vitexin, SF3 and SF4 were potent inhibitors of the coagulant activity induced
by B. jararacussu venom. BthTX-I edema-inducing activity was inhibited by vitexin,
SF3 and SF4. The hemorrhagic activity of B. jararacussu and B. neuwiedi venoms
were inhibited by the action of methanolic extract of aerial parts of S. erecta and its
fractions. This extract is a promising source of natural inhibitors, as flavonoids and
tannins, which act forming complexes with metal ions and proteins, inhibiting the
action of serine proteases, metalloproteases and phospholipases A,. The molecular
modeling studies done between myotoxin BthTX-I and the compounds showed that
the toxin-inhibitor complex is stabilized by hydrogen bonds with the side chains of
amino acid residues in the region of the catalytic site of toxin. Moreover, the circular
dichroism spectra revealed no significant changes in the secondary structures of



BthTX-l1 and Il in the presence of flavones (vitexin and isovitexin). Vitexin and
isovitexin showed similar results in almost all tested activities, but in the anticoagulant
activity induced by B. jararacussu snake venom the vitexin prevented plasma
coagulation, suggesting that the position of the sugar may have influenced the
inhibition of this activity. These results suggest that part of the action antiophidic the
methanol extracts of S. erecta occurs due the action of the compounds isolated in
conjunction with other compounds present in this medicinal plant.

Keywords: Antiophidian Activity, Serjania erecta; Bothrops jararacussu, Isovitexin,

Vitexin.



INTRODUCAO

Acidentes Ofidicos

Os animais peconhentos sdo aqueles capazes de produzir e inocular
substancias toxicas, tais como serpentes, abelhas, aranhas, escorpides e outros. As
peconhas de serpentes possuem inumeras propriedades bioquimicas, funcionais e
estruturais. S&o constituidas por uma variedade de toxinas as quais incluem:
neurotoxinas, citotoxinas, cardiotoxinas, proteases, desintegrinas e peptideos, que
atuam por diferentes mecanismos na paralisia, morte e digestdo da presa (MEBS,
2001).

As serpentes estdo distribuidas por quase todos os ambientes terrestres. Ha
aproximadamente 2900 espécies de serpente no mundo, distribuidas em 465
géneros e 20 familias, sendo que apenas 410 s&do consideradas peconhentas e
classificadas de acordo com suas caracteristicas morfologicas em quatro familias:
Viperidae, Elapidae, Hydrophiidae e Colubridae. No Brasil, encontramos
representantes das familias Viperidae e Elapidae, sendo que 32 serpentes
pertencem ao género Bothrops, 29 ao género Micrurus, seis ao género Crotalus e
duas ao género Lachesis (FUNASA, 2001).

Cerca de 20.000 acidentes ofidicos ocorrem por ano no Brasil, e destes casos
0,4% chegam ao Obito. A maioria dos acidentes ocorre em zonas rurais e estao
relacionados com o aumento da atividade humana no campo e com fatores
climaticos (PINHO; PEREIRA, 2001). No Brasil os casos de ofidismo sdo causados
por serpentes do género Bothrops (cerca de 87%), género Crotalus (cerca de 9%),
género Lachesis (cerca de 3%) e género Micrurus (menos de 1%). O
envenenamento por serpentes da familia Viperidae (géneros Bothrops, Crotalus e
Lachesis) causa disturbios que afetam o sistema de coagulacdo sanguinea, induzem
hemorragia, edema e necrose local, podendo, por vezes, ser neurotoxico. Enquanto

gue no envenenamento por serpentes da familia Elapidae (género Micrurus) a acao



neurotdxica pode levar a insuficiéncia respiratoria aguda, seguida de 6bito (FUNASA,
2001).

No acidente botropico a acdo ocorre principalmente sobre os tecidos
musculares e a coagulacdo do sangue, e entre 0s sintomas destacam-se: dor,
edema e hemorragias (local da picada e mucosas), sendo que em casos onde
surgem complicacbes podem ocorrer: bolhas, gangrena, choque e insuficiéncia renal
aguda. No envenenamento crotalico, a pegonha afeta o sistema nervoso (agéo
neurotdxica), a coagulacdo e os mausculos, e em casos graves pode ocorrer
insuficiéncia renal aguda e morte. O ofidismo causado por serpentes do género
Lachesis apresenta sintomas semelhantes ao acidente botrépico, acrescido de acéo
neurotoxica (FUNASA, 2001).

Muitos efeitos colaterais sdo atribuidos ao uso do soro antiofidico, que é feito
inoculando-se pequenas e sucessivas doses da peconha em cavalos. Quando
alguém recebe o soro antiofidico esta recebendo o plasma, geralmente provenientes
de equinos e caprinos, repleto de anticorpos que auxiliardo o organismo do
acidentado a se defender da acdo da peconha. Além disso, a identificacdo da
serpente € importante na aplicacdo do soro, pois a especificidade do soro e a rapidez
no atendimento sdo fatores que aumentam muito as chances de sucesso no
tratamento. Ha ainda, a dificil neutralizacdo da lesdo tecidual local no
envenenamento provocado por serpentes do género Bothrops, enfatizando-se a
necessidade de buscar alternativas complementares de tratamento. As peconhas de
serpentes botrépicas sdo compostas principalmente por proteinas que agem
localmente durante o envenenamento, enquanto que as pegonhas de serpentes
crotélicas possuem em sua maioria proteinas que agem prioritariamente de forma
sistémica (FUNASA, 2001; CARDOSO et al., 2003). Para algumas espécies de
serpentes, 0 envenenamento usualmente causa dano tecidual local, incluindo
edema, hemorragia e mionecrose, efeitos drasticos que sdo apenas parcialmente
neutralizados pela soroterapia convencional. Em casos severos, tais efeitos podem
levar a permanente perda de tecido, incapacidade e amputacdo. A mionecrose é
causada por dano celular irreversivel das fibras do musculo esquelético, bem como

pela acdo dos componentes da peconha que afetam diretamente a integridade da



membrana plasmatica. Além disso, a mionecrose pode ser um efeito secundario a
isquemia provocada pela acdo de metaloproteinases hemorragicas contidas na
peconha. Por outro lado, a hemorragia causada pela acdo proteolitica de
metaloproteinases zinco-dependentes sobre os componentes da lamina basal da
microvasculatura, provoca a ruptura de células endoteliais (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000).

O envenenamento por acidente ofidico requer atendimento médico de
emergéncia. Até 0 momento, o Unico tratamento validado cientificamente para este
tipo de envenenamento é a soroterapia. Contudo, este tratamento apresenta
algumas limitagdes: (i) restrito acesso ao soro antiofidico em areas rurais de paises
em desenvolvimento, onde ocorre a maioria dos acidentes; (ii) variacdes
significativas na composicdo da peconha e reatividade antigénica devido a
diversidade taxondmica e geografica das serpentes, o que pode levar a sérias
limitagOes clinicas durante a soroterapia; (iii) 0s pacientes podem apresentar reacdes
adversas devido a infusdo de proteinas de origem animal; e (iv) ineficiéncia da
soroterapia na protecdo contra o rapido dano tecidual causado pelos efeitos do
envenenamento por serpente. Portanto, a continua busca e identificacdo de novos
compostos que podem ser Uteis como alternativa ou complemento da soroterapia por
envenenamento por picada de serpente € uma tarefa de grande importancia
(SOARES et al.,, 2005). Em quase todas as regides do mundo onde ocorrem
acidentes ofidicos, numerosas espécies de plantas sdo usadas pela medicina
popular para tratar os efeitos das picadas das serpentes, principalmente em regides

onde é dificil o acesso a terapia convencional com o soro antiofidico (MEBS, 2001).

Plantas Medicinais com Atividade Antiofidica

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos no mundo. O uso de
plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie

humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes



cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres,
mercados populares e encontradas em quintais residenciais. Dessa forma, usuarios
de plantas medicinais de todo o mundo ainda mantém a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas as informacbes terapéuticas que foram sendo
acumuladas durante séculos. As pesquisas com plantas medicinais envolvem
investigacbes da medicina tradicional e popular (etnobotanica); isolamento,
purificacdo e caracterizacdo de principios ativos (quimica organica: fitoquimica);
investigacdo farmacoldgica de extratos e dos constituintes quimicos isolados
(farmacologia); transformacdes quimicas de principios ativos (quimica organica
sintética); estudo da relacdo estrutura/atividade e dos mecanismos de agcdo dos
principios ativos (quimica medicinal e farmacologia) e finalmente a operacdo de
formulacdes para a producéo de fitoterapicos. A integracdo destas areas na pesquisa
de plantas medicinais conduz a um caminho promissor e eficaz para descobertas de
novos medicamentos (MACIEL et al., 2002). O uso dos recursos vegetais esta
presente na cultura popular que é transmitida a geracdes no decorrer da existéncia
humana. Este conhecimento tende a desaparecer, quando consideramos que vastas
areas do territorio nacional e principalmente do cerrado estdo dando lugar a regides
de pastagem e monoculturas.

As Ultimas décadas tém presenciado um expressivo progresso cientifico com
relacdo aos estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais, com o
propésito de identificar novos compostos com propriedades terapéuticas. Muitas
substancias com atividades de interesse sdo com frequéncia encontradas em
guantidades muito baixas nas plantas e ainda dependem de fatores tais como:
variabilidade sazonal, dia e hora da coleta, etapa de crescimento, clima, composicéo
do solo, ou partes da planta de onde os compostos ativos sdo extraidos. Algumas
substancias de valor para a industria farmacéutica sdo obtidas diretamente de
plantas em grandes quantidades e usadas na fabricagdo de muitos medicamentos.
Contudo, a sintese quimica baseada em anélogos de origem natural € necessaria,
somada a caracterizacdo estrutural e farmacologica (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998).



As plantas medicinais representam uma importante fonte de compostos
bioativos capazes de auxiliar diretamente no tratamento por envenenamento ofidico,
ou indiretamente, como complemento da soroterapia convencional. O uso de extratos
de plantas como antidoto contra pegconhas animais é uma antiga opcao para muitas
comunidades que carecem do rapido acesso a soroterapia. Além disso, 0 tempo
transcorrido entre o acidente ofidico e o tratamento, diminui a habilidade do soro
antiofidico de neutralizar os efeitos locais do envenenamento. Consequentemente,
0S extratos vegetais se tornam uma opc¢ao alternativa promissora como complemento
do tratamento antisoro, e até mesmo Unica quando o tratamento convencional ndo &
prontamente disponivel (SOARES et al., 2005; 2009). Um numero grande de plantas
antiofidicas tem sido estudado na procura e caracterizacdo de substancias
biologicamente ativas capazes de neutralizar diversos efeitos locais e sistémicos
provocados pelas peconhas animais (MORS et al., 2000).

Ha diversos estudos demonstrando que a flora brasileira possui uma ampla
variedade de plantas medicinais com potencial antiofidico que podem ser utilizadas
no futuro como drogas ou como modelo para drogas de interesse médico-cientifico
(Tabela 1). Mors e colaboradores (2000) citam 104 plantas indicadas pela medicina
popular brasileira como antiofidicas e ainda as varias classes de compostos
relacionados com acédo antiofidica. Martz (1992) listou 11 espécies que se mostraram
ativas contra a peconha de serpente. Em um trabalho anterior, Mors (1991) listou 578
espécies de plantas ativas contra peconha de serpentes, pertencentes a 94 familias.
Além disso, Otero e colaboradores (2000a, b, ¢) descreveram uma lista de 74 plantas
coletadas na Colémbia, na presenca de “curandeiros”, avaliando-se o nome popular,
uso indicado, via de administragéo e localizagcdo. Na maioria dos casos as plantas
sdo preparadas em infusdo, decoc¢do ou maceracdo e administradas por via oral.
Em outras ocasifes sao utilizadas diretamente sobre o local da picada, podendo-se
banhar o local com o extrato da planta ou vaporizando a regido afetada, além da
possivel aplicacdo do extrato na forma de cataplasma, ou seja, compressas
umedecidas sobre o local da picada.

A flora brasileira possui uma ampla variedade de plantas medicinais com
potencial antiofidico (MORS et al., 2000; SOARES et al., 2005; 2009). O nosso grupo



de trabalho vem demonstrando cientificamente o grande potencial terapéutico destas
plantas contra peconhas de serpentes, tais como, Casearia sylvestris (BORGES et
al., 2000; 2001; CAVALCANTE et al.,, 2007), Mandevilla velutina e M. illustris
(BIONDO et al., 2003; 2004), Baccharis trimera (JANUARIO et al., 2004), Mikania
glomerata (MAIORANO et al.,, 2005), Pentaclethra macroloba (DA SILVA, et al.,
2005; 2007), Cordia verbenacea (TICLI et al., 2005), Bauhinia forficata (OLIVEIRA et
al., 2005), Eclipta alba (DIOGO et al., 2009), Schizolobium parahyba (MENDES et al.,
2008; VALE et al., 2008), entre outras. Por esta razdo ha a necessidade de estudar
espécies do cerrado brasileiro como a Serjania erecta na busca por compostos ativos
com potencial antiofidico. Esta espécie € ainda pouco estudada e até o momento ndo
existem estudos referentes a cultura de células e compostos isolados. Na literatura,
encontram-se varios inibidores naturais ja identificados, porém, ndo se tem muito
conhecimento especifico. O estudo da interagdo entre toxina-inibidor pode ajudar a
elucidar os mecanismos de acdo de algumas toxinas e permitir que se proponha

terapia complementar que auxiliem o tratamento do envenenamento ofidico.



Tabela 1. Plantas medicinais da flora brasileira ou
de serpentes brasileiras.

adaptadas* testadas contra pegonhas

NOME PLANTA SERPENT ATIVIDADE PARTE DA -
POPULAR (FAMILIA) E ANTIOFIDICA PLANTA NEFSRENCIAS
Alocasia Anti-
Inhame- hemorragica, . MARTZ, 1992; OTERO
s cucullata B. atrox . Rizoma e
chinés pesquisa et al., 2000a; b; c
(Araceae) ~
etnobotéanica
L Compostos
- Apuleia leiocarpa . . . o RUPPELT et al., 1991,
Grapia (Fabaceae) B. jararaca | Antiletalidade B amirina, PEREIRA et al.. 1994
apuleina)
B.
alternatus,
Baccharis ri.oo'eni Anti-
Caraueia triptera, B. B jent, hemorragica, Folha BERNARD et al., 2001;
quel trimera .' antiproteolitica, JANUARIO et al., 2004
jararacussu, . .
(Asteraceae) B antifosfolipase
neuwiedi,
B. pirajai
B. Anticoagulante
5:::2_(16_ ?Liurzjlm%];os?g? ta Jéra(;acussu, antifibrinogenolitica | Partes aéreas | OLIVEIRA et al., 2005
9 e , antiedema
terrificus
> 8% | Antiletalidade,
. Bixa orellana muta, C. d. ant!-hemolltlca, QTERO etal., 2000a;
Urucuzeiro . o antiedema, Folha b; c; NUNEZ et al.,
(Bixaceae) terrificus, . )
Mi anticoagulante, 2004a; b
icrurus o -
. . antifibrinogenolitica
mipartitus
Botica . . )
inteira Bredemeyera Antiletalidade, PEREIRA et al., 1996;
Uiné ’do floribunda B. jararaca | pesquisa Raiz DAROS et al., 1996;
g (Polygalaceae) etnobotéanica MORS et al., 2000;
campo
. Folha,
Murici-
cascudo Byrsonima crassa . . L compostos
o - B. jararaca | Anti-hemorréagica | (amentoflavon | NISHIJIMA et al., 2009
murici- (Malpighiaceae) ae
vermelho .
quercetina)
Antiedema, anti-
Caléndula, | Calendula B. hemorragica, MORS et al., 2000;
. officinalis antimiotodxica, Flor
margarida alternatus ; MELO et al., 2003
(Asteraceae) pesquisa
etnobotanica,
Casearia B
Limaozinho | marriquitensis ~ .. | Anticoagulante Folha IZIDORO et al., 2003
. neuwiedi
(Salicaceae)
B. Anti- BORGES et al., 2000;
Guacatonga | Casearia jararaca, hemorréagica 2001; RASLAN et al.,
lin gua-deg- sylvestris B. pirajai, antifosfo?i aée Folha 2002; SOARES etal,
1I'il] ’ (galicaceae) B. pesquisa P 2004; CAVALCANTE
jararacussu, et al., 2007; DA SILVA

B.

etnobotanica

et al., 2008




moojeni,
C.d.
terrificus
. . Citrus limon B. atrox, L erl]ttill:edtgp:;lde’ OTERO et al., 2000a;
Limoeiro ' T . ’ Fruto b; c; NUNEZ et al.,
(Rutaceae) muta anticoagulante,
o - 2004a, b
antifibrinogenolitica
o Anti-
Cunambi, Clibadium B. atrox hemorréagica, Planta inteira | OTERO et al., 2000a;
cunani sylvestre ' pesquisa b; c
(Asteraceae) etnobotanica
. . Folha
; Antifosfolipase ’
Erva Cordia B. . ' composto
baleeira verbenacea jararacussu :rr::[[:(rﬁsg;,ca (acido TICLI etal., 2005
(Boraginaceae) rosmarinico)
C.d. Antiletalidade, CHERDCHU;
terrificus, | anti-hemorragica, KARLSSON, 1983;
Curcuma sp. B. antiproteolitica, Raizes, RATANABANANGKO
(Zingiberaceae) |jararaca, antineurotéxica, |rizomas ON etal., 1993; MORS
B. antiedema, et al., 2000; MELO et
alternatus | antimiotéxica al., 2003
C.d.
terrificus, Raiz. rizoma FERREIRA et al.,
Acafréo Curcuma longa | B. Anti-hemorragica comr,)osto (ar’- 1992; MORS et al,
(Zingiberaceae), |jararaca, 2000; JACOME et al.,
tumerona)
B. 2002
alternatus
Alcachofra | Cynara scolymus B. jararaca | Antiletalidade RUPPELT et al., 1991
(Asteraceae)
Sambaibinh Folha,
a, I|3(|nha, Dé?"'”‘"‘. elliptica B. jararaca | Anti-hemorragica compost_os NISHIJIMA et al., 2009
cip6- (Dilleniaceae) (quercetina e
cabocho miricetina)
B.
Baru Dipteryx alata jararacussu - . Casca,
. ' | Antimiotoxica compostos NAZATO et al., 2010
barueiro C.d. P
o fendlicos
terrificus
Antiletalidade, RIZZINI et al., 1988;
Dracontium antiedema, : OTERO et al., 2000a;
croatii (Araceae) B. atrox anticoagulante, Rizoma b; c; NUNEZ et al.,
antifibrinogenolitica 2004a
B RIZZINI et al., 1988;
'a'raraca Antiletalidade, Partes aéreas, | MORS et al, 1989;
Erva-botdo, |Eclipta prostata J ' | antimiotdxica, compostos MARTZ, 1992; MORS
! B. : o s
agrido do ou E. alba raracussU anti-hemorragica, | (wedelolacton | et al., 2000;
brejo (Asteraceae) JC d ' | pesquisa a, dimetil- PITHAYANUKUL et al.,
e etnobotéanica wedelolacton) |2004; DIOGO et al.,
terrificus
2009
Antiedema,
. Ficus o ant_u_:oagulantg,_ Folha, ramo e |OTERO et al., 2000a;
Apui nymphaeifolia B. atrox antifibrinogenolitica i -
: caule c; NUNEZ et al., 2004a
(Moraceae) , anti-
hemorragica
Raiz-de- Harpalyce B. Antimiotéxica, Raiz, NAKAGAWA et al.,




cobra brasiliana jararacussu | pesquisa compostos 1982; MORS et al.,
(Fabaceae) etnoboténica (cabenegrinas |2000; DA SILVA et al.,
A-1 e A-ll) 2001
Arnica Lychnophora B. ﬁntiedelma, anti- Ih OTERO et al., 2000a;
mineira pinaster alternatus | emorragica, Folha MELO et al., 2003
(Asteraceae) antimiotoxica
Jalapa, Mandevilla C. Antifosfolipase
jalapa-do- illustris durissus . : ! Raiz, folha BIONDO et al., 2004
o antiletalidade
campo (Apocynaceae) terrificus
B.
alternatus,
Mandevill 5
Infalivel ou an_ew 2 Jgrarf'""‘?s.su' Antifosfoli RIZZINI et al., 1988;
batata- velutina o Pl A o o PaSe: | Rizoma NEVES et al, 1993;
C.
durissus
terrificus
o Marsypianthes _ Ant|f|br|nollt|ca, o CASTRO et al., 1999:
Boia-caa chamaedrys B. jararaca | pesquisa Planta inteira
. . MORS et al., 2000
(Lamiaceae) etnoboténica
B.
jararaca,
B.
alenatis: | Antiletalidade,
Mikania m.oojeni anti-hemorragica, RUPPELT et al., 1991;
Guaco glomerata B ' antiedema, Folha MORS et al., 2000;
(Asteraceae) ~ . . | antifosfolipase, MAIORANO et al, 2005
neuwiedi, .
B. anticoagulante
jararacussu,
C.d.
terrificus
mg:ggzégho' Momordica aA::ilfﬁzm??aSg?ca ~ |BERNARD etal., 2001;
~ charantia B. atrox ; " | Planta inteira | OTERO et al., 2000a;
Séo . pesquisa .
Caetano (Cucurbitacea) etnoboténica b; ¢
Antifosfolipase,
antiproteolitica,
anti-
Amoreira Morus alba B. jararaca glritlig:joenr:?;saer;ti- Caule, folha MORS et al., 2000;
(Moraceae) ' P ’ BERNARD et al., 2001
hemorragica,
antimiotéxica,
pesquisa
etnoboténica
Jabuticaba | Mouriri pusa
do mato, (Melastomatacea | B. jararaca | Anti-hemorragica | Folha NISHIJIMA et al., 2009
manapuca | e)
B. Antifosfolipase, RIZZINI et al., 1988;
Bananeira Musa sp. jararacussu, | antimiotoxica, Caule MORS et al., 2000;
(Musaceae) C.d. pesquisa BORGES et al., 2005
terrificus etnobotanica
Pracaxi Pentaclethra B. atrox, Antiletalidade, Casca MORS et al., 2000; DA




10

macroloba B. anti-hemorrégica, SILVA et al., 2005; DA
(Fabaceae) moojeni, antinucleotidase, SILVA et al., 2007
B. antiproteolitica,
jararacussu, | pesquisa
B. etnoboténica
alternatus,
B.
jararaca,
B.
neuwiedi,
B. pirajai,
L. muta
Serpentes | Antifosfolipase, RIZZINI et al., 1988;
Guiné Petiveria alliacea | brasileiras, | anti-hemorréagica, Folha. ramo OTERO et al., 2000a;
(Phytolaccaceae) | B. asper, |pesquisa ’ c; BERNARD et al.,
B. atrox etnoboténica 2001
. Ramo,
ggrri)sgfoba Erl‘gggllatum B. asper Antifosfolipase, composto (4- [NUNEZ et al., 2005
. ' : ' ' antimiotdxica nerolidil-
aguaxima Piper peltatum
catecol)
B.alternatus
Schizolobium B. moojeni, | Anti- -
Guapuruvu | parahyba B. ; hemorraglga}, Folha VALE et al., 2008;
(Caesalpinoideae) pauloensis, | antiproteolitica, MENDES et al., 2008
P C.d. antiletalidade
terrificus
B.
jararacussu,
B. . .
. I Antifosfolipase,
z?g/:lha de (Scc::)llepr(learlap::ts;c(;t)a Eoojem’ ant@coagular)te, Folha SOARES et al., 2004
al'ternatus, anti-hemorragica
B.
neuwiedi
: : Antiedema, anti-
ﬁrrgls(i:lzira fﬁﬁgg Sl'ternatus hemo_rrégi(_:a, Partes aéreas | MELO et al., 2003
(Asteraceae) antimiotéxica
Anti-
Ipé rosa Tabebuia rose her_norré_lgica, OTERO et al., 2000a;
(Bignoniaceae) B. atrox ant!letahdade, Caule b; c; NUNEZ et al.,
antiedema, 2004a
anticoagulante
Leiteiro de Tabernaemontan _ _ BATINA et al, 2000;
vaca, a catharinensis C.d. Antiletalidade, Raiz DE ALMEIDA et al.,
jasmim-cata- terrificus antimiotdxica 2004; VERONESE et
(Apocynaceae)
vento al, 2005

*: ndo pertencentes a flora brasileira, mas foram introduzidas por imigrantes ou colonizadores.
Tabela adaptada do artigo publicado por Soares e colaboradores (2005).
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A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais in natura ou in vitro
e de alguns de seus constituintes, tais como flavondides, alcalbides, triterpenos,
sesquiterpenos, ligninas, é de grande importancia para o possivel tratamento dos
acidentes ofidicos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Os compostos fendlicos sao
importantes constituintes de plantas com atividades antiofidicas e entre estes
compostos destacam-se os flavonoides (MORS et al., 2000), além de apresentarem
diversas atividades farmacologicas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Estes inibidores
naturais podem ter papel importante na complementacdo da soroterapia tradicional,
além de buscar novas drogas com menos rea¢cfes adversas aos seres humanos, ou
até mesmo o uso em animais domeésticos ou de interesse comercial, uma vez que,

para estes, o soro tradicional ndo é fornecido (SOARES et al., 2005).

Flavonoides com Atividade Antiofidica

Entre os compostos fendlicos de origem vegetal com propriedades antiofidicas
destacam-se os flavondides. Os flavondides pertencem a classe de metabdlitos
secundarios capazes de interagir com alvos moleculares (receptores e enzimas). De
todos o0s metabdlitos capazes de formar complexos, os flavondides séo
provavelmente os mais versateis. Estes compostos formam pontes de hidrogénio que
se arranjam ao redor de esqueletos de carbono relativamente pequenos, sendo
capazes de interagir com alvos moleculares. Possuem a capacidade de se ligarem a
polimeros bioldgicos (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Em 1993, Lindahl e Tagesson chegaram a conclusédo de que a quercetina € um
potente inibidor de PLA, pertencentes ao grupo Il isolada da peconha de Vipera
russelli. Além disso, Lindahl e Tagesson (1997) descreveram o efeito inibitorio de
alguns flavondides, particularmente a atividade da rutina sobre fosfolipases isoladas
das peconhas de Vipera russelli e Crotalus atrox. Uma PLA; isolada da peconha de
Crotalus durissus cascavella foi submetida a tratamento com a morina, um
flavondide, que induz severas modificagbes nos aminoacidos aromaticos desta
enzima (IGLESIAS et al., 2005). Girish e Kemparaju (2005) estudaram a inibicao de
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uma hialuronidase isolada da peconha de Naja naja, onde a quercetina inibiu
completamente a atividade enzimatica, enquanto que a flavona e o &cido tanico
inibiram a atividade enzimatica em 89 e 94%, repectivamente.

Os flavondides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural,
cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos possuem
uma serie de propriedades farmacologicas que os fazem atuar sobre diferentes
sistemas bioldgicos, na sua maioria de forma benéfica para a salde humana.
Atualmente, ja foram identificadas mais de quatro mil substancias pertencentes ao
grupo dos flavondides, que inclui subgrupos tais como os flavanois, flavanonas,
isoflavondides, flavanas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, chalconas, entre
outros (AOKI et al., 2000; YUNES; CALIXTO, 2001).

Estruturalmente, os flavondides constituem substéncias arométicas com 15
atomos de carbono no seu esqueleto basico, sendo compostos fendlicos, que
possuem nessa estrutura anéis aromaticos C6-C3-C6. O esqueleto dos flavondides é
biosinteticamente derivado do fenilpropano (C6-C3) e trés unidades de acetato (C6).
Os flavonoides sdo formados pela combinacédo da via do chiquimato com a via do
acetato (WINKEL-SHIRLEY, 2001; SIMOES et al., 2002). Consumidos em grandes
proporcdes dentro de uma dieta humana regular, os flavondides sdo encontrados em
vegetais, legumes, frutas, chas de ervas, mel, entre outros produtos de consumo
cotidiano. Apesar do termo flavondide derivar do latim “flavus”, que significa amarelo,
observa-se que os grupos flavondis e flavonas séo incolores e que a classe das
antocianinas possuem substancias que variam no seu espectro de coloracdo do
verde ao azul (YUNES; CALIXTO, 2001; WINKEL-SHIRLEY, 2001). Flavonéides
possuem consideravel importancia farmacoldgica devido a suas propriedades
terapéuticas multidirecionais como antioxidante, antifingico, contraceptivo,
antinflamatorio, bactericida e na prevencdo contra cancer e doencas cardiacas
(YUNES; CALIXTO, 2001; NIJVELDT et al., 2001).

Serjania erecta
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Muitas espécies do cerrado brasileiro sdo usadas como ervas medicinais por
possuirem propriedades analgésica, antiacida, antibacteriana, antinflamatoria,
antitumoral, entre outras. No Brasil o uso de plantas medicinais € bastante difundido,
especialmente em areas rurais, no tratamento de muitas doencas. Muitos estudos
direcionados para atividades farmacoldgicas estdo sendo realizados. A rica flora do
cerrado brasileiro € ainda pouco estudada quanto a avaliagdo da eficacia e avaliacao
dos efeitos terapéuticos de extratos brutos vegetais e de compostos isolados
(NAPOLITANO et al., 2005). A flora do cerrado € de enorme riqueza, mas somente
1,5% de sua extensdo € protegida por lei. Em vista disso, &€ preciso valorizar 0s
recursos que ela oferece e que estdo sob forte pressédo de extingdo, como as
espécies medicinais (GUARIM NETO; MORAIS, 2003). O extrativismo constante de
plantas medicinais em regides endémicas tem comprometido a perpetuacao das
popula¢gdes naturais de espécies nativas e levando a extingdo muitos grupos de
plantas cuja atividade farmacoldgica ja estd comprovada, como também aquelas cujo
estudo ainda séo escassos ou inexistentes.

A familia Sapindaceae é constituida por cerca de 200 géneros e 2000 espécies,
cujos representantes ocorrem na regido tropical do mundo. Esta familia esta
constituida por representantes que se apresentam com diferentes formas de vida,
englobando desde trepadeiras, como em Serjania Miller, Paullinia Linné, até as altas
arvores, como em Talisia Aublet e Cupania Linné. No Brasil, essa familia tem como
maior e mais representativa area de dispersdo a regido amazodnica, de onde se
distribui para todas as outras regides, principalmente na regido centro-oeste, nos
estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goids e o Distrito Federal (GUARIM
NETO; MORAIS, 2003).

Entre as espécies mais estudadas deste género destaca-se a Serjania lethalis,
gue é tradicionalmente indicada como antinflamatorio, analgésico (uso externo) e
piscicida (TEIXEIRA et al.,1984). O extrato etandlico de S. lethalis inibiu a producéo
de oxido nitrico (NO), um importante mediador inflamatério produzido por
macrofagos. Contudo, quando ocorre uma producao exagerada de NO durante uma
infeccao, freqlientemente ocorre dano ao tecido endotelial, que pode levar a colapso
vascular e morte (NAPOLITANO et al., 2005). Ainda sobre esta espécie, Mesquita e

colaboradores (2005) demonstraram que o extrato etandlico das cascas das raizes
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da S. lethalis € ativo contra a forma promastigota de Leishmania donovani, inibindo
seu crescimento em até 50% nas concentracdes entre 0,1-10 pg/mL. Em outro
estudo realizado por Lima e colaboradores (2006) foi demonstrado que o extrato
etandlico de folhas e caules de S. lethalis possui acdo antibacteriana contra
Staphylococcus aureus.

Outra espécie estudada é a S. salzmanniana que apresenta saponinas com
atividade moluscicida contra a Biomphalaria Alexandrina, um vetor da Schistosoma
mansoni no Vale do Nilo. Estas saponinas também demonstraram atividade
antifingica contra Cryptococcus neoformans e Candida albicans (EKABO;
FARNSWORTH, 1996). Di Stasi e colaboradores (1988) concluiram que o extrato
H,O/MeOH 50% da espécie S. communis possui atividade analgésica quando
administrado por via oral em ratos. A S. glabrata, cujo extrato metandlico apresentou
atividade antioxidante contra a oxidacdo do [-caroteno, apresenta baixa toxicidade
no Teste com Artemia salina (DAVID et al., 2007).

A espécie Serjania erecta Radlk (Figura 1), conhecida popularmente como
retrato de teil e cipo cinco folhas, pertence a familia das Sapindaceas. Endémica do
cerrado trata-se de uma planta arbustiva de até dois metros de altura, caule
arqueado-deflexo, folhas compostas com foliolos largos ovais, inflorescéncia apical
com flores de cor branca, fruto cordado e arredondado. A folha macerada é utilizada
como regulador menstrual, cicatrizante e antisséptico. A partir das folhas séo
preparados chas que auxiliam no tratamento de Ulceras e a raiz € usada para o
combate a hipertensdo (FENNER et al., 2006). Em estudo realizado por Broggini
(2010), verificou-se sua acdo como agente preventivo ou inibidor na perda de
memoria. Neste mesmo estudo foi realizada a deteccdo de metabdlitos secundarios
de interesse farmacoldgico, como saponinas, flavonéides e taninos. Os extratos
metandlico e cloroférmico das folhas de S. erecta apresentaram atividade
gastroprotetora em modelo de inducdo de uUlcera géstrica por etanol absoluto em
modelos animais in vivo, além disso, no perfil fitoquimico do extrato metandlico foram
encontrados: terpenos, saponinas, flavonoides e taninos (ARRUDA et al., 2009). Em
outro estudo, o extrato hidroalcodlico de S. erecta apresentou atividade

antinflamatoria topica e capacidade de diminuicdo de edema (GOMIG et al., 2009).
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Figura 1. Serjania erecta (colecdo de plantas da Unidade de Biotecnologia da UNAERP).

Fonte: Renata S. Fernandes, 2007.
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CONSIDERACOES FINAIS

- Os extratos in natura e in vitro de S. erecta apresentaram atividade inibitoria sob
os efeitos das peconhas de serpente dos géneros Bothrops e Crotalus, bem como

de toxinas isoladas.

- A andlise CLAE/UV/DAD mostrou ser uma ferramenta 0til na deteccdo dos dois
compostos fendlicos isolados do extrato das folhas de S. erecta. Esta andlise
mostrou que o extrato das folhas de S. erecta e o extrato das culturas in vitro de
S. erecta sdo ricos em compostos fendlicos, mas ndo necessariamente 0s
mesmos.

- A cultura de calos estabelecida durante este estudo € uma ferramenta de
obtencdo de compostos biologicamente ativos, e segundo as andlises realizadas
no CLAE a cultura de calos de S. erecta parece ser fonte promissora de
compostos biologicamente ativos e o estudo fitoquimico preliminar indicou a
presenca de compostos fenolicos semelhantes aos encontrados na planta in

natura.

- A partir do fracionamento cromatogréafico do extrato metandlico das folhas de S.
erecta foi possivel a obtencdo de duas flavonas glicosiladas, a isovitexina
(apigenina-6-C-pB-D-glicopiranosideo) e a vitexina  (apigenina-8-C-3-D-
glicopiranosideo), identificadas a partir da utilizacéo de técnicas de RMN de 'H e

13C, e espectro de massa.

- Este é o primeiro estudo fitoquimico da S. erecta onde foi realizado o isolamento
e a caracterizagdo estrutural de compostos ativos com propriedades antiofidicas

presentes nesta espécie vegetal.

- As atividades fosfolipasicas induzidas pelas peconhas de B. jararacussu e e C. d.

terrificus, e pelas toxinas BthTX-II e crotoxina foram inibidas em niveis diferentes
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pelas amostras testadas, sendo que a atividade fosfolipasica induzida pela
BthTX-Il foi completamente inibida pela acdo das fragcbes SF3 e SF4, e a fracédo
SF4 foi capaz de inibir totalmente a atividade fosfolipdsica induzida pela

crotoxina.

O extrato metandlico in natura de S. erecta e a fragdo SF3 foram capazes de
prevenir a degradacdo das cadeias do fibrinogénio sobre a acdo da peconha de
B. moojeni. J& os extratos metandlicos in natura e dos calos de S. erecta, as
fracbes SF3 e SF4, e as flavonas promoveram protecdo parcial das cadeias do

fibrinogénio quando incubados juntos com a peconha de B. jararacussu.

Nos ensaio sobre a atividade coagulante induzida pela peconha de B. jararacussu
e a atividade indutora de edema induzida pela toxina BthTX-I, as fragcbes SF3 e
SF4, ricas em flavondides e taninos, respectivamente, mostraram que esses

compostos atuam como potentes inibidores destas atividades.

Em comparacdo com a isovitexina, a vitexina possui importante propriedades
anticoagulante e de inibicdo da atividade indutora de edema. Isto pode indicar
gue embora estas flavonas sejam isdbmeras a posicédo do acucar pode influenciar
na interacdo entre o inibidor e a toxina.

As atividades hemorragicas das peconhas de B. jararacussu e B. neuwiedi foram
inibidas pela acdo do extrato metandlico das folhas de S. erecta e de suas
fracbes, sendo que a fracdo SF4, rica em tanino, apresentou alta atividade
inibitoria sobre a atividade hemorragica induzida pela peconha de B. neuwiedi.

A miotoxicidade induzida pelo veneno de B. jararacussu e sua miotoxina isolada,
BthTX-I, foi significativamente reduzida no ensaio onde foi feita a incubacéo
prévia com os inibidores. Enquanto que no ensaio sem incubacdo prévia, foi
possivel observar que quanto mais rapida é a administracao do inibidor, maior é a

eficiéncia na inibicdo dos efeitos toxicos provocados pela acdo da toxina.
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O estudo in silico dos complexos formados entre BthTX-I e os compostos isolados
do extrato de S. erecta indicam a formacéo de ponte de hidrogénio entre os
inibidores e os aminoacidos presentes no sitio ativo da toxina, o que explicaria a

inibicdo das atividades toxicas de BthTX-I.

Nos estudos por dicroismo circular, os espectros demonstraram que a interacao
entre as toxinas testadas, BthTX-l e Il, e as duas flavonas nédo revelaram
mudancas significativas na estrutura secundaria das toxinas, sugerindo uma

interacdo mais especifica entre essas moléculas.

Tendo em vista que a partir do fracionamento cromatografico do extrato
metanolico de S. erecta foram obtidas outras fragcbes com atividade antiofidica,
além da fracdo rica em flavondides, da qual foram extraidos as duas flavonas,
seria interessante dar continuidade ao estudo fitoquimico desta espécie vegetal

na busca por outros principios ativos.
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