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Resumo

As serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por cerca de 90% dos acidentes ofidicos na América
do Sul. A Tabebuia aurea é usada para minimizar as reagdes locais e seu extrato hidroetanolico mostrou
atividades anti-inflamatoria, anti-hemorragica e antimiotoxica para o veneno de Bothrops neuwiedi. A
partir disso, o composto majoritario dessa espécie, especiosideo (Esp), foi isolado e sua agdo antiofidica
avaliada em camundongos injetados com o veneno de Bothrops moojeni (VBm). Para a determinag@o
das atividades hemorragica e miotdxica (Swiss machos, 18-30g) os grupos foram VBm, Esp, mistura
pré-incubada VBm:Esp (1:100) e Esp ap6s a injecdo do VBm (VBm/Esp, 1:100). Os resultados (média
+ E.P.M., ANOVA, Bonferroni, p<0,05) mostraram que o tratamento com Esp, VBm:Esp ¢ VBm/Esp
reduziram a concentragdo de hemoglobina e a liberagdo de creatina quinase, induzidas pelo VBm. A
analise histopatoldgica do musculo gastrocnémio dos animais tratados com Esp mostrou fibras
preservadas, auséncia de hemorragia e redugdo do infiltrado leucocitario. Em conclusdo, o Esp possui
potencial atividade antiofidica e pode ser uma alternativa complementar a soroterapia nos
envenenamentos ofidicos.

Abstract

The Bothrops snakes are responsible for nearly 90% of snake bites in South America. Tabebuia aurea is
currently utilized to minimize local reactions and its hydroethanol extract showed anti-inflammatory,
anti-hemorrhagic and antimyotoxic activities against the venom of Bothrops neuwiedi. Thus, the major
compound of this species, Specioside, was isolated and its antiophidic potential evaluated in mice
treated with the venom of Bothrops moojeni (VBm). To determine the hemorrhagic and myotoxic
activities, Swiss male mice, 18-30g, were divided in groups as follows: VBm, Esp, preincubated
mixture VBm:Esp (1: 100) and Esp after injection of VBm (VBM / Esp, 1: 100 ). Results (mean +
S.E.M., ANOVA, Bonferroni test, p <0.05) showed that treatment with Esp, VBm:Esp VBm and/ Esp
reduced hemoglobin concentration and release of creatine kinase induced by VBm. Histopathological
analysis of gastrocnemius muscle of animals treated with Esp showed preserved fibers, absence of
hemorrhage and reduced leukocyte infiltration. In conclusion, Esp has potential antiophidic activity and
can be a complementary alternative to the antivenom in cases of snake poisoning.
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1. Introducio

As serpentes do género Bothrops (Viperidae) sio
responsaveis por aproximadamente 90% dos acidentes
ofidicos na América do Sul (Silva et al., 2015). A
Organizagdo Mundial da Satde (OMS, 2009) considera- os
um importante problema de saude publica que atinge,
principalmente, populacdes rurais.

O envenenamento botrdpico provoca efeitos
sist€émicos e reagdes locais, caracterizadas por vasodilatagdo,
edema, exsudado purulento e dor, atribuidos ao processo
inflamatdrio, além de hemorragia e necrose tecidual
(Rosenfeld, 1971; Gutiérrez e Lomonte, 1989). A soroterapia
¢ o tratamento disponivel, porém ndo neutraliza as reagdes
locais, que podem gerar sequelas graves como a perda parcial
ou total do membro afetado (Mors et al., 2000; Da silva,
2007).

Segundo um levantamento realizado por Nunes et
al. (2003) em Campo Grande, MS, a Tabebuia sp. foi citada
como anti-inflamatéria e cicatrizante, propriedades
importantes para minimizar as rea¢des locais induzidas pelo
veneno. Entre as espécies do género, a Tabebuia aurea é
empregada no tratamento de envenenamento ofidico por
meio da decocgdo da sua casca (Agra et al. 2007; Hadju ¢
Hohmann, 2012). Ainda, o extrato hidroetandlico dessa
espécie (EHETa) mostrou atividades anti-inflamatoria, anti-
hemorragica e antimiotoxica para o veneno de Bothrops
neuwiedi (Reisetal., 2014).

O presente estudo teve como objetivo avaliar as
atividades anti-inflamatéria e antiofidica do especiosddeo,
isolado de Tabebuia aurea, em camundongos injetados com
o veneno de Bothrops moojeni (Vbm).

2. Material e Métodos

2.1 Obtencio do Extrato rico em iridéides e isolamento do
especiosideo

O Extratorico em iridéides, denominado AmberTa,
foi obtido a partir do extrato hidroetandlico de Tabebuia
aurea por meio de uma coluna contendo a resina Amberlite
XAD-2 previamente condicionada, apds lavagem com
excesso de agua, aproximadamente 3 L (fluxo 50 mL/minuto)
eadi¢dode | L de etanol. O especiosideo (Esp) foi isolado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala
semi-preparativa.

2.2 Animais e neutralizacio do veneno de Bothrops moojeni

Foram utilizados camundos Swiss machos, 18-30g
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul/UFMS, mantidos em gaiolas plasticas a
temperatura de + 22°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas,
recebendo ragdo e agua a vontade.

A neutralizagdo do VBm foi realizada de acordo
com o método descrito por Fernandes et al. (2010). O VBm
foi incubado por 30 minutos com o Esp, na proporgdo de
1:100, VBm:Esp (m/m), a37°C, em banho-maria.

2.3 Determinacéo da atividade hemorragica

A atividade hemorragica induzida pelo VBm foi
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avaliada segundo Nikai et al. (1984), pela formagdo e
mensuragdo do halo hemorragico em milimetros.
Inicialmente, a Dose Minima Hemorragica (DMH) foi
determinada como a dose minima de veneno (ug veneno)
capaz de induzir um halo hemorragico de 10 mm de didmetro.
Os animais foram distribuidos em grupos que receberam via
intradérmica (i.d.) salina (50L), Esp (50 mg/Kg), VBm (20
ug/50 pL), mistura VBm:Esp (1:100) e VBm/Esp (1:100).
Ap0s trés horas, os animais foram submetidos a eutandsia e a
area hemorragica foi delimitada na pele removida. Em
seguida, aimagem da lesdo foi fotografada, transferida para o
software ImageJ® e a 4rea hemorragica determinada. A
dosagem de hemoglobina (Hb) foi realizada conforme
Rucavado ¢ Lomonde (2000) adaptado de Ownby et
al.(1984). Para isso, area hemorragica delimitada foi
fragmentada e acondicionada em tubos de ensaio contendo
1.500 pL de solucdo de Drabkin®. O material foi mantido em
geladeira (2-8°C) por 12 horas e, em seguida, centrifugado a
700 rpm/15 minutos. O sobrenadante foi coletado para a
dosagem de Hb em fotocolorimetro Microchem Analyzer® a
540 nm.

2.4 Determinacio da atividade miotdoxica

A atividade miotoxica induzida pelo VBm foi
avaliada de acordo com método descrito por Gutiérrez et al.
(1980) por meio da determinagdo dos niveis séricos da
enzima creatina quinase (CK) e da analise histopatoldgica do
musculo gastrocnémio. Os animais foram distribuidos em
grupos que receberam inje¢do via intramuscular (i.m.) de
salina (50L), Esp (50 mg/Kg), VBm (20 pg/50 pL), mistura
VBm:Esp (1:100) e VBm/Esp (1:100). Apos trés horas, os
animais foram anestesiados e o sangue coletado por pungio
retro-orbital para a dosagem de CK. Apds, os animais foram
eutanasiados em camara de CO,, o musculo gastrocnémio
removido e fixado em fomaldeido 10% para obtencdo de
cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina (H/E).

3.Resultados

Ainje¢do intradérmica de VBm levou ao aumento da
concentracdo de hemoglobina (VBm, 20,3 = 1,4 g/dL) em
rela¢do ao grupo que recebeu solugdo salina 0,9% (2,3 + 0,1
g/dL) e este efeito foi inibido por VBm:Esp (82,4%) e
VBm/Esp (46,4%) (Figura 1).

No ensaio de miotoxicidade observou-se um
aumento dos niveis plasmaticos de CK pelo VBm (3892,0 £
340,0 U/L U/L) quando comparado ao grupo que recebeu
solugdo salina 0,9% (738,3 £ 55,38 U/L). O tratamento com
VBm:Esp reduziu a liberagdo de creatina quinase, induzida
pelo VBm em 74,3%. Porém, o mesmo ndo ocorreu com
VBm/Esp. A analise histopatoldgica do musculo
gastrocnémio dos animais tratados com Esp mostrou fibras
preservadas, auséncia de hemorragia e redugdo do infiltrado
leucocitario (Figura 2).

4. Discussio

Os resultados apresentados mostram que o Esp
diminui a miotoxicidade ¢ a hemorragia apds o
envenenamento por B. moojeni, em camundongos.

No presente estudo, o tratamento com o Esp
reduziu a concentrag¢do de Hb, o que pode ser explicado pela
inibicdo de metaloproteinases, enzimas capazes de
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Figura 1: Efeito do tratamento com Especiosideo sobre a concentragdo de hemoglobina induzida pelo veneno de Bothrops moojeni
(VBm). A concentragdo de hemoglobina foi determinada trés horas ap6s a inje¢@o intradérmica do VBm, do Especiosideo (Esp), de
VBm:Esp e de VmB/Esp na regido dorsal de camundongos (n=5). O grupo VBm:Esp recebeu a mistura pré-incubada do VBm com o Esp
e o grupo VBm/Esp recebeu a inje¢do do Esp imediatamente ap6s a inje¢cdo do VBm. Resultados expressos como média+ EPM. ANOVA,
seguido pelo teste de Bonferroni. # p < 0,05 (comparado ao grupo que recebeu salina); ***p < 0,001 (comparado ao grupo que recebeu
VBm).

Figura 2: Corte histoldgico do musculo gastrocnémio direito de camundongos Swiss. Trés horas apds a administragdo intramuscular do
veneno de Bothrops moojeni (VBm; 20 png/50 pL; A e B), da mistura VBm:Esp (1:100; C e D) e de especiosideo (Esp) imediatamente apds
a injecdo do VBm (VBm/Esp; E e F). Fibras musculares necréticas com eosinofilia citoplasmatica (EC), hemorragia (HM) e infiltrado
leucocitario (IF). Coloracdo H/E.
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induzir hemorragia. O veneno botrdpico apresenta elevado
teor de metaloproteinases (MP) e estas sdo as principais
responsaveis pela inducdo de hemorragia, uma vez que
acumulam-se em torno de vasos capilares por meio das
propriedades adesivas e hidrolisam componentes da matriz
extracelular, da membrana basal dos vasos ¢ o colageno,
levando a ruptura do vaso (Baldo et al., 2010). Assim, a partir
dos resultados de dosagem da hemoglobina no grupo tratado
com a mistura VBm:Esp, que mostrou uma redugdo
significativa da lesdo, ¢ possivel que o Esp atue no dominio
nio catalitico destas proteases, interferindo na distribui¢do e
adesdo das MP no tecido. Além disso, como estas toxinas
dependem de Zn*'para exercer sua acdo catalitica, & possivel
que o Esp seja capaz de complexar este ion, diminuindo
assim a a¢@o hemorragica do veneno.

Nos ensaios de determinacdo da atividade
miotoxica, o Esp reduziu a concentrag¢@o plasmatica de CK,
bem como as altera¢cdes observadas na analise
histopatoldgica. Esse efeito pode estar relacionado a inibig¢ao
direta das Fosfalipases 2 (FLA,) miotoxicas e das MP
presentes no venenos pelo Esp. O veneno de Bothrops
moojeni é composto por miotoxinas sem atividade catalitica
(grupo LYS49-FLA,), que sdo altamente mionecroticas e
também por miotoxinas com atividade catalitica, pertencente
ao grupo ASP49-FLA, que na auséncia de fons Ca’ apresenta
atividade miotoxica reduzida (Calgarotto, 2008). Assim,
tanto as miotoxinas que apresentam atividade catalitica,
quanto as que ndo apresentam, podem estar envolvidas na
formacao da necrose muscular, bem como as FLA, celulares,
sendo possivel que o Esp atue inibindo diretamente estas
enzimas, bem como a agdo das MP que, ao causarem
rompimento de vasos sanguineos, levam a isquemia do
tecido afetado, dificultando a regeneragdo muscular e
ocasionando necrose (Gutiérrez ¢ Lomonte, 1995; Baldo et.
al.,2010). Por outro lado, o tratamento VBm/Esp ndo reduziu
a concentragdo sérica de CK e isso deve ter sido pelo fato do
veneno de Bothrops moojeni apresentar enzimas que causam
mionecrose por mecanismos diferentes e o Esp injetado
imediatamente apds ndo ser capaz de inibir os mesmos.

Assim, o Especiosideo, isolado de Tabebuia aurea,
apresenta atividade anti-inflamatéria e um potencial efeito
antiofidico, provavelmente por inibir a ag¢do de FLA,
celulares e/ou contidas nos venenos botropicos, o que
representa uma alternativa para a neutralizacdo dos efeitos
locais desencadeados pelo veneno botrdpico,
complementando a soroterapia.
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