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Resumo: O género Bothrops é responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos no Brasil. A
fisiopatologia dos envenenamentos pode causar lesGes locais e sistémicas, podendo levar ao
obito. Plantas medicinais sdo frequentemente mencionadas na medicina popular como terapias
alternativas frente aos efeitos do envenenamento na auséncia do soro antibotrdpico. A familia
Fabaceae ¢ descrita na literatura por suas propriedades antiofidicas, associadas principalmente a
diversidade de moléculas bioativas. Hymenaea spp. é conhecido por conter moléculas com atividades
bioldgicas significativas, como antioxidante e anti-inflamatdria, que podem atuar contra as toxinas
Botrdpicas. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a composicdo fitoquimica,
as atividades antioxidante e citotdxica, bem como a neutralizagdo enzimatica dos venenos de B.
Jjararaca e B. leucurus pelo extrato hidroalcodlico das folhas do “Jatobd” (Hymenaea rubriflora). O
extrato foi obtido através da maceragdo com etanol 70% na proporcdo de 1:10 (m:v). Em seguida,
foi realizado o perfil fitoquimico, avaliagdo da a¢do citotdxica e potencial antioxidante. Também foi
analisada in vitro a inibicdo das atividades proteolitica, fibrinogenolitica, fibrinolitica e a degradagédo
de DNA causadas pelas toxinas das peconhas ofidicas. No perfil fitoquimico de Hymenaea rubriflora,
identificou-se a presenca de acido galico. O extrato ndo apresentou citotoxicidade, tendo alta
capacidade antioxidante em todos os métodos testados. O extrato inibiu mais de 60% da atividade
proteolitica na propor¢&o de 1:10 veneno (m:m) para ambos as peconhas, além deinibir a degradagéo
das cadeias a e B do fibrinogénio, a degradacdo do DNAA e 100% da agdo fibrinolitica. Conclui-se que
o extrato hidroalcodlico do “Jatobd” (Hymenaea rubriflora) apresenta potencial atividade antiofidica
contra os venenos de B. jararaca e B. leucurus, demonstrando que esta espécie vegetal pode ser
utilizada em pesquisas in vivo mais aprofundadas no futuro.

Palavras-chave: Fabaceae, Jatoba, Serpentes, Atividade antibotrépica, Venenos ofidicos.

Abstract: The Bothrops genus is responsible for most snakebite accidents in Brazil. The
pathophysiology of envenomation can cause local and systemic lesions, potentially leading to death.
Medicinal plants are frequently mentioned in popular medicine as alternative therapies against
the effects of envenomation in the absence of antivenom. The Fabaceae family is described in the
literature for its antivenom properties, mainly associated with the diversity of bioactive molecules.
Hymenaea spp.is known to contain molecules with significant biological activities, such as antioxidant
and anti-inflammatory, which can act against Bothrops toxins. Therefore, the present study aimed
to evaluate the phytochemical composition, antioxidant and cytotoxic activities, as well as the
enzymatic neutralization of the venoms of B. jararaca and B. leucurus by the hydroalcoholic extract of
the leaves of “Jatobad” (Hymenaea rubriflora). The extract was obtained through maceration with 70%
ethanol in the proportion of 1:10 (w:v). Subsequently, the phytochemical profile, cytotoxic activity,
and antioxidant potential were evaluated. The inhibition of proteolytic, fibrinogenolytic, fibrinolytic
activities, and DNA degradation caused by the snake venoms toxins were also analyzed in vitro. In the
phytochemical profile of Hymenaea rubriflora, the presence of gallic acid was identified. The extract
showed no cytotoxicity and had high antioxidant capacity in all tested methods. The extract inhibited
more than 60% of the proteolytic activity at a 1:10 venom ratio (w:w) for both venoms, in addition
to inhibiting the degradation of the a and [ chains of fibrinogen, A DNA degradation, and 100% of
fibrinolytic activity. It is concluded that the hydroalcoholic extract of “Jatobad” (Hymenaea rubriflora)
has potential antivenom activity against the venoms of B. jararaca and B. leucurus, demonstrating
that this plant species can be used in more in-depth in vivo studies in the future.

Keywords: Fabaceae, Jatobd, Snakes, Antibothropic activity, Snake venoms.
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INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos representam uma das principais
causas de mortalidade associadas as Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTNs), conforme reportado pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS), com elevada incidéncia observada
em nagGes de clima tropical e subtropical (World Health
Organization [WHO], 2007). No Brasil, o ofidismo figura entre
as principais doengas negligenciadas relacionadas a animais
peconhentos, registrando anualmente mais de 20.000 casos
notificados (Brasil, 2024; Da Silva et al., 2023). O género
Bothrops, que compreende aproximadamente 30 das 48
espécies conhecidas no pais (Matos & Ignotti, 2020), constitui
a principal categoria taxondmica de serpentes peconhentas
responsaveis pela maioria dos acidentes ofidicos, segundo
dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN). Bothrops jararaca (Wied-Neuwied, 1824) e Bothrops
leucurus (Wagler, 1824), com comprimentos tipicos de cerca
de 1,60 m e 1,50 m, respectivamente, sdo espécies endémicas
das regides Sudeste e Nordeste do Brasil, destacando-se
como principais agentes etiolégicos de envenenamento

ofidico nessas areas (Bernarde, 2014).

O envenenamento ofidico do tipo Botrépico ¢é
caracterizado principalmente por efeitos locais intensos
e imediatos, como edemas, hemorragias e necrose,
além de alteragbes cardiovasculares como sangramento
sistémico, choque hipovolémico e disturbios de coagulagdo
(Albuquerque et al., 2013; Félix-Silva et al., 2017; Gutiérrez &
Lomonte, 2013). Essas fisiopatologias estdo intrinsecamente
ligadas as principais a¢Ses dos venenos botrdpicos (Bv):
1) Inducdo de hemorragias e disturbios na coagulagdo por
meio de enzimas como metaloproteinases e fosfolipases,
que interferem na coagulacdo sanguinea e promovem a
degradagdo da matriz extracelular; 2) Promocdo de necrose
tecidual local através de fosfolipases e proteases que atacam
membranas celulares e proteinas estruturais, resultando
em necrose, ulceragdes e gangrena; 3) Producdo de efeitos
sistémicos adversos mediante a liberagdo de citocinas
pré-inflamatérias e outros mediadores que desencadeiam
resposta inflamatéria generalizada, podendo ocasionar
complicagdes como choque, insuficiéncia renal e disfungdes

organicas multiplas. Adicionalmente, as toxinas podem

ocasionar a destruicdo celular e a liberacdo de produtos

téxicos na circulagdo (Carone et al., 2018; Cruz et al., 2009).

Atualmente, o tratamento especifico para o
envenenamento Botrdpico é realizado por meio da
administragdo intravenosa de Soro Antiveneno Botrépico
(BAV) (Lucas, 2009). Embora eficaz na reversdo dos efeitos
sistémicos do veneno, o soro demonstra limitagdes na
neutralizacdo dos efeitos locais e pode ndo oferecer
protecdo completa contra as atividades toxicas induzidas
pelos diferentes venenos das espécies de Bothrops spp.,
essa necessidade sugere a inclusdo de outros componentes
no pool de imunizagdo para desenvolver um BAv universal
(Jorge et al.,, 1995; Muniz et al., 2000; Queiroz et al.,
2008). Adicionalmente, o alto custo de produgdo do soro
restringe sua distribuicdo a areas especificas. A diversidade
de habitats, a extensa &rea territorial e as disparidades
socioeconémicas (Gutiérrez et al., 2017; Longbottom et al.,
2018) aumentam a probabilidade de acidentes, exacerbando
a gravidade dos incidentes em regides onde o soro ndo
esta disponivel (Feitosa et al., 2015). Portanto, as principais
vitimas de acidentes ofidicos, como criangas e agricultores
idosos em dreas remotas, frequentemente recorrem a
terapias alternativas para mitigar os efeitos fisiopatoldgicos
do envenenamento, como o uso de plantas medicinais locais
(Borges & Amorim, 2020), que podem oferecer algum alivio
quando o tratamento padrdo (antiveneno) ndo esta acessivel
(De Moura et al., 2018).

A familia Fabaceae é reconhecida por abrigar varias
espécies com potencial antiofidico, capazes de neutralizar os
efeitos do veneno de serpentes. Esse potencial é amplamente
atribuido a presenca de uma diversidade de biomoléculas
nas plantas do grupo, como fendis, terpenos, esteroides e
cumarinas (Omara, 2020). Essas propriedades antiofidicas
sdo frequentemente associadas a capacidade dessas plantas
de interferir com enzimas presentes nos venenos ofidicos,
como proteases e fosfolipases, além de modular a resposta
inflamatdria e reduzir o estresse oxidativo associado ao
envenenamento (Adrido et al., 2022). A pesquisa continua
para aprofundar o entendimento e explorar o potencial
dessas plantas no desenvolvimento de novos tratamentos
e terapias para acidentes ofidicos (Konrath et al., 2022;
Upasani et al., 2017). O género Hymenaea, conhecido

popularmente como “Jatoba”, estd amplamente distribuido
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em paises de clima tropical, incluindo o Brasil (Boniface et
al., 2017). As espécies desse género tém sido historicamente
utilizadas para tratar diversas condigbes inflamatérias, como
hemorragias, infec¢Oes, cicatrizacdo de feridas e artrite
(Pacheco et al.,2022; Vale et al.,2013). Além das propriedades
antioxidantes ja conhecidas, estudos anteriores confirmaram
a atividade inibitéria da acetilcolinesterase no extrato das

folhas de Hymenaea rubriflora Ducke (Miranda et al., 2020).

Neste contexto, o objetivo foi investigar a composicdo
fitoquimica, as atividades antioxidante e citotoxica, além de
avaliar a atividade antiofidica do extrato hidroalcodlico das
folhas de Hymenaea rubriflora (“Jatoba”) (EHHr) através da
neutralizagdo das atividades proteolitica, fibrinogenolitica,

fibrinolitica e DNase dos venenos de B. jararaca e B. leucurus.

METODOLOGIA

Coleta do material vegetal e obtencéo do
extrato

As folhas de Hymenaea rubriflora (Ducke, 1953) foram
coletadas no fragmento de Mata Atlantica do Engenho
Piedade, na regido interiorana de Igarassu, Costa Norte de
Pernambuco, Brasil, nas coordenadas 7° 50" 03" S e 34° 54'
23" W, em setembro de 2018. O material foi identificado
botanicamente e uma exsicata foi depositada no herbario
do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) com o nimero
IPA78292. A coleta do material vegetal foi autorizada e
registrada pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)
(Processo n.%: AOSE18B). Apds a coleta, as folhas foram secas
por 5 dias em estufa com circulacdo de ar forcado a 45°C e
posteriormente trituradas em moinho de facas. O extrato
foi obtido por maceracdo em alcool 70% na proporgdo de
1:10 (m/v). O processo foi repetido duas vezes, cada uma
com duragdo de 12 horas. Apds cada extracdo, o extrato foi
concentrado em evaporador rotativo a pressdo reduzida,
mantendo temperaturas entre 65-70°C para remogado do
solvente. O material seco foi armazenado em dessecador até

as analises serem realizadas.

Veneno ofidico

0 veneno liofilizado de espécimes adultos de Bothrops
leucurus (Wagler, 1824) (Squamata: Viperidae) (BlV) foi
gentilmente cedido pelo Instituto Butantan (IB, Sdo Paulo-SP,
Brasil). O veneno liofilizado de espécimes adultos de Bothrops
jararaca (Wied-Neuwied, 1824) (Squamata: Viperidae) (BjV)
foiadquirido no Centro de Extracao de Toxinas Animais (CETA,
Morungaba-SP, Brasil). A utilizacdo do material foi autorizada
e registrada pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)
(Processo n.° AAE54A3).

Cromatografia em camada delgada (CCD)

Apresenca de metabdlitos secundarios como alcaloides,
compostos fendlicos, taninos, flavonoides, cumarinas,
terpenoides/esteroides, saponinas e quinonas foi investigada
por andlise em cromatografia em camada delgada (CCD)
usando silica gel 60 GF,s, (Sigma-Aldrich®) (Wagner & Bladt,
1996).

Perfil fenélico do extrato

Os compostos fendlicos presentes no extrato foram
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) da Thermo Scientific (Waltham, EUA) equipada com
bomba quaterndria, amostrador automatico e detector
de arranjo de diodos (DAD). Padrdes de referéncia de
compostos fendlicos (eugenol, vanilina, quercetina, acido
elagico, catequina e acido galico), juntamente com o
extrato hidroalcodlico das folhas de Hymenaea rubriflora
(“Jatobd”) (EHHTr), foram filtrados através de membrana de
nailon organico (0,22 um) antes da injecdo. A separagdo foi
conduzida em uma coluna Shim-pack CLC-ODS (M) C18 (250
x 4,6 mm; Shimadzu, Kyoto, Japao) mantida a 30 °C. A fase
mével consistiu em acido acético a 1% (A) e acetonitrila (B). O
eluente foi programado com um gradiente de 0-30% (B) por
0-10 min, 30-70% (B) por 10-15 min, 70-100% (B) por 15-20
min e 100% (B) por 20-25 min. A vazdo foi ajustada para 1,0

mL/min e o volume de injecdo foi de 10 uL. Os comprimentos
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de onda de detecgao foram otimizados para cada composto
de referéncia. Os dados foram processados utilizando o
software ChromQuest 5.0 (Thermo Scientific, Waltham, EUA).
A quantificacdo dos compostos foi realizada com base no
tempo de retencdo e espectro de absorbancia do extrato,
medido com DAD, em comparagdo aos padrdes de referéncia.
Curvas de calibragdo externas foram construidas para cada
padrdo e os resultados foram expressos em miligramas de
composto fendlico por grama de amostra (mg/g). Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

Atividade antioxidante in vitro do extrato

Eliminacdo do radical ABTS*

A atividade antioxidante pelo ensaio de ABTS* (acido
2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) baseou-se
na geragdo do radical croméforo catiGnico obtido a partir
da oxidacdo de ABTS* por persulfato de potassio (De Veras
et al., 2020). As medi¢des foram realizadas em triplicata
e as atividades de inibicdo foram calculadas com base na
porcentagem de ABTS* removido. Acido Gélico foi utilizado
como padrdo. O percentual de inibigdo (I%) foi calculado
pela seguinte equagdo: 1% = [(Ac -Aa) / (Ac)] x 100, onde Ac é
a absorbéancia do controle e Aa é a absorbancia da amostra.
A concentragdo inibitéria média (Cl, ) da atividade de ABTS*
foi calculada com base na regressao linear da porcentagem

de ABTS* remanescente contra a concentracdo da amostra.

Eliminacédo do radical DPPH*

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de
sequestro de radicais livres foi medida por meio da doagdo
de hidrogénio utilizando o radical estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH") (De Veras et al., 2020). As medicGes
foram realizadas em triplicata e as atividades de inibicao
foram calculadas com base na porcentagem de DPPH*
removido. Foi utilizado Acido Gélico como padrio. O
percentual de inibicdo (I%) foi calculado pela seguinte
equacao: 1% = [(Ac - Aa) / (Ac)] x 100, onde Ac é a absorbancia
do controle e Aa é a absorbadncia da amostra. A concentragdo
inibitéria média (Cl, ) da atividade de DPPH* foi calculada

com base na regressao linear da porcentagem de DPPH*
remanescente contra a concentragdo da amostra. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

Capacidade antioxidante total

A Capacidade Antioxidante Total foi determinada pelo
método do fosfomolibdénio (Prazeres et al., 2019). O ensaio
baseou-se na redu¢do do Mo*® a Mo* pela amostra e posterior
formagao de um complexo Fosfato/Molibdénio* esverdeado.
Tubos contendo as amostras e reagentes (acido sulfrico
0,6 M, fosfato de sédio 28 mM e molibdato de amédnio 4
mM) foram incubados a 100°C por 90 min. Posteriormente,
as absorbancias de cada solugdo foram medidas a 695 nm
contra um branco, sem adi¢do de amostra. O acido ascorbico
foi usado como referéncia. A capacidade antioxidante total
(1%) foi calculada pela seguinte equacdo: 1% = [(Ac - Aa)
/ (Ac)] x 100, onde Ac é a absorbancia do controle e Aa é a
absorbancia da amostra. Todos os ensaios foram realizados
em triplicado. A concentragéo inibitoria média (Cl,;) de CAT
foi calculada com base na atividade de regressao do linear
contra a concentragao da amostra. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

Ensaio de toxicidade in vitro

A linhagem celular ndo cancerigena L-929 (fibroblasto
murino) foi utilizada, sendo cultivada em frascos de
cultura contendo meio DMEM suplementado com 1% de
antibidticos e 10% de soro fetal bovino (SFB), e incubada a
37°C em atmosfera com 5% de CO,. O crescimento celular foi
monitorado até atingir 100% de confluéncia utilizando um
microscépio invertido. As células foram obtidas do Banco
de Células do Rio de Janeiro e mantidas no Laboratério de
Cultura de Células do Departamento de Antibidticos da UFPE,
onde os experimentos foram conduzidos. A viabilidade das
células L929 nos diferentes tratamentos foi comparada com o
controle negativo usando a férmula: viabilidade celular (%) =
[(média da absorbancia dos tratamentos / média do controle)
x 100] (Wang et al., 2011). Adicionalmente, a concentracdo
inibitéria média (CI50) foi calculada por regressdo néo linear
utilizando o software GraphPad Prism® (versdo 8.4.3; San
Diego, Califérnia, EUA).
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Avaliacdio da atividade antiofidica do extrato

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

Para investigar as possiveis intera¢Ges entre as proteinas
presentes nos venenos de B. leucurus (BlV) e B. jararaca (BjV)
com o extrato hidroalcodlico das folhas do “Jatoba” H. rubrifora
(EHHTr), utilizou-se o método de SDS-PAGE (eletroforese em gel
de poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de sédio a
12,5%), conforme descrito previamente (Laemmli, 1970). O
ensaio foi conduzido para analisar ainteragdo entre os venenos
e diferentes propor¢des do extrato (1:0,01; 1:0,1; 1:1 e 1:10, em
massa/massa de veneno). Os venenos foram diluidos parauma
concentracdo de 3 mg/mL. Como controle, utilizou-se solu¢ao
salina tamponada com fosfato (PBS). Os géis (dimensdes 10
cm x 12,5 cm, espessura de 1 mm) foram submetidos a uma
corrente elétrica constante de 20 mA, utilizando um tampao de
corrida contendo Tris 25 mM, glicina 0,192 mM e SDS 10%. Apds
aeletroforese, os géis foram corados em solugdo de Coomassie
Brilliant Blue (Coomassie Brilliant Blue 0,1%; metanol 40%;
acido acético 10%) por 60 minutos, com agitagdo constante, e
posteriormente descorados em solugdo descorante (metanol

30%; acido acético 10%).

Inibicdio da atividade proteolitica sobre
Azocaseina

A atividade proteolitica dos venenos foi determinada
utilizando a azocaseina como substrato (Félix-Silva et al.,
2017). Para o ensaio, 25 UL dos venenos (3 mg/mL) foram pré-
incubados com diferentes propor¢des do extrato (1:0,01; 1:0,1;
1:1 e 1:10, em massa/massa de veneno) em um volume final
de 100 pL, por 30 minutos a 37°C. A azocaseina em solugdo
salina tamponada com fosfato (PBS) serviu como branco (0%
atividade proteolitica), enquanto os venenos (3 mg/mL) em
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) foram utilizados
como controle positivo (100% atividade proteolitica). Em cada
tubo, 100 pL de azocaseina (10 mg/mL em 50 mM Tris-HCl pH
7,4 contendo 200 mM de NaCl e 5 mM de CaCl,) foi adicionado
e incubado por 60 minutos a 37°C. A reagdo enzimatica foi

interrompida pela adi¢do de 100 uL de &acido tricloroacético

a 5%, seguido de incubagdo a temperatura ambiente por
30 minutos. Os tubos foram entdo centrifugados a 15.000
r.p.m por 10 minutos a 22°C. O sobrenadante (100 uL) foi
transferido para uma microplaca de 96 pocos e misturado com
volume igual de NaOH 0,5 M. A absorbancia das amostras foi
medida a 440 nm utilizando um leitor de microplacas (Bio-
Rad, Hercules, CA, EUA). Os resultados foram expressos como
porcentagem de atividade proteolitica em relacdo ao controle
positivo, apresentados como média + desvio padrdo. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

Inibicéo da atividade fibrinogenolitica em
SDS-PAGE

A identificacdo da atividade fibrinogenolitica dos
venenos B. jararaca (BjV) e B. leucurus (BLV) foi realizada
por eletroforese em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE
(12,5%), conforme descrito anteriormente na literatura
(Laemmli, 1970). Para o ensaio, o BjV e BIV (3 mg/mL) foram
pré-incubados por 30 minutos a 37 °C com o extrato em
diferentes propor¢des de 1:0,01; 1:0,1; 1:1 e 1:10 (veneno,
m/m). Em seguida, foram adicionados 60 pg de fibrinogénio
bovino as amostras, que foram incubadas por 3 horas a 37
°C. Apds a incubacdo, a reagdo enzimatica foi interrompida
pela adi¢do de tampdo (1,5 M Tris-HCl, 10% v/v glicerol,
10% v/v B-mercaptoetanol, 2% p/v SDS e 0,05% p/v de
azul de bromofenol, pH 8,8) e aquecimento das amostras
a 100 °C por 5 minutos. Os venenos sem o extrato também
foram analisados. O fibrinogénio puro foi utilizado como
controle para visualizar o perfil de fibrinogénio intacto
(auséncia de atividade fibrinogenolitica). Os venenos com
fibrinogénio foram usados como controle positivo (100% de
atividade fibrinogenolitica). O marcador de peso molecular
Amersham™ ECL™ Rainbow™ foi utilizado. Todos os produtos
foram analisados em gel de SDS-PAGE 12,5%, com corrente
constante de 20 mA por 2 horas. Os géis foram corados com

Coomassie Brilliant Blue R-250.

Inibicéio da atividade fibrinolitica

A inibicdo da atividade fibrinolitica foi realizada em

placas de Petri de poliestireno de 100x20 mm, contendo gel de
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agarose (2%), fibrinogénio bovino (0,2%) e trombina bovina a
2U/mL em tampao Tris-HCl 50 mM (200 mM de NaCl, 50 mM de
CaCl,, pH 7,3). Para o ensaio, os venenos Blv ou Bjv (2,5 mg/mL)
foram pré-incubados por 30 minutos a 37 °C com diferentes
propor¢des do extrato (1:0,01; 1:0,1; 1:1 e 1:10, veneno, m/m).
Aliquotas de 20 uL das amostras em triplicata foram aplicadas
em pocos de 2 mm nas placas e incubadas a 37 °C por 24
horas. Como controle negativo, foi utilizado solucao salina
tamponada com fosfato (PBS) (0% atividade fibrinolitica). Os
venenos Blv ou Bjv (2,5 mg/mL) foram avaliados isoladamente
como controle positivo (100% de atividade fibrinolitica).
O didmetro do halo de hidrélise foi medido subtraindo o
didmetro do pogo do didmetro total utilizando o software
ImageJ. Os resultados foram expressos como média + desvio

padrdo (DP) do didmetro da area de lise (mm).

Identificacdio de degradacédo de DNA em gel
de agarose

A inibicdo da atividade nuclease dos venenos foi
investigada de acordo com uma metodologia modificada
(Jose et al., 2011). Inicialmente, diversas concentracGes
de venenos foram adicionadas ao DNA A (Thermo Fisher
Scientific) para determinar as minimas concentragles de
venenos capazes de fragmentar o material genético. Para
os ensaios de inibicdo, os venenos Blv ou Bjv (1 mg/mL)
foram pré-incubados por 30 minutos a 37 °C com extrato
hidroalcodlico das folhas da espécie “Jatoba” Hymenaea
rubriflora (EHHr) em diferentes propor¢des (1:0,01; 1:0,1; 1:1
e 1:10, m/m), resultando em um volume final de 20 pL. Um
controle negativo contendo apenas DNA A (amostra integra)
foi incluido. O controle positivo de fragmentacdo (Blv ou
Blv + DNA A) também foi realizado. Apds a pré-incubacdo,
20 pL de DNA A (200 ng) em tampao de PCR 10X (100 mM
Tris-HCl, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 0,01% gelatina, pH 8,3)
foram adicionados as amostras. A mistura foi incubada por
2 horas a 37°C. Em seguida, foi adicionado Gel Load Dye (6X)
e SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain (10.000X) as amostras,
que foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5%
(p/v) (Sigma-Aldrich, Haverhill, Reino Unido) em tampao
TBE 0,5x por 2 horas a 80 V. Um marcador de peso Amresco®
100 a 3000bp foi utilizado. Os géis foram analisados em um

transiluminador UV.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software
GraphPad Prism® (versdo 8.4.3; San Diego, California, EUA).
A andlise estatistica consistiu em ANOVA unidirecional
seguida por testes de Tukey-Kramer ou Bonferroni, conforme
apropriado. Os resultados foram apresentados como média +
desvio padrdo, considerando um nivel de significancia de p <

0,05, salvo indicacdo especifica em contrario.

RESULTADOS

Rendimento e perfil fitoquimico de EHHr

0 extrato hidroalcodlico das folhas secas de Hymenaea
rubriflora apresentou um rendimento de 4%, resultando
em aproximadamente 12 g de extrato seco obtido. A analise
do perfil fitoquimico do extrato (EHHr) revelou a presenga
de diversos metabdlitos secundarios, incluindo taninos,
flavonoides, terpenos, esteroides, saponinas e quinonas. Por
outro lado, ndo foram detectados alcaloides e cumarinas no
extrato (Tabela 1).

Tabela 1
Constituintes fitoquimicos do extrato de hidroalcodlico das folhas do “jatoba”
H. rubriflora (EHHTr).

Constituintes fitoquimicos Deteccao
Compostos Fendlicos +
Taninos +
Flavonoides +
Alcaloides

Cumarinas

Terpenos e Esteroides +
Saponinas +
Quinonas +

(+): Presenca de composto quimico. (-): Auséncia de composto quimico.

Perfil fenélico do extrato

O extrato hidroalcodlico de Hymenaea rubriflora (EHHr)
foi submetido a andlise por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE). Aanalise revelou um pico intenso com tempo
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de retencdo de aproximadamente 3 minutos, correspondente
ao padrdo de Acido Galico (AG) (4cido 3,4,5-trihidroxibenzoico),
com uma concentracdo de acido galico de 82,97 + 6,20 mg/g
de extrato seco (Figura 1). Os demais picos detectados no
cromatograma ndo apresentaram correspondéncia com os
padrdes utilizados na andlise (eugenol, vanilina, quercetina,

acido elagico e catequina).

Figural
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do extrato de hidroalcodlico
das folhas do “Jatoba” H. rubriflora (EHHr)

6x10°

5x10° o
4x10° o
3x10° o

2x10° o

Intensidade (mAU)

1x10°

o
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Tempo de Retencgdo (min)

(*) pico do metabdlito acido galico.

Atividade antioxidante in vitro do extrato

A capacidade antioxidante do extrato hidroalcodlico de
Hymenaea rubriflora (EHHr) foi avaliada através da atividade
de neutralizagdo de DPPH* e ABTS", além da determinagéo
da Capacidade Antioxidante Total (CAT), com os resultados
expressos em valores de concentragdo inibitria média
(Cl,,) (De Veras et al., 2020; Prazeres et al., 2019). Conforme
apresentado na Tabela 2, o EHHr demonstrou uma atividade
significativa na neutralizacdo do radical DPPH*, com um valor
de Cl,, de 150,89 + 6,14 pg/mL. Para o radical ABTS", o EHHr
mostrou um valor de Cl  de 771,33 + 18,50 ug/mL, utilizando
acido galico como padrdo de referéncia tanto para DPPH*
quanto para ABTS*. Em relagdo a Capacidade Antioxidante
Total, 0 EHHr exibiu umvalor de Cl, de 1.576,96 + 17,02 pug/mL.

Tabela 2
Atividade antioxidante do extrato de hidroalcodlico das folhas do “jatobad” H.
rubriflora (EHHr)

Cl,, (ug/mL)
Amostras
DPPH* ABTS* CAT
EHHr 150,89+6,14 771,3318,50 1576,96+17,02
Acido Galico 8,61£0,27 155,80+16,88 NT.
Acido Ascérbico N.A. N.A. 500+10

Ensaio de toxicidade in vitro do extrato

A toxicidade in vitro do extrato hidroalcodlico de
Hymenaea rubriflora (EHHr) foi investigada utilizando
células de fibroblastos murinos (L-929) (Figura 2). N&o foi
observada diferenca estatistica significativa na redugdo da
viabilidade celular causada pelo EHHr, indicando auséncia

de citotoxicidade em todas as concentracdes testadas.

Figura 2

Avaliagdo da viabilidade celular do extrato hidroalcodlico de H. rubriflora
(EHHr) pelo método do MTT em células de fibroblastos murinos (L-929).

Os resultados foram expressos como a média da viabilidade celular obtida
em dois experimentos independentes realizados em triplicata, com o
respectivo desvio padrdo. A letra minUscula “a” indica que ndo ha diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, conforme determinado pela
analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni,

com um nivel de significancia de p <0,05.

125
= a
= 100 a a a a a
i
K}
2
© 75
o
@
8 s
8
:g
= 25
>

Controle  3.12 6.25 12.5 25 50
EHHr (pg/mL)

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE)

O perfil proteico das pegonhas de Bothrops jararaca
(BjV) e Bothrops leucurus (BlV), na presenca de diferentes
proporg¢des do extrato hidroalcodlico de Hymenaea rubriflora
(EHHTr), foianalisado poreletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE, 12,5%). Em concentra¢es mais baixas de EHHT,
nao foram observadas alteragdes no padrdo de bandas de
proteinas. No entanto, quando utilizada a proporgdo de 1:10
(veneno, m/m), observou-se interagdo entre as proteinas das
peconhas e o extrato, evidenciada por alteragoes indicadas

por setas vermelhas (Figura 3).
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Figura 3

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para andlise da interagdo
entre o extrato hidroalcodlico de H. rubriflora (EHHr) e as pegonhas de
Bothrops leucurus (BIV) e B. jararaca (BjV). O EHHr foi diluido em PBS nas
proporgdes de 1:0,01; 1:0,1; 1:1; e 1:10 (v:e). A: BIV:EHHTr. B: BjV:EHHTr. PM:
Peso Molecular. Em destaque com setas vermelhas na proporg¢do 1:10 a

precipitagdo da banda pela agdo do extrato.
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B) (m:m)
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Atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi analisada utilizando
azocaseina como substrato (Figura 4). Verificou-se que a
interagdo do extrato hidroalcodlico de Hymenaea rubriflora
(EHHr) com as peconhas de Bothrops jararaca (BjV) e
Bothrops leucurus (BIV) resultou em uma significativa inibicao
da atividade enzimatica, observada a partir da proporg¢do de

1:10 (veneno) para ambos os venenos.

Figura 4

Atividade proteolitica sobre substrato de azocaseina das peconhas de
Bothrops leucurus (BIV) e B. jararaca (BjV) e a inibicdo desta através de
diferentes proporcdes do extrato hidroalcodlico de H. rubriflora (EHHr). Az
BIV:EHHr. B: BjV:EHHT. As barras expressas como média + SD (n = 3). 2b<be
Letras minUsculas diferentes indicam que existem diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, conforme determinado pela andlise de
variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni, com um

nivel de significancia de p < 0,05.
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Inibicdo da atividade fibrinogenolitica

A atividade fibrinogenolitica das peconhas de Bothrops
jararaca (BjV) e Bothrops leucurus (BIV) foi analisada por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%).
A avaliagdo dos géis revelou um padrdo semelhante na
degradagdo da cadeia a do fibrinogénio na presenca de
BIV (Figura 5-A) e BjV (Figura 5-B). Por outro lado, a cadeia
B permaneceu parcialmente intacta na interacdo com BIV
(com massa molecular entre 50 ~ 60 kDa), mas foi degradada
na interagdo com BjV. A influéncia do extrato hidroalcodlico
de Hymenaea rubriflora (EHHr) sobre ambos os venenos
foi observada. Na combinagdo BIV + EHHr (Figura 5-A) na
proporcao de 1:10 (v:e), observou-se que as cadeias a e 3 do
fibrinogénio permaneceram intactas, embora a coloragdo do
extrato tenha dificultado a visualizagdo. Um padrao similar
foi observado na combinacdo BjV + EHHr (Figura 5-B) na
proporcao de 1:10, onde a presenca da cadeia a foi ausente
em concentra¢des mais baixas do extrato devido a agdo do

veneno.

Figura 5

Atividade fibrinogenolitica das peconhas de Bothrops leucurus (BIV) e
Bothrops jararaca (BjV) e a inibigdo desta através de diferentes proporcdes
do extrato hidroalcodlico de H. rubriflora (EHHr). A: BIV: EHHr. B: BjV:EHHT.
PM: Peso Molecular. Em destaque com setas vermelhas na proporgdo 1:10 as
cadeias a e 3 do fibrinogénio sdo mantidas

. BIV:EHHr
ib
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Inibicéio da atividade fibrinolitica

Paraaanalisefibrinoliticade BIV e BjV, as placas defibrina
foram incubadas por 24 horas a 37°C. Apds esse periodo,
os venenos induziram halos de fibrindlise, confirmando
suas atividades fibrinoliticas. O extrato hidroalcodlico de
Hymenaea rubriflora (EHHr), por sua vez, demonstrou uma

redugdo significativa na atividade fibrinolitica induzida
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por BIV e BjV, conforme ilustrado na figura 6. Os graficos
apresentados nas figuras 6-A e 6-B mostram os resultados da
atividade fibrinolitica de BIV e BjV, bem como a inibigdo por
parte do EHHr, respectivamente. Conforme a concentragdo
do extrato aumenta, o halo de fibrindlise diminui, chegando
a inibicdo completa da fibrindlise induzida pelo veneno na
concentracdo mais alta do extrato, que é na proporgdo de
1:10 (v:e).

Figura 6

Atividade fibrinolitica das peconhas de Bothrops leucurus (BIV) e B. jararaca
(BjV) e ainibicdo desta através de diferentes propor¢des do extrato
hidroalcodlico de H. rubriflora (EHHr). Eixo X propor¢do veneno: extrato (v:e),
eixo Y didmetro do halo de fibrin6lise em mm. A: BIV: EHHr. B: BjV:EHHT. As
barras expressas como média + SD (n = 3). %L etras minUsculas diferentes
indicam que existem diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos, conforme determinado pela anélise de variancia unidirecional

(ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni, com um nivel de significancia de

B)

Atividade Fibrinolitica (mm)

Atividade Fi

Inibicéo da Degradacdo do DNA

Nos resultados apresentados na figura abaixo, é possivel
observar a banda de DNA A nas colunas 1 de ambas as figuras
(AeB),querepresentao DNAAisolado. Ao adicionar o veneno
a solugdo contendo DNA, ocorre a degradagdo completa em
ambos os venenos (Figura 7 A e B - colunas 2). As colunas
subsequentes em ambos os géis representam a combinagéo

de ‘DNAA +veneno + extrato vegetal’.

Na figura A, que analisa a a¢do de Bothrops leucurus
(BIV), o extrato apenas inibiu a degradagdo do DNA A em
sua concentracdo mais alta, ou seja, na propor¢ao de 1:10
(v:e), conforme demonstrado na coluna 6. Quanto a figura
B, que investiga a atividade de Bothrops jararaca (BjV), o
extrato comecou a inibir a degradacdo do DNA A a partir da

proporcao de 1:1 (v:e), como evidenciado nas colunas 5 e 6.

Figura 7

Eletroforese em gel de agarose de DNA A para andlise de degradacéo de

DNA por venenos de B. jararaca e B. leucurus. A: analise do veneno BIV; PM-
Marcador molecular; 1- DNAA; 2- DNA A + BLV; 3- DNA A + BIV + EHHr (0,01); 4-
DNA A+ BIV + EHHr (0,1); 5- DNA A + BIV + EHHr (1); 6- DNAA + BIV + EHHr (10).
B: andlise do veneno BjV; PM- Marcador molecular; 1- DNAA; 2- DNA A + BjV;
3-DNAA +BjV + EHHr (0,01); 4- DNA A + BjV + EHHr (0,1); 5- DNA A + BjV + EHHr
(1); 6- DNAA + B}V + EHHr (10)
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DISCUSSAO

A diversidade de metabdlitos em plantas medicinais
¢ extensivamente investigada devido ao potencial
farmacoldgico dessas moléculas, especialmente no
tratamento de doengas inflamatérias e respostas
fisiopatoldgicas decorrentes de acidentes ofidicos (Adrido et
al., 2022; Ferreira et al., 2022). Espécies como Plathymenia
reticulata Benth. e Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, ambas pertencentes a familia Fabaceae, sdo
exemplos notdveis. Essas plantas sdo conhecidas por suas
fragoes de taninos que podem reduzir a atividade da pegonha
de Bothrops atrox, através da desnaturacdo de proteinas
presentes na pecgonha, e polifendis que interagem com a
peconha de Bothrops jararacussu (De Moura et al., 2016;

Simas Pereira Junior et al., 2020).

Com base no perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico
de Hymenaea rubriflora (EHHr), foram identificados grupos de
metabdlitos que possuem potencial antiofidico. Um exemplo
é o acido galico (AG), detectado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia. Estudos anteriores ja documentaram
que o acido gélico pode interagir com toxinas presentes na
peconha de serpentes, inibindo completamente a atividade
proteolitica e o complexo hemorragico induzido por toxinas
de serpentes como Daboia russelli (Costa et al., 2021;

Mahadeswaraswamy et al., 2011).
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A resposta inflamatéria é uma das principais
consequéncias do envenenamento por serpentes,
desencadeando lesdes teciduais provocadas pela acdo de
toxinas que afetam processos vasoativos locais. Isso resulta
em um aumento significativo do fluxo sanguineo, lesGes
nas membranas e aumento da permeabilidade capilar,
levando ao extravasamento do conteddo plasmatico.
Esse desequilibrio na homeostase promove a liberacdo
de mediadores inflamatérios, como mastdcitos, células
endoteliais, mononucleares e polimorfonucleares (Cardoso,
2009; Sunithaetal.,2015), que aumentam consideravelmente
a geracgdo de espécies reativas de oxigénio, desencadeando

processos de estresse oxidativo.

0 extrato hidroalcodlico de Hymenaea rubriflora (EHHr)
demonstrou um alto potencial antioxidante em todos os
métodos analisados, corroborando resultados encontrados
anteriormente na literatura (Miranda et al., 2020). Isso torna
o uso do EHHr vantajoso no combate as toxinas das pegonhas
de Bothrops jararaca (BjV) e Bothrops leucurus (BLV), uma vez
que antioxidantes tém a capacidade de mitigar os efeitos
oxidativos, como a prevengdo da oxidacdo lipidica e a
neutralizacdo de radicais livres produzidos pelas toxinas do
veneno botrépico (Pereafiez et al., 2011; Silva et al., 2016;
Souza et al., 2016).

A composicdo quimica da peconha das serpentes
consiste principalmente em proteinas e peptideos. No
género Bothrops, as metaloproteinases, serinoproteases e
fosfolipases A2 correspondem a aproximadamente 71% do
conteddo da pegonha e sdo responsaveis pelas principais
fisiopatologias do envenenamento, incluindo inflamagao,
hemorragia, miotoxicidade e necrose (Lorencetti et al.,
2005). A capacidade do extrato hidroalcodlico de Hymenaea
rubriflora (EHHr) de interagir com o conteldo proteico das
peconhas de Bothrops jararaca (BjV) e Bothrops leucurus (BLV)
também foi investigada. O perfil eletroforético das pegonhas
individuais e apds a incubagdo com o extrato EHHr (Figura
3) foi analisado. Como demonstrado em estudos anteriores
(Félix-Silva et al., 2017), os compostos quimicos das plantas
tém mostrado capacidade de interagir com as proteinas
das pecgonhas. De acordo com os resultados apresentados,
observou-se a reducdo de proteinas da pegonha botrépica
quando incubada com EHHr, a partir da propor¢do de 1:10

(p/p). Essa interacdo pode estar relacionada a a¢do dos

grupos de metabdlitos investigados neste estudo, como os
compostos fendlicos presentes no extrato de H. rubriflora,
que podem quelar os metais presentes nas pegonhas,
formando complexos maiores que impedem a penetracdo

das proteinas na matriz do gel (Oliveira et al., 2022).

O potencial de inibicdo do extrato hidroalcodlico de
Hymenaea rubriflora (EHHr) foi investigado em relacdo as
atividades especificas de proteases. Os resultados deste
estudo revelaram que o EHHr apresentou capacidade de
inibir a atividade proteolitica sob a azocaseina dos venenos
de Bothrops jararaca (BjV) e Bothrops leucurus (BIV). Na
fisiopatologia do envenenamento por Bothrops, a agao
proteolitica causa hemorragia, inflamagdo e miotoxicidade
(Lorencetti et al., 2005). Portanto, a identificagdao da inibicdo
dessa atividade pelo EHHr sugere a possibilidade de redugao

dos efeitos danosos nos danos sistémicos.

Outra atividade proteolitica avaliada foi a das
metaloproteinases, que constituem cerca de 45% da
peconha de Bothrops (Oliveira et al., 2022), responsaveis
pela degradagdo continua do fibrinogénio e da fibrina. Essas
proteases afetam diretamente os fatores de coagulacao e
degradam os componentes da matriz extracelular envolvidos
na manutencdao da estrutura e integridade dos capilares
sanguineos, podendo resultar em rompimento, edema e
hemorragia (Oliveira et al., 2022; Patifo et al., 2010). De
acordo com os resultados, o extrato hidroalcodlico de H.
rubriflora (EHHr), na maior proporg¢ao de 1:10 (p/p), foi capaz
de preservar a integridade das cadeias a e 3 do fibrinogénio,
que sdo degradadas pela a¢do das metaloproteinases dos
venenos de Bothrops jararaca (BjV) e Bothrops leucurus
(BLV). Isso foi observado na atividade fibrinolitica, onde a
maior propor¢do de EHHr reduziu a formagdo dos halos
no substrato de fibrina. Atividades semelhantes foram
relatadas anteriormente em outras espécies vegetais que
apresentaram grupos de metabdlitos como flavonoides,
taninos, terpenos, esteroides e saponinas, capazes de
interagir com as metaloproteinases ou com ions metalicos
catalisadores e reguladores dessas reagdes (Chinnasamy et
al., 2015; Daniele-Silva et al., 2024; Xiong et al., 2018).

Os danos ao DNA sdo causados pelas fosfolipases A,
(PLA,) presentes na peconha, que desempenham um papel

crucial na citotoxicidade e inflamacdo, prolongando e
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potencializando seus efeitos. Em conjunto com a necrose e a
rabdomidlise associadas ao envenenamento, essas enzimas
tém uma significativa contribuicdo para o estresse oxidativo
e inflamag&o (Sunitha et al., 2015). A andlise da capacidade
de inibicdo da degradacdo do DNA por extratos vegetais com
potencial antiofidico ndo é tdo comum quanto outros testes
in vitro, o que torna esses resultados promissores e confirma
a eficacia do extrato hidroalcodlico de Hymenaea rubriflora
(EHHr) contra as toxinas presentes nos venenos de Bothrops

jararaca (BjV) e Bothrops leucurus (BLV).

Devido a agdo do veneno botrdpico na cascata de
coagulacdo, ativando o fator Il (protrombina), a fibrina
intravascular é convertida em produtos de degradacdo da
fibrina. Isso resulta no consumo do fibrinogénio circulante,
prolongando o tempo de coagulagdo ou levando a
incoagulabilidade sanguinea, além do consumo dos fatores
plasmaticos X, V e VIII (De Oliveira et al., 2008; Sano-Martins
et al., 1995). Algumas plantas medicinais, como H. rubriflora,
demonstram capacidade de inibir completamente essa
acdo em concentra¢des especificas, como confirmado neste
estudo, o que resulta na inibicdo das atividades proteolitica,

coagulante e hemorragica da peconha.

CONCLUSAO

Os dados indicam que o extrato obtido das folhas de
Hymenaea rubriflora possui um potencial significativo como
tratamento adjuvante para envenenamentos botrdpicos,
apresentando em composi¢do quimica compostos
fendlicos que possuem a capacidade de inibir as atividades
proteolitica, fibrinogenolitica, fibrinolitica e DNase dos
venenos de Bothrops jararaca e Bothrops leucurus. Esses
resultados fornecem uma base sélida para futuras pesquisas,
as quais devem explorar mais profundamente o potencial
antiveneno de H. rubriflora e seus efeitos sobre os processos

sistémicos associados ao envenenamento botrépico.
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