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Mg — Micrograma
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B. alternatus — Bothrops alternatus

B. jararaca — Bothrops jararaca

B. jararacussu — Bothrops jararacussu

B. moojeni — Bothrops moojeni

B. neuwiedi — Bothrops neuwiedi
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CEUA — Comiss3o de Etica no Uso de Animais
CMC - Concentrag¢ao Minima Coagulante

CMHI - Concentragao Minima Hemolitica Indireta
COBEA — Comissdo Nacional de Bem-Estar Animal
DMH — Dose Minima Hemorragica

DMSO - Dimetilsulfoxido

DTNs — Doencas Tropicais Negligenciadas
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FUNASA — Fundacado Nacional de Saude
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i.p. —intraperitoneal
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NAL — Nucleo de Animais de Laboratdrio
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p/v — peso/volume

RPM — rotagao por minuto

S. brasiliensis — Schwartzia brasiliensis
s.c. —subcutanea

SAB — soro antibotroépico
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SINAN — Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagao

SisGen — Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado
TCA — acido tricloroacético
v/v —volume/volume

WHO — World Health Organization

Xl



LISTA DE FIGURAS, QUADROS E TABELAS

FIGURAS:

Figura 1: Distribuicdo geografica do numero estimado de envenenamentos e
mortes por envenenamento de serpentes. Fonte: adaptado de Gutiérrez et al., 2017...4

Figura 2: Taxas de mortalidade por envenenamento por picada de serpente
padronizadas por idade em ambos os sexos em 2019. Plataforma de informacdes e
dados sobre picadas de serpentes. https://www.who.int/teams/control-of-neglected-
tropical-diseases/snakebite-envenoming/snakebite-information-and-data-
platform/overview#ftab=tab_1 (2022).......cccceeiiriiiiiieiieeeiee ettt e 4

Figura 3: Distribuicdo dos acidentes ofidicos segundo o género de serpente
peconhenta no Brasil, 2020 (SINAN, 2022).....ccciuriuuiieeeiirieeeeeesiireereeessssrereeessssnneeeeeens 5

Figura 4: (A) Representacdo da fosseta loreal e presas inoculadoras; (B)
Representacdo da falta da fosseta loreal e a presenca de presas inoculadoras pouco
desenvolvidas (Manual de Tratamento e Diagndstico de Acidentes por Animais
Peconhentos — FUNASA, 2001).....ccccciiiieeeeiiiiieeeeeeciiee e e e e eeiitae e e e e s saeasreeeeeeeaassaeeeeeennnaneas 13

Figura 5: Tipos de denti¢cdo: (1) Denticdo aglifa; (2) Denticdo opistoglifa; (3)
Denticdo proterdglifa; (4) Denticdo solendglifa (Animais peconhentos, FUNED,

Figura 6: Formato da cauda das serpentes do género Bothrops, género Crotalus e
género Lachesis (Manual de Tratamento e Diagndstico de Acidentes por Animais
Peconhentos — FUNASA, 2001).....ccccciiiieeieiiiiieeeeeeeiiee e e e e eetitae e e e e e sasnreeeeseenasaeeeeeenanneeeas 14

Figura 7: (A) Bothrops jararaca (Jararaca); (B) Bothrops jararacussu (Jararacussu
ou Jararacucu); (C) Cortalus durissus (Cascavel); (D) Lachesis muta (Surucucu) e (E)
Micrurus sp (Coral verdadeira). Fonte: http://www.vitalbrazil.rj.gov.br/serpentes-
VENENOSAS.NEML...eeeeee e e e e e e e e e e e e e eanes 15

Figura 8: Distribuicao relativa de componentes tdxicos dos venenos elapidicos e
viperidicos (GUTIERREZ et al., 2017). 3FTx, toxina de trés dedos (ID de acesso ao Banco
de Dados de Proteinas (PDB ID): 11JC); CRISP, proteina secretora rica em cisteina (PDB
ID: 3MZ8); CTL, proteina tipo lectina tipo C (PDB ID: 11XX); DTx, dendrotoxina (PDB ID:
1DTX); LAO, L-aminoacido oxidase (PDB ID: 2IID); Myo, miotoxina de baixa massa
molecular (PDB ID: 4GV5); PLA2, fosfolipase A2 (PDB ID: 1TGM para o mondmero e
PDB ID: 3ROL para o dimero); SVMP, metaloproteinase de veneno de serpente (PDB ID:
3DSL para classe Plll e PDB ID: 1ND1 para classe Pl); SVSP, serina proteinase de veneno
de serpente(PDB ID: 1OPO)......cciiiiii ettt ee et e e e e e seesrr b rerrereeeeeeeeeeesaraeeeeanens 17

Figura 9: Efeitos téxicos dos venenos de serpentes. 3FTx, toxina de trés dedos;
PLA2, fosfolipase A2; SVMP, metaloproteinase de veneno de serpente; SVSP, serina

proteinase de VENENO d& SEIPENTE......uuuveeeiiiiieeeeeeeeeieiiccrrreeeee e e vrerreeeeeeeeeeeeeseesenannes 18

Wl



Figura 10: Efeito clinico causado pelo envenenamento por serpentes. (a) inchago
e bolhas; (b) inchaco, bolhas, gangrena e equimoses; (c) gengivorragia; (d) guemose
conjuntival; (e) ptose palpebral bilateral; (f) paralisia dos musculos oculares; (g)
necrose extensa da pele e tecido subcutaneo (Gutiérrez et al., 2017).......ccceeeeuveennee. 20

Figura 11: A esquerda: planta da espécie Schwartzia brasiliensis. A direita:

distribuicao geografica pelo Brasil. Fonte:
https://floradobrasil2020.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB103323............cccevveeenee. 25
Figura 12: Estrutura do 1,2,3-triazol € 1,2,4-triazol..........cccoveeiecciiniieiiieeeeeeee, 27

Figura 13: Estrutura do 1,2,3-triazol evidenciando a possivel adicdo no anel
visando a sintese de diferentes compostos OrganiCoS. ......cceevcuurrrieieeeiriiiieeeeeeriieeeeens 27

Figura 14: Estruturas quimicas dos dez derivados sintéticos (AM001 a AMO010)
desenhadas Nno editor ChewDraw UILra 7.0 ......c.oovvveeeiiriiiiiiiiieieeee et 34

Figura 15: Atividade coagulante sobre o plasma do veneno de B. jararaca e B.
JATATOCUSSU..c.ciiiiiiiieeeeeeee ittt sssesss s e e e e e e e e e et e ea e e s e e b e be e e b s b seaeeeesataeseseanssaaeaasseeseaanas 45

Figura 16: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na coagula¢do induzida por
B. Jararaca € B. JArQraCUSSU............uuuuuuuiuuuiiiiiiisineiesssssseetesieeesereieinsesessssseessessesessnmrmne 46

Figura 17: Atividade proteolitica do veneno de B. jararaca e B. jararacussu.....47

Figura 18: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na protedlise induzida por B.
JAraraca € B. JOIQIACUSSU......uuuuuuuiieieeeeeeeeseeeeeeeeeeeettieiersiaiessesasesesssstntssrsn e aesesesaees 48

Figura 19: Atividade hemolitica do veneno de B. jararac@............ccccceeecuvnvnnnnnen. 49

Figura 20: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na hemdlise causada pelo
Vi< aT<TaTolo [N 2 A o o [e [ole FU USSP 50

Figura 21: Fotos ilustrativas da hemorragia causada pelo veneno de B. jararaca e
> Lo [0 e Lol ¥ KX ¥ P 51

Figura 22: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na hemorragia induzida por
B. jararaca e B. jararacussu no protocolo de inCubagdo........ceeevvveevieeieeiieiiiiiiccnnnnennee, 52

Figura 23: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na hemorragia induzida pelo
veneno de B. jararaca e B. jararacussu no protocolo de tratamento..........c.ccccvveenes 53

Figura 24: Efeito do extrato de S. brasiliensis na hemorragia causada pelos
venenos de B. jararaca € B. JAraraCUSSU..............ccoeecceuueviieieeeeeaeeaeeeeeeeeeeeeeceveeaneees 55

X1



Figura 25: Efeito do extrato aquoso da planta S. brasiliensis na hemorragia
induzida pelo veneno de B. jararaca e B. jararacussu no protocolo de tratamento...57

Figura 26: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis no edema induzido por B.
JAraraca € B. JAIrQrQCUSSU..........eiiieeeiiiiie i e eeteee e e eetee e e e e et tres e e s e e tttee e s e e eaabe e e e e e asaaaaeaaaanes 58

Figura 27: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na atividade edematogénica
induzida pelo veneno de B. jararaca e B. jararacussu no protocolo de tratamento......59

Figura 28: Efeito dos derivados 1,2,3-triazol na coagulacdo do plasma ou
fibrinogénio induzida pelo veneno de B. jararaca.............ccceccveeeeeeieiciieeeesissiieeeeeeennns 63

Figura 29: Efeito dos derivados 1,2,3-triazol nas atividades proteolitica e
hemolitica causada pelo veneno de B. jararaca............ccccccueeeeeeeccuieeeeessciiieeeeesciveeeen 64

Figura 30: Efeito dos derivados 1,2,3-triazdis na hemorragia e edema induzido
PElO VENENO A€ B. JAIQIQC........ccee ettt e e e e e e e areeeeeeaaaaeeessensennnns 65

Figura 31: Efeito dos derivados 1,2,3 triazol AM006 ou AM010 em conjunto com
o soro antibotrdpico na hemorragia induzida pelo veneno de B. jararaca.................... 67

Figura 32: Efeito dos derivados AM006 ou AM010 na hemorragia induzida pelo
veneno de B. jararaca no protocolo de prevengao.....ccccceeeeececcceiieneineiiierree e 68

TABELAS:

Tabela 1: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na letalidade causada pelo
veneno de B. jararaca € B. jArQraCUSSU...........eeeeeeeeeeeeeeeieeeiveereeseesseeeseasaaaaseesessessnnennes 60

Tabela 2: Efeito do extrato de S. brasiliensis na letalidade induzida pelo veneno
de B. jAraraca € B. JAIrQIACUSSU.............uuvuvveeeeeeeeeeeeeseeiieeeieissseessesssessssesseesesseeseemnsssssssnnns 61

Tabela 3: Efeito dos derivados 1,2,3-triazdis na atividade letal causada pelo
VI aT<TaTolo [N 2 A o o [e [ole FU TS 69

QUADROS:

Quadro 1: Caracteristicas das principais familias de toxinas de venenos ofidicos
(OLIVEIRA € A1) 2022) e eeseseeeeeeeeeeeeesesee s s e seseeseseeseeeesesessesessesesseseasseeseseeens 7

Quadro 2: Numero de ampolas de antiveneno especifico indicado para cada tipo
e gravidade do acidente (Ministério da Saude, 2019).......cccoevveeiirirrrreeeerieeeeeeeeeieecinnns 23

Quadro 3: Andlise in silico dos derivados sintéticos (AM001 — AMO010) através da
ferramenta ADMELSAR ... . e e e e e e 71

XV



Quadro 4: Resumo dos resultados do extrato da planta Schwartzia brasiliensis e
dos derivados 1,2,3-triazdis nas atividades: coagulante, proteolitica, hemolitica,
hemorragica, edematogénica e letal no protocolo de incubagao........ccccceeuvvveeeernnnnenn. 72

XV



RESUMO

O envenenamento por serpentes é um problema de saude publica em todo
mundo, principalmente nos paises tropicais, subtropicais e nos paises em
desenvolvimento. O veneno das serpentes é composto por uma mistura de proteinas
com diversas propriedades toéxico-farmacolégicas. Os efeitos causados pelo
envenenamento podem ser sistémicos e locais, como: hemorragia, distlrbios de
coagulagdo, dor, hipovolemia, paralisia neuromuscular. O tratamento preconizado
pelo Ministério da saude é a soroterapia, que apresenta algumas desvantagens, como:
ineficacia em neutralizar os efeitos locais, pode causar reacdes alérgicas ou febre e
tem alto custo de producdo. Entretanto, a soroterapia é extremamente eficaz na
prevencdo do obito. Na literatura cientifica, trabalhos demonstram o potencial
antiveneno da planta Schwartzia brasiliensis e de moléculas obtidas por sintese
organica. Além disso, a planta Schwartzia brasiliensis apresenta efeitos anti-
inflamatdrio, analgésico e tripanocida. E, derivados sintéticos do triazol tém acdo
antifungica, anti-inflamatéria e antiviral. Desta forma, explorar o potencial antiveneno
de plantas e de derivados sintéticos se torna promissor. Por isso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do extrato da planta S. brasiliensis em inibir algumas
atividades tdxicas causadas pelo veneno de B. jararaca e B. jararacussu e de dez
derivados 1,2,3-triazol (designados de AM001 a AMO010) apenas contra o veneno de B.
jararaca. De uma maneira geral, o extrato de S. brasiliensis inibiu as atividades in vitro
(coagulante, proteolitica e hemolitica) e in vivo (hemorragica, edematogénica e letal)
de ambos os venenos; e da mesma forma, os dez derivados foram eficazes contra o
veneno de B. jararaca. O extrato da planta foi capaz de inibir a hemorragia de B.
jararaca e B. jararacussu mesmo se injetado depois da injecdao do veneno. Nesta
abordagem experimental, diferentes vias de administracdo (intradérmica,
intraperitoneal, intravenosa, oral, subcutanea) da planta nos animais foram
investigadas. E, similarmente, os derivados AM006 e AMO010 foram eficazes na
neutralizacdo da hemorragia, do edema e letalidade causados pelo veneno de B.
jararaca, mesmo se administrados antes ou depois da injecdo do veneno de B.
jararaca. O soro antibotrépico se injetado em separado com os derivados AMO006 e
AMO010 nao foi capaz de aumentar a eficacia de neutralizacdo da hemorragia causada
pelo veneno de B. jararaca. Entretanto, quando o soro e estes dois derivados foram
previamente incubados e, em seguida, a mistura administrada apds a injecdao do
veneno de B. jararaca, a eficacia na neutralizagdo aumentou significativamente; e para
o0 AMO010, o percentual de inibigcdo foi de 85%. O extrato da planta ou os dez derivados
sintéticos ndo apresentaram efeito téxico in vivo, in vitro e in silico. Sendo assim, a
planta S. brasiliensis e os dez derivados 1,2,3-triazol poderiam ser utilizados para
diminuir os efeitos toxicos causados pelos venenos das serpentes B. jararaca e B.
jararacussu.

Palavras-chave: planta; 1,2,3-triazol; serpentes; neutraliza¢do; antiveneno.
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ABSTRACT

Snakebite envenoming is a worldwide public health problem, especially in
tropical, subtropical, and developing countries. Snake venom is composed of a mixture
of proteins with many toxic-pharmacological properties. The effects caused by
envenoming can be classified, as systemic (bleeding, blood clotting imbalance,
cardiovascular alterations, and neuromuscular paralysis) and local (hemorrhage, pain,
tissue necrosis, and inflammation). The treatment recommended by the Ministry of
Health is serotherapy, which has some disadvantages, such as: ineffectiveness in
neutralizing the local effects, can cause allergic reactions or fever, and has a high
production cost. However, serotherapy is extremely effective in preventing death. In
the scientific literature, some studies have demonstrated antivenom potential of the
plant Schwartzia brasiliensis, as well as molecules obtained by organic synthesis. The
plant Schwartzia brasiliensis is a medicinal plant with anti-inflammatory, analgesic and
trypanocidal effects. On the other hand, molecules derived of triazole have antifungal,
anti-inflammatory, antiviral action, and antivenom effect has investigated by our
group. Thus, in this context, exploring antivenom potential of plants and organic
derivatives of triazoles is a promising issue in toxinology. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the effect of the aqueous crude extract of S. brasiliensis in
inhibiting some toxic activities caused by the venom of B. jararaca and B. jararacussu,
as well as ten 1,2,3-triazole derivatives (designated as AM001 to AM010) against B.
jararaca venom. Overall, the extract of S. brasiliensis inhibited the in vitro (coagulant,
proteolytic, and hemolytic) and in vivo (hemorrhagic, edematogenic, and lethal)
activities of both venoms; and likewise, the ten derivatives were effective against the
B. jararaca venom. Furthermore, the plant extract was able to inhibit the B. jararaca
and B. jararacussu hemorrhage when injected after the venom injection, testing
different routes of administration of the plant (intradermal, intraperitoneal,
intravenous, oral, and subcutaneous). Similarly, the derivatives AM006 and AMO010
were effective in neutralizing the hemorrhage, edema, and lethality caused by B.
jararaca venom, even if they were administered before or after the injection of B.
jararaca venom. On the oppositive, the commercial antibothropic serum was not
efficient to inhibit hemorrhage. However, a mixture containing antibothropic serum
and the derivatives AM006 and AMO010 inhibited the hemorrhage caused by the
venom of B. jararaca. The plant extract or the ten synthetic derivatives did not show
toxic effects in vivo, in vitro or in silico. In conclusion, the plant S. brasiliensis and the
ten 1,2,3-triazole derivatives could be used to reduce the toxic effects caused by the
venoms of B. jararaca and B. jararacussu, and the derivatives together with the
antibothropic serum enhanced the inhibitory percentage of hemorrhaging caused by
the venom of B. jararaca.

Keywords: plant; 1,2,3-triazole; snakes; neutralization; antivenom.
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1. INTRODUCAO



As serpentes habitam o planeta Terra ha cerca de 125 milhGes de anos, desde o
periodo Cretaceo. Elas sdo encontradas em quase todo globo terrestre, mas ocupam
predominantemente as regides temperadas e tropicais, pois sdo animais ectotérmicos
que necessitam de fonte de calor externo para realizar sua termorregulagao e garantir
assim sua sobrevivéncia em ambientes terrestres, subterrdaneos e arbdreos. Além
disso, as serpentes também se adaptaram em ambientes aquaticos, e habitam as
aguas continentais e oceanicas (FUNED, 2014; MELGAREJO-GIMENEZ, 2002). As
serpentes podem ser chamadas de cobras, ofidios e pertencem a Ordem Squamata e
subordem Serpentes ou Ophidia, e tém cerca de trés mil espécies no mundo, mas
apenas 410 trazem algum tipo de risco ao homem (BARRAVIERA, 1993). O Brasil tem
cerca de 412 espécies, o que corresponde a cerca de 10% do total de serpentes do

mundo; sendo 63 peconhentas (NOGUEIRA et al., 2019; ROMANO-HOGE, 1990).

Algumas espécies de serpentes sdo consideradas como os animais mais
venenosos do mundo. O veneno das serpentes se desenvolveu ao longo da evolucao
para imobilizacdo, captura ligeira e morte das presas, além da defesa contra os seus

predadores (CALVETE, 2011).

O envenenamento por picada de serpente é atualmente considerado uma
doenca tropical negligenciada (DTN), afetando mais de 5 milhGes de pessoas em todo
o0 mundo e causando cerca de 150 mil mortes a cada ano, além de amputacdes,
deformacdes e outras consequéncias. A luta contra o envenenamento por picada de
serpente em escala global requer a implementacdo de uma estratégia de resposta
integrada envolvendo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a comunidade
cientifica, fabricantes de antivenenos, agéncias reguladoras, autoridades de saude
nacionais e regionais, organizacoes de profissionais de saude, industrias farmacéuticas,
agéncias de saude, agéncias de financiamento internacionais, grupos de defesa e
sociedade civil. De fato, para prevenir, diminuir e tratar os acidentes ofidicos é um
problema complexo, que exige cooperacdo de varios segmentos da sociedade e requer
colaboracdo de diferentes areas da ciéncia, como medicina, farmacia, biologia,
ecologia, enfermagem, dentre outras. Depois de ter sido removido em 2013 da lista de
DTN de “Categoria A”, o envenenamento por picada de serpente foi recolocado em

2017 em resposta a escassez de antivenenos e a defesa de grupos de pesquisas e



ONGs internacionais (CHIPPAUX, 2017; BAGCCHI, 2015). Ressalta-se que foi
extremamente importante essa realocagao na “Categoria A”, pois dessa forma pode-se
receber recursos financeiros de maneira rapida e prioritdria do Departamento de DTNs
da OMS. Em 2019, a OMS estabeleceu a meta de reduzir pela metade o nimero de
mortes e casos de envenenamento por picada de serpente até 2030 (WHO, 2017;

CHIPPAUX, 2017).

Aproximadamente 1,8 a 2,7 milhdes de acidentes ofidicos acontecem por ano
em todo o mundo, ocasionando cerca de 138 mil ébitos (Figura 1) (GUTIERREZ et al.,
2017). Em torno de 400.000 pessoas sofrem com complicacdes devido ao
envenenamento, como amputa¢des ou deformidades do membro acometido pela
picada. Devido a estas complicacbes gera-se um grande impacto negativo sécio
econdmico para aquela comunidade (THE LANCET, 2019; WHO, 2021). Na Africa, Asia,
América Latina e em alguns locais da Oceania, 0 envenenamento por serpentes é causa
um elevado nimero de casos de morbidade e mortalidade (VONGPHOUMY et al.,
2015; GUTIERREZ et al., 2006). Todavia, vale a pena ressaltar que estes dados sdo
subnotificados, visto que existe uma omissdo de registro nas regides mais afetadas, em

virtude da falta de hospitalizagcdo ou razdes culturais (VAIYAPURI et al., 2013).

Outra informacdo sobre a estatistica dos acidentes ofidicos no mundo esta
mostrada na figura 2, que foi realizado pelo “Carga Global de Doencas” (GBD- Global
Burden of Disease). O GBD, que é coordenado pelo Institute for Health Metrics and
Evaluation (IHME), é uma rede global com 5.647 colaboradores em 152 nagdes e
territérios, que trabalham em mais de 1.100 universidades, centros de pesquisa e
agéncias governamentais. O GBD tem sido usado para direcionar as politicas de saude
em varias nagdes e jurisdicdes locais, bem como em organiza¢des internacionais,

incluindo o Banco Mundial e a Organizacdo Mundial da Saude (THE LANCET, 2020).



Numeros Mundial
1,8-2,7 milhdes de envenenamentos
81.000-138.000 mortes

Estados Unidos e Canada
3.800-6.500 envenenamentos
7-15 mortes

Europa
8.000-9.900 envenenamentos
30-128 mortes

Asia
1,2-2,0 milhdes de envenenamentos
M 57.000-100.000 mortes

América Latina e o Caribe
137.000-150.000 envenenamentos
3.400-5.000 mortes

- ¥
Africa e o Oriente Médio Oceania /
435.000-580.000 envenenamentos 3.000-5.900 envenenamentos

20.000-32.000 mortes 200-520 mortes

Figura 1: Distribuicdo geografica do nimero estimado de envenenamentos e mortes por
envenenamento de serpentes. Adaptado de Gutiérrez et al., 2017.
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Figura 2: Taxas de mortalidade por envenenamento por picada de serpente
padronizadas por idade em ambos os sexos em 2019. Plataforma de informag¢des e dados
sobre picadas de serpentes. https://www.who.int/teams/control-of-neglected-tropical-
diseases/snakebite-envenoming/snakebite-information-and-data-
platform/overview#tab=tab_1 (2022).



No Brasil, existem 412 espécies de serpentes, sendo 63 pegconhentas (NOGUEIRA
et al., 2019). No ano de 2020, o Brasil registrou cerca de 255 mil acidentes por
serpentes pegonhentas com 120 mortes. Estes envenenamentos foram causados por
serpentes do género Bothrops (85 %), seguido dos géneros Crotalus (12 %), Lachesis (2
%) e Micrurus (1 %) (Figura 3) (SINAN, 2022). As serpentes de importancia médica no
Brasil pertencem a duas familias: Viperidae (géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis) e

Elapidae (género Micrurus e Leptomicrurus) (GUTIERREZ et al., 2017).

100, Bothrops
1 (85%)

80
60
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20
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Figura 3: Distribuicdo dos acidentes ofidicos segundo o género da serpente pegconhenta
no Brasil, 2020. Adaptado de SINAN, 2022.
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Em termos absolutos, as serpentes continuam sendo as principais contribuintes
dos acidentes causados por animais peconhentos, seguido de escorpides e aranhas.
Em média sdao 25.000 acidentes por serpentes, 8.000 por escorpides e 5.000 por
aranhas, com 150 mortes por serpentes, 38 por escorpides e 10 por aranhas. Vale a
pena destacar que as notificagGes no Brasil por animais peconhentos ocupam o
segundo lugar, com cerca de 850 mil notifica¢des, seguido apenas da Dengue com 2
milhdes de agravos (BRASIL, 2016). Entretanto, sabe-se que esse quantitativo é
subnotificado por diversos fatores, como falha na identificacdo da serpente e baixa
gualidade na notificacdo. O indice médio de letalidade dos acidentes ofidicos é cerca
de 0,43 % (BRASIL, 2016). Acredita-se que o Brasil é o terceiro pais em numero de

acidentes por serpentes peconhentas (BARRAVIERA, 1993). As regides Nordeste e



Norte do Brasil sdo as registraram o maior niUmero, enquanto que as regides Centro-
Oeste, Sul e Sudeste apresentaram os menores indices, em geral na ultima década
(BRASIL, 2016, SINAN, 2022). De uma maneira geral, os meses de abril a setembro
apresentaram maior incidéncia e com maior prevaléncia em individuos do sexo
masculino (55%) na faixa etdria entre 10 a 49 anos (72%). Os membros inferiores sdo
0s mais acometidos (82%) e agricultores (62,7%) sdao a maioria e no proprio local de

trabalho, ou seja, a regido rural tem maior indice (BRASIL, 2016).

A partir de meados do século XX, pesquisadores observaram a riqueza nos
constituintes do veneno e passaram a isolar e analisar as estruturas e atividades de
suas toxinas, pois muitas delas tém potencial para serem transformadas em
medicamentos. A maioria das toxinas do veneno de serpente pertence a uma das 30
familias (fosfolipase A;; serino-protease de veneno de serpentes; metaloproteinase de
veneno de serpentes) (FRY, 2005; OJEDA, 2017), embora o veneno de uma
determinada espécie de serpente possa conter centenas de compostos bioativos
(TASOULIS et al., 2022; CALVETE et al., 2009). A composicdao dos venenos ofidicos
apresenta alta complexidade e diversidade (CALVETE, 2011).

Os venenos de serpentes consistem de uma mistura complexa de componentes,
dos quais a maioria (>90%) sdo peptideos e proteinas com as bioatividades dominantes
incluindo neurotoxicidade, hemotoxicidade e citotoxicidade dependendo da espécie
da serpente (TASOULIS & ISBISTER, 2017). A composicdo do veneno varia amplamente
entre espécies e até mesmo dentro da mesma espécie devido a idade, sexo,
disponibilidade de presas, dieta e localizagao geografica, entre outros fatores. Diversas
pesquisas visam elucidar a estrutura, reatividade e alvo das toxinas do veneno, a fim
de compreender sua funcdo e determinar seus determinantes moleculares de
reconhecimento e potencial terapéutico. O quadro 1 resume as informacgoes
atualmente disponiveis para diversas familias de toxinas (TASOULIS et al., 2022;

CHANDA et al., 2019; SENJI LAXME et al., 2019).



Quadro 1: Caracteristicas das principais familias de toxinas de venenos ofidicos (OLIVEIRA et

al., 2022).

Familiade  Familia

toxinas serpente
Elapideos e

PLA2 Viperideos
Elapideos (P-
11l SVMPs) e

SVMP viperideos (PI,
P-ll e P-llI
SVMPs)
Elapideos e

VSP

SVS Viperideos

3FTx Elapideos
Elapideos e

LAAO Viperideos

. Elapideos e
CRisP Viperideos

Atividade
enzimatica

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Principais alvos
bioldgicos

Membrana plasmatica
dos midcitos e varios
receptores no axolema
(alvo molecular
indeterminado)

Grande variedade de
alvos; os mais notaveis
sdo o colageno IV e os
fatores de coagulagdo
sanguinea

Principalmente fatores
de coagulagdo
sanguinea

Receptores nicotinicos
e muscarinicos de
acetilcolina,
acetilcolinesterase e
cardiomidcitos (alvo
molecular
indeterminado)

L-
aminoacidos; substrato
varia entre espécies

Canais de Ca >*, canais
de K e cascatas de
sinalizagdo envolvidas
na adesdo celular

Principais atividades
fisiopatolégicas

Necrose aguda do
musculo esquelético,
paralisia flacida, reagdes
inflamatédrias locais
(edema, influxo de
leucécitos nos tecidos e
dor)

Predominantemente,
atividade hemorragica,
mas pode causar a
degradagdo proteolitica
do fibrinogénio e da
fibrina, induzir a
apoptose e inibir a
agregacao plaquetaria.

Desequilibra o sistema
hemostatico através da
acdo na cascata de
coagulagdo nos sistemas
fibrinolitico e calicreina-
cinina

Efeitos neurotoxicos,
que causam

paralisia; fasciculagdes
musculares; e parada
cardiaca por lise de
cardiomidcitos

Efeitos hemorragicos ou
anticoagulantes,
indugdo de apoptose,
edema e agregagdo ou
inibi¢do plaquetaria

Inibe a angiogénese,
aumenta a
permeabilidade vascular
e promove respostas
inflamatérias (infiltragdo
de leucdcitos e
neutrofilos)

Aplicagbes terapéuticas
promissoras

antibacteriana

contra Staphylococcus

aureus , Escherichia

coli, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter
aerogen , antiparasitarios; anti
HIV e dengue

coagulagdo sanguinea, fibrindlise
e agregacao plaquetaria

Prevengao da formagdo de
trombos através da deplegdo de
fibrinogénio;

anticoagulante ; aplicado em
procedimentos neurocirirgicos e
como selante de fibrina

Regulagdo da pressao

arterial ; tratamento de
disturbios de coagulacdo ; agdo
analgésica

Antimicrobiano contra P.
aeruginosa, Candida

albicans, S. dureo ; antiparasitari
o contra Leishmania

chagasi e Leishmania
amazonensis ; potencial antiviral
contra HIV-1

Antiparasitario contra
Leishmania e cepas de
tripanossoma ; antimicrobiano
contra bactérias Gram-negativas
e fungos filamentosos



Efeitos diversos,
incluindo
hemaglutinagdo,
atividade mitogénica,

Receptores agregagao plaquetaria,
plaquetarios e edema, permeabilidade
CTL/SNACL . ~ . . .
EC Viperideos Nao celulares, bem como vascular elevada, efeitos = Uso em terapias anticoagulantes
fatores de coagulagdo, renais, hipotensdo,
como fator IX e fator X citotoxicidade e
modulagdo da liberagao
de Ca * do reticulo
sarcoplasmatico do
musculo esquelético
= Antiinflamatério e
Interrompe a adesdo S . -
. . o antiangiogénico; antiplaquetario
N = . célula-célula e a adesdo S
DIS Viperideos Nao Integrinas . R (eptifibatida e
célula-matriz e inibe a -
A tirofiban) ; tratamento para
angiogénese -
processos neoplasicos
Efeitos hipotensores
potentes (relaxamento
. vascular e diminuicdo da
Elapideos e . - .
NPs s Nao Receptores NPA,BeC  contratilidade Doencgas cardiovasculares
Viperideos P N
miocardica), levando a
rapida perda de
consciéncia
Efeitos de inibicdo sobre
uma série de serina
proteases, incluindo
, plasmina e tripsina, Redugdo do desenvolvimento de
Elapideos e ~ Lt N . .
KPI Viperideos Nao Proteases e canais K levando a cistos em doengas renais
P anticoagulagdo, policisticas
fibrindlise, inflamacdo e
bloqueio de canais
ionicos
. Antiproliferativo,
. Danos miotoxicos L R
Canaisde Na+e K+ do , antinociceptivo,
. . . através da .. - P
Elapideos e . musculo esquelético , N antiinflamatério, antifingico
DEF . Nao . despolarizacdo dos . .
Viperideos membranas lipidicas e contra C. albicans , anti-

sarcolema

musculos esqueléticos e
atividade analgésica

Plasmodium, anti-Leishmania e
anti-helmintico

3FTx, toxina de trés dedos; CRiSP, proteina secretora rica em cisteina; CTL/SNACLEC, lectina
tipo C e tipo-lectina tipo C; DEF, defensina; DIS, desintegrina; KPI, inibidor de serina protease
tipo Kunitz; LAAO, l-aminoacido oxidase; NPs, peptideo natriurético; PLA2, fosfolipase A2;
SVSP, serina protease de veneno de serpentes; SVMP, metaloproteinase de veneno de
serpentes.

O Ministério da Saude prescreve como tratamento para o envenenamento por
serpentes, a soroterapia heterdloga. O soro, também chamado de antiveneno é

produzido apenas em grandes centros, a partir da hiperimunizacdo de equinos

(GUTIERREZ, 2002). A soroterapia é totalmente eficaz na prevencdo ao ébito, quando



administrado no tempo e de forma correta. Todavia, a soroterapia apresenta
desvantagens, como a incapacidade de reverter os efeitos locais causados pelo
envenenamento, alto custo de producdo e possiveis reacdes adversas, como febre e
anafilaxia. Além destas, como o antiveneno é produzido e distribuido apenas para os
grandes centros urbanos e/ou que tenham estrutura hospital adequados, existe a
dificuldade de acesso a este tratamento em algumas regides mais remotas e/ou que
ndo possuam aparato hospitalar e recursos humanos especializados (SAAVEDRA et al.,
2018; SCHESKE et al., 2015; GUTIERREZ et al., 1998). Consequentemente, a procura
por um novo tratamento, que seja alternativo ou complementar ao atual torna-se de

extrema necessidade.

Decidir quando iniciar o tratamento antiveneno pode ser dificil, principalmente
para médicos inexperientes, pois os sinais de envenenamento e 0 momento de inicio
variam de acordo com o género da serpente, a quantidade de veneno injetado, o local
da injecdo e a idade e saude do individuo. Além disso, as diretrizes clinicas atuais
recomendam suspender a administracdo de antiveneno até que os sintomas de

envenenamento sistémico sejam detectados em pacientes (GUTIERREZ et al., 2017).

Embora salvem vidas, os antivenenos apresentam limitacdes terapéuticas
(HARRISON et al., 2011; HARRISON & GUTIERREZ, 2016). O antiveneno convencional
tem eficacia limitada contra alguns efeitos tdoxicos do envenenamento, como dano
tecidual local e, quando o tratamento é retardado, neurotoxicidade pré-sindptica.
Além disso, apenas 10-15% de IgG em um frasco de antiveneno é especifico contra
proteinas de veneno, porque os animais utilizados para a fabricacdao de antiveneno ja
possuem sistemas imunoldgicos maduros e a hiperimunizacdo com veneno é incapaz
de gerar titulos mais elevados de IgG antiveneno. Finalmente, quanto maior a
disparidade filogenética entre as serpentes cujos venenos sdo utilizados para
imunizacdo, maior serd o numero de especificidades de IgG geradas nos animais
imunizados com veneno. Isto significa que a proporcdo de IgG total direcionada ao
veneno de qualquer serpente é pequena e, consequentemente, sdo necessarios mais
frascos para alcangar a cura clinica. Isto cria um paradoxo terapéutico porque cada
frasco extra de antiveneno aumenta tanto o risco de efeitos adversos potencialmente

graves induzidos pelo antiveneno como o custo do tratamento. Assim, sdo necessarios



antivenenos poliespecificos e altamente eficientes, sem comprometer a seguranca e o
preco acessivel (CALVETE, 2013).

As plantas medicinais constituem uma pratica integrativa e complementar de
salde amplamente utilizada pela populagdo para o tratamento de diversas doengas e
tem sido uma pratica antiga e comum ao longo dos anos (DUTRA et al.,, 2016). As
plantas contém um grande arsenal de componentes quimicos que podem ser Uteis,
mas também representam um possivel risco a saude. Assim, usuarios, profissionais de
salde e prescritores devem conhecer a planta, incluindo a identificacdo adequada,
conservacdo, modo de preparo e uso, e quaisquer potenciais efeitos colaterais

(PEDROSA et al., 2021).

Ha uma longa histdria de utilizacdo de plantas medicinais no Brasil devido a sua
rica biodiversidade e patrimonio cultural (DUTRA et al, 2016). Nesse sentido, o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos foi criado em 2016 para
proporcionar acesso seguro e gratuito as plantas medicinais na atencdo basica
brasileira (PEDROSA et al., 2021). Um total de 79 plantas medicinais foram utilizadas
pela populagdao, sendo as mais comuns Melissa officinalis (31%), Peumus boldus
(24,4%), Mentha spicata (20,9%), Matricaria recutita L. (18,2%), Rosmarinus officinalis
(17%), Foeniculum vulgare (14,7%), Leonurus sibiricus L. (10%), Citrus limonum L.
(9,7%) e Plantago major (6,2%). Segundo de Araudjo et al. (2014), as plantas mais
utilizadas foram Peumus boldus (21%), Melissa officinalis (14,3%), Cymbopogon
citratus (7,7%), Coleus amboinicus (6,7%), Matricaria recutita L. (5,4%), e Foeniculum
vulgare (5,3%), indicando semelhangas com as plantas medicinais mais utilizadas no

presente estudo (ZENI et al., 2017).

Produtos naturais vém sendo alvos de pesquisas para o tratamento do
envenenamento por serpentes. Tradicionalmente, sabe-se que um grande repositorio
de plantas medicinais fitoterapicas possui atividade contra veneno de serpentes. Uma
exploracdo dos beneficios terapéuticos destas plantas medicinais utilizadas no
tratamento de picadas de serpente revela a presenca de varios fitoquimicos com
potencial antiveneno. As plantas ja sdao vastamente utilizadas no tratamento do

acidente ofidico, pois ja foram descritas por trabalhadores rurais e comunidades
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indigenas por possuirem propriedades antiveneno (MALANGE et al., 2019;
GIOVANNINI E HOWES, 2017).

Dados da literatura mostram que a espécie Schwartzia brasiliensis é rica em
flavondides. Os extratos desta espécie apresentaram propriedades anti-inflamatoria,
analgésica e tripanocida, a partir de anadlises de suas caracteristicas quimicas e
atividades biolégicas (FIALHO et al., 2016). Schwartzia brasiliensis, pertencente a
familia Marcgraviaceae é uma trepadeira e espécie de planta com flor do Brasil,
popularmente conhecida como "agarra-pé", distribuida de Norte a Sul, e em todas as
restingas costeiras brasileiras (MAIA & SILVA, 2016). S. brasiliensis é uma rica fonte de
taninos, flavondides e compostos fendlicos (FIALHO et al., 2016), e esses compostos
possuem algumas atividades farmacoldgicas, como: anti-inflamatdria, analgésica,
antifungica (JONES et al., 2000), antibacteriana (YAMAGUTI-SASAKI et al., 2007),
protecao contra danos no DNA (LAGO et al., 2007), antiviral e tripanocida (FIALHO et
al., 2016). Na medicina popular, a planta S. brasiliensis é utilizada como cha para
tratamento de doencas cardiacas, mas ndo ha validacdo cientifica para comprovar
eficicia ou seguranca previamente registrada, bem como uso no tratamento de

doencas cardiacas (AGRA et al., 2008).

Os produtos quimicos encontrados na natureza tém sido utilizados para fins
terapéuticos desde a antiguidade. Os antigos egipcios e gregos usavam acido salicilico
da casca do salgueiro para tratar dores. No século XIX, os quimicos da Bayer
modificaram esta substancia para produzir a aspirina. Produtos naturais como o acido
salicilico, sdo pequenas moléculas produzidas por plantas, bactérias e fungos que
foram selecionadas pela evolucdo para estabilidade e interacdo com polimeros
bioldégicos (proteinas, acidos nucleicos, carboidratos e membranas lipidicas) (DIAS et

al., 2012; MITCHELL, 2011; BUTLER & BUSS, 2006).

Em adicdo aos produtos naturais, em especial as plantas, moléculas obtidas por
sintese orgéanica também vém sendo pesquisadas objetivando o desenvolvimento de
farmacos. E, dessas moléculas, podemos destacar os triazdis. Os triazdis sdao os
principais antifungicos utilizados no tratamento e prevencdo de micoses sistémicas
(LASS-FLORL, 2011). Os derivados triazdis sdo extensivamente investigados para o

tratamento de varias doencas como: cancer (LAAMARI et al., 2021), doencas virais
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(SHADYRO et al., 1999), tuberculose (KERI et al., 2015), infec¢Ges fungicas (TERRA et
al., 2018) e disturbios de coagulacdao (MOURA et al., 2016). Além disto, também sdo
investigados no tratamento do envenenamento por serpentes (CAMPOS et al., 2009;

DOMINGOS et al., 2013).

1.1 SERPENTES NO BRASIL

As serpentes sdo répteis que pertencem ao Reino Animalia, Filo Chordata, Classe
Reptilia, Ordem Squamata e Subordem Serpentes ou Ophidia. No Brasil existem 412
espécies de serpentes (NOGUEIRA et al., 2019). As serpentes peconhentas no Brasil
pertencem a duas familias: Elapidae, com género Micrurus e Leptomicrurus; e
Viperidae, com género Bothrops, Crotalus e Lachesis. Estas duas familias apresentam

as espécies mais perigosas e peconhentas do mundo (GUTIERREZ et al., 2017).

Através de algumas caracteristicas fisicas torna-se possivel diferenciar as
serpentes peconhentas das ndo peconhentas. As viperideas possuem um érgdo
sensorial termorreceptor, denominado fosseta loreal, posicionado entre os olhos e a
narina. Além disto, possuem dentes modveis inoculadores, localizados na regido
anterior da boca. Estas particularidades sdo exclusivamente das serpentes dos géneros
Bothrops, Crotalus e Lachesis (viperideas) (Figura 4A). Por outro lado, as serpentes do
género Micrurus e Leptomicrurus ndo apresentam fosseta loreal, e possuem dentes
inoculadores fixos e pouco desenvolvidos situados na regido anterior da boca (Figura

4B) (FUNASA, 2001).
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Narina

Presas

Figura 4: (A) Representacdo da fosseta loreal e presas inoculadoras; (B) Representacgdo
da falta da fosseta loreal e a presenca de presas inoculadoras pouco desenvolvidas (Manual de

Tratamento e Diagndstico de Acidentes por Animais Peconhentos — FUNASA, 2001).

As serpentes peconhentas possuem uma glandula secretora especializada,
guando a serpente morde sua vitima, o veneno armazenado nesta glandula é expelido
através de um musculo compressor e liberado para os dutos que estao presentes nas
presas, e assim injetados nos musculos da vitima (GUTIERREZ et al., 2017). As
serpentes, sejam elas peconhentas ou ndao pecgonhentas, apresentam denticdo
diferenciada, e suas presas inoculadoras apresentam diferentes tamanhos, e localizam-
se na regido anterior ou posterior da boca. Existem quatro diferentes tipos de denticao
das serpentes (1) Aglifa — Auséncia de dentes inoculadores e glandulas secretoras de
venenos (exemplo: jiboias e sucuris); (2) Opistdglifa — Dente inoculador fixo, que inclui
um sulco por onde percorre o veneno, presente na parte posterior da boca (exemplo:
falsas corais, muguranas e cobras-cipd); (3) Proterdglifa — Dente inoculador imoével,
encontra-se na regido anterior da boca, os dentes também apresentam sulcos
(exemplo: corais verdadeiras); (4) Solendglifa — Os dentes sdo grandes e bem
desenvolvidos, localizam-se na parte anterior da boca. Possui canal por onde atravessa

o veneno (exemplo: cascavéis, jararacas e surucucus) (Figura 5) (FUNED, 2014).
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Figura 5: Tipos de denti¢do: (1) Denticdo aglifa; (2) Denticdo opistoglifa; (3) Denticdo
proterdglifa; (4) Denticdo solendglifa. Adaptado de Animais pegonhentos — FUNED, 2014.

Além dos diferentes tipos de denticdo e presenca ou auséncia de fosseta loreal,
outras caracteristicas também sdo importantes para identificacdo e diferenciacdo das
serpentes pegonhentas. As serpentes do género Micrurus nao apresentam fosseta
loreal, e podem ser identificadas facilmente pela sua coloracdo diferenciada, pois estas
apresentam anéis coloridos ao longo do corpo. Uma forma de diferenciar as serpentes
gue apresentam fosseta loreal é através do formato da cauda, sendo do género
Bothrops uma cauda lisa, do género Lachesis, uma cauda com escamas arrepiadas e do

género Crotalus, uma cauda com chocalho (Figura 6) (FUNASA, 2001).

Escamas ericadas

Cauda lisa Guizo ou
Chocalho ™

Bothrops Crotalus Lachesis

Figura 6: Formato da cauda das serpentes do género Bothrops, Crotalus e Lachesis
(Manual de Tratamento e Diagndstico de Acidentes por Animais Pegconhentos — FUNASA,

2001).
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As serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por 85% dos
envenenamentos por serpentes no Brasil. Este género apresenta cerca de 30 espécies,
dentre B. jararaca (Figura 7A), localizadas nas regies sul e sudeste, e B. jararacussu
(Figura 7B), encontradas no cerrado da regido central e florestas da regido sudeste. O
género Crotalus apresenta somente uma espécie de serpente, C. durissus tendo esta
espécie cinco subespécies. Sao responsaveis por 8% dos acidentes ofidicos no Brasil.
S3do conhecidas popularmente como cascavel e habitam a regido Centro-oeste, Minas
Gerais, norte de S3o Paulo, caatinga do Nordeste, regido Norte e ilha de Marajo (Figura
7C). O género Lachesis é representado somente pela espécie L. muta, esta espécie
possui duas subespécies, sdo popularmente conhecidas como surucucu ou surucucu
pico de jaca (Figura 7D). Sao encontradas na floresta Amazonica, mata atlantica e
algumas matas Umidas do Nordeste, com cerca de 2% dos acidentes. No Brasil, existem
18 espécies pertencentes ao género Micrurus distribuidas em partes das regides Sul,
Sudeste, Centro-oeste e Norte. Seu padrdo de coloracdo é bem caracteristico e sdao
conhecidas popularmente como coral ou coral-verdadeira (Figura 7E). (PINHO &

PEREIRA, 2001).

Figura 7: (A) Bothrops jararaca (Jararaca); (B) Bothrops jararacussu (Jararacussu ou
Jararacucu); (C) Crotalus durissus (Cascavel); (D) Lachesis muta (Surucucu) e (E) Micrurus sp

(Coral verdadeira). Fonte: http://www.vitalbrazil.rj.gov.br/serpentes-venenosas.html
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1.2 COMPOSICAO DO VENENO E QUADRO CLINICO

O veneno da serpente é constituido por uma combinagao complexa de proteinas.
Cerca de 95-99% dos venenos é composto por material proteico com ou sem atividade
enzimdtica (metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A, fosfodiesterases,
colinesterases, hialuronidases, NAD nucleosidases, L-aminoacido oxidases, catalases,
ATPases, aminotransferases e B-glucosaminidases, cardiotoxinas, citotoxinas, fatores
de crescimento vascular e neural, lectinas tipo-C e peptideos desintegrinas); e cerca de
1% constituido por material ndo proteico, como aminodcidos, carboidratos, lipideos,
citrato, cdlcio, cobre, ferro, fésforo, potdssio, magnésio, sddio, zinco. Sendo que, o
material proteico é responsdvel pelos diversos efeitos toxicos causados a vitima,

podendo levar a ébito (GUTIERREZ et al., 2017).

O crescente interesse em diferentes aspectos da biologia do veneno catalisou o
desenvolvimento de metodologias '-6micas' destinadas a caracterizagcdo qualitativa e
guantitativa das toxinas do veneno, incluindo a protedmica dos venenos (ou seja,
vendmica). Em particular, a combinacdo de transcriptémica de préxima geracao e
fluxos de trabalho protedmicos demonstrou capacidades incomparaveis para
caracterizacdo de venenos com detalhes sem precedentes. A distribuicdo relativa dos
principais tipos de componentes téxicos nos venenos de viperideos e elapideos esta

resumida na figura 8.

A figura 8 destaca as faixas de niveis de proteina (expressas como % do
proteoma total do veneno) e a distribuicdo distinta das familias de toxinas mais
abundantes em diferentes venenos de espécies de serpentes das familias Viperidae
(subfamilias Viperinae e Crotalinae) e Elapidae (subfamilias Elapinae e Hydrophiinae).
As barras sdo codificadas por cores de acordo com as atividades biolégicas mais
relevantes da familia de toxinas correspondente (VONK et al., 2013). Os gradientes de
cor indicam a dependéncia da concentracdo do efeito bioldgico (mesma cor) ou efeitos
diferentes (multiplas cores; isto é, algumas toxinas podem exercer um efeito em doses
baixas e outro efeito em doses elevadas). A estrutura cristalografica ou de ressonancia
magnética nuclear de alguns membros de cada familia de proteinas também estao

mostradas nesta figura.
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Figura 8: Distribuicdo relativa de componentes toxicos dos venenos elapidicos e
viperidicos (GUTIERREZ et al., 2017). 3FTx, toxina de trés dedos (ID de acesso ao Banco de
Dados de Proteinas (PDB ID): 11JC); CRISP, proteina secretora rica em cisteina (PDB ID: 3MZ8);
CTL, proteina tipo lectina tipo C (PDB ID: 1IXX); DTx, dendrotoxina (PDB ID: 1DTX); LAO, L-
aminodcido oxidase (PDB ID: 21ID); Myo, miotoxina de baixa massa molecular (PDB ID: 4GV5);
PLA,, fosfolipase A, (PDB ID: 17TGM para o mon6mero e PDB ID: 3ROL para o dimero); SVMP,
metaloproteinase de veneno de serpente (PDB ID: 3DSL para classe Plll e PDB ID: 1ND1 para

classe Pl); SVSP, serina proteinase de veneno de serpente(PDB ID: 10P0).

Tais proteinas enzimaticas presentes no veneno da serpente desencadeiam
diferentes atividades téxicas a vitima, podendo ser efeitos locais ou sistémicos. As
metaloproteases s3ao as enzimas responsaveis por efeitos como hemorragia,
mionecrose, degradacdo da matriz extracelular, bolhas, dor, edema, choque
hipovolémico, nefrotoxicidade e coagulopatia. As fosfolipases A, (PLA;) sao
responsaveis por provocar miotoxicidade local e sistémica, dor, inflamacao, danos aos

vasos linfaticos, edema, neurotoxicidade, nefrotoxicidade e hemdlise, e as
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serinoproteases causam efeitos como coagulopatia, edema e hipotensdo (GUTIERREZ

et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2009; SECRETARIA DA SAUDE, 2021).

Haemostatic alterations due 1" /4 Systemic haemorrhage leading
to consumption coagulopathy ' /o to cardiovascular shock
and platelet disturbances Y ’,’ 1 Induced by SVMPs and potentiated
Induced by SVMPs, SVSPs, C-type | ', VR by coagulopathy
i lectin-like proteins and disintegrins | \‘ ," ] Haemorrhage
| Platelet |Blood vessel | %\Blood vessal ?

e 2o /]

Myocardial damage and arrhythmia
Induced by cardiotoxins or as a
consequence of haemodynamic

instability

Neuromuscular paralysis '
Induced by 3FTxs and PLA2s

Acute kidney injury
Induced by ischaemia, nephrotoxins,
microthrombi and myoglobin deposition

! Local tissue damage ¥
! (including necrosis of soft tissues, '
haemorrhage, blistering i
and oedema)
Induced by PLA2s and SVMPs
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Nature Reviews | Disease Primers

Figura 9: Efeitos toxicos dos venenos de serpentes. 3FTx, toxina de trés dedos; PLA2,
fosfolipase A2; SVMP, metaloproteinase de veneno de serpente; SVSP, serina proteinase de

veneno de serpente (GUTIERREZ et al., 2017).

Os venenos apresentam uma variedade abrangente de atividades tdxicas no
organismo, sendo que as acOes prejudiciais predominantes variam de acordo com a
composi¢ao especifica do veneno. Os venenos elapideos e alguns venenos viperideos
ocasionam paralisia neuromuscular, enquanto a maioria dos venenos de viperideos e
alguns venenos de elapideos geram danos locais proeminentes aos tecidos. Os
venenos de viperideos provocam hemorragia sistémica, que, aliada ao aumento da
permeabilidade vascular, pode resultar em choque cardiovascular. Tanto viperideos
guanto alguns elapideos e colubrideos sem presas frontais atuam em diversos estagios

da cascata de coagulacdo e nas plaguetas, impactando a hemostasia. Alguns venenos
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causam uma destruicdo muscular generalizada, enquanto a lesdo renal aguda
frequentemente se desenvolve em casos de envenenamento, devido a uma

patogénese multifatorial (GUTIERREZ et al., 2017; WARRELL, 2010).

O acidente botrdpico caracteriza-se por manifestacdes clinicas com efeitos locais
no membro picado, como dor irradiada imediata; inchaco sensivel que se estende
rapidamente com eritema inflamatdrio quente, que geralmente se torna evidente duas
horas apds a picada; sinais de linfangite (inflamacdo dos vasos linfaticos, que se
apresenta como linhas vermelhas na pele); sangramento prolongado na ferida
perfurada pelas presas; bolhas; equimose (hematomas); aumento sensivel dos
linfonodos regionais; e necrose tecidual/muscular e infeccdo secundaria (celulite ou
abscesso) (WARRELL, 2004; AYRES & WARRELL, 2020). Os efeitos sistémicos incluem
sincope precoce e colapso com perda transitéria de visdo e consciéncia; hipotensao e
choque; taquiarritmia cardiaca ou bradiarritmia; didatese hemorragica grave,
sangramento sistémico espontdneo do nariz, gengivas, tratos respiratorio,
gastrointestinal e geniturinario e locais de trauma recente ou feridas em cicatrizacao, e
hemorragias subaracndides, cerebrais (SANT’ANA MALAQUE & GUTIERREZ, 2015;
MINISTERIO DA SAUDE, 1998).

As manifestacdes clinicas locais e sistémicas presentes no acidente laquético sdo
extremamente parecidas com o acidente botrdpico, diferindo as altera¢des vagais
como nduseas, vOmitos, célicas abdominais, diarreia, hipotensdo e choque

(MINISTERIO DA SAUDE, 2019; SECRETARIA DA SAUDE, 2021).

Nos acidentes crotdlicos, predominam as manifestacdes sistémicas; no entanto,
também sdo observadas algumas manifestacdes locais, tais como dor, edema, eritema
e parestesia no local da picada. Entre os efeitos sistémicos, ocorrem manifestacdes
neuroparaliticas (neurotdxicas), que se iniciam com ptose palpebral, turvacdo visual e
oftalmoplegia, seguidas de ptose mandibular e sialorreia. A paralisia muscular pode
progredir para a paralisia respiratéria, além de ser possivel a ocorréncia de
gengivorragia e hemorragias. Ocorre mialgia generalizada e escurecimento da cor da
urina, podendo avancar para insuficiéncia renal aguda (MINISTERIO DA SAUDE, 1998;
JORGE E RIBEIRO, 1990; MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
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Ja nos acidentes elapidicos, as manifestagdes locais sdao imperceptiveis, podendo
haver dor e parestesia no local da mordida da serpente. Porém, as manifestacdes
sistémicas sdo neurotoxicas e assemelham-se aos efeitos sistémicos do acidente
crotalico. Entretanto, predomina o bloqueio neuromuscular causando a paralisia

muscular (JORGE E RIBEIRO, 1990; MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Na figura 10 podemos observar alguns efeitos clinicos gerais decorrentes do
envenenamento por serpentes: (a) inchaco e bolhas apds acidente ofidico com
serpente B. jararaca; (b) inchago, bolhas, gangrena e equimoses; (c) gengivorragia; (d)
guemose conjuntival; (e) ptose palpebral bilateral; (f) paralisia dos musculos oculares;
Ambos, (e) e (f) acidentados com envenenamento de serpente da familia Elapidae; (g)
necrose extensa da pele e tecido subcutaneo apdés uma mordida por serpente da

familia Elapidae (GUTIERREZ et al., 2017).

Figura 10. Efeito clinico causado pelo envenenamento por serpentes. (a) inchago e
bolhas; (b) inchago, bolhas, gangrena e equimoses; (c) gengivorragia; (d) quemose conjuntival;
(e) ptose palpebral bilateral; (f) paralisia dos musculos oculares; (g) necrose extensa da pele e

tecido subcutineo (GUTIERREZ et al., 2017).
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1.3 TRATAMENTO

Os antivenenos de serpentes, conhecidos no Brasil também como “soros
antiofidicos” sao tratamentos eficazes para prevencdo ao ébito e revertem a maioria
dos efeitos toxicos do envenenamento, e estdo incluidos na “Lista de Medicamentos
Essenciais da Organizagdo Mundial da Saude”. O antiveneno é o Unico tratamento

atual preconizado pelo Ministério da Saude (WHO, 2017).

Em 1894, Phisalix e Bertrand, do Museu Nacional de Historia Natural de Paris,
foram os pioneiros a utilizar veneno tratado para imunizacdo. Um ano depois, em
1895, Albert Calmette do Instituto Pasteur de Paris, utilizou o soro de um cavalo
imunizado como veneno de serpentes para o tratamento do envenenamento ofidico. A
partir de 1898, Calmette comegou a comercializar estes equinos imunizados para o
tratamento por envenenamento de serpentes. No Brasil, a primeira producdo em larga
escala de “soro antiofidico” ocorreu em 1911 pelo Instituto Vital Brazil (PUCCA et al.,

2019; LALLOO E THEAKSTON, 2003).

Atualmente no Brasil, os antivenenos sao fabricados em quatro grandes centros
produtores: Instituto Vital Brazil (Niterdéi — Rio de Janeiro), Instituto Butantan (Butanta
— S3o Paulo), Fundacdo Ezequiel Dias (Belo Horizonte — Minas Gerais) e Centro de

Pesquisa e Produc¢do de Imunobioldgicos (Piraquara — Parand) (ALFOB/CFF, 2019).

O antiveneno compreende imunoglobulinas (lgs) concentradas de cavalos,
ovelhas ou outros grandes animais domesticados, como camelos, que foram
hiperimunizados com um ou mais venenos durante meses a anos. Em todo o mundo, a
maioria dos fabricantes de antivenenos refina toda a IgG extraida do plasma dos
animais por digestdo enzimatica com pepsina para produzir fragmentos F(ab’) 2, sob a
suposicdo de que a remocdo da porc¢do Fc do fragmento de ligacdo ao antigeno (Fab)
reduz o risco de reagbes adversas nos pacientes. Outros fabricantes utilizam papaina
para produzir fragmentos Fab menores para melhorar a seguranca e aumentar a
velocidade de distribuicdo por todo o corpo, mas com a desvantagem da rapida
depuracdo renal do antiveneno, de modo que o envenenamento recorrente se torna
um problema. Alguns antivenenos compreendem moléculas inteiras de IgG que sdo

geralmente purificadas por precipitacdo com acido caprilico (WHO, 2013).
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Ao longo dos anos, a producdo do antiveneno sofreu algumas mudancas no
processo de fabricacdo, além disto, produtores mundiais adotam técnicas diferentes,
porém dentro de protocolos aceitaveis. A principio, para precipitar a IgG da fracdo do
soro era utilizado sulfato de amoénio. Com modifica¢des, incluiu-se a clivagem da
molécula de 1gG com pepsina para produzir fragmentos F(ab’),, e mais recentemente,
fragmento Fab monovalente preparado por digestdo de papaina. A fim de purificar
ainda mais os antivenenos, atualmente se utiliza o acido caprilico para precipitar todas
as proteinas ndo-lgG do soro hiperimune, além de cromatografia liquida de troca
idnica ou afinidade também podem ser utilizadas neste processo (AL-ABDULLA et al.,

2003; LALLOO E THEAKSTON, 2003).

Em 2008, para padronizar a producao, o controle e a regulacdo na fabricacdo dos
antivenenos, a OMS desenvolveu o “Guidelines for the Production, Control and
Regulation of Snake Antivenom Immunoglobulins”, servindo como guia para as
autoridades reguladoras nacionais, podendo assim seguir as “Boas Praticas de
Fabricacdo”, acompanhando as diretrizes descritas pela OMS para fabricagao,

avaliacdo clinica e pré-clinica dos antivenenos (GUTIERREZ et al., 2011).

Existem quatro principais antivenenos que sao utilizados no tratamento por
envenenamento por serpentes, e estes sdo escolhidos a depender da espécie da
serpente envolvida no acidente ofidico. Para os acidentes com serpentes do género
Bothrops é utilizado o soro antibotrdpico (SAB), para o género Crotalus é utilizado o
soro anticrotalico (SAC), para serpentes do género Lachesis é aplicado o soro
antilaquético (SAL) e para o género Micrurus ou Leptomicrurus é administrado o soro
antielapidico (SAE). Existem também associacdes do veneno, no caso de um possivel
acidente botrépico, onde o paciente nao conseguiu definir qual serpente o atacou ou
na falta do antiveneno especifico, poderdo utilizar as associacbes como: soro
antibotrdpico-crotdlico (SABC) ou antibotrépicolaquético (SABL). Todos os soros sdo
administrados por via intravenosa, e a quantidade de ampolas a ser administrada
dependerd das manifestacdes clinicas locais e sistémicas, classificadas entre leve,

moderada e grave (Quadro 2) (MINISTERIO DA SAUDE, 1998; FUNASA, 2001).

No Brasil, o soro antibotrépico é produzido a partir da hiperimunizacdao de

cavalos que sdo inoculados com veneno de cinco espécies diferentes de serpentes do
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género Bothrops: B. jararaca (50%), B. jararacussu (12,5%), B. alternatus (12,5%), B.

moojeni (12,5%)e B. neuwiedi (12,5%). Esta mistura foi estabelecida a partir de estudos

gue apresentaram a frequéncia dos acidentes ofidicos, a distribuicdo de espécies e a

capacidade dos venenos em provocar uma resposta imune em cavalos. Esta mistura

promove o questionamento quanto a eficdcia da utilizacdo deste soro em acidentes

com outras espécies de serpentes do género Bothrops, embora todas as serpentes

pertencam a familia Viperidae, existem propriedades no veneno de cada espécie que

podem interferir na eficacia da neutralizagdo proporcionada pelo soro antibotrépico

(FURTADO et al., 2010).

Quadro 2: Numero de ampolas de antiveneno especifico indicado para
gravidade do acidente (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

cada tipo e

Acidente

Antiveneno

Gravidade

N° de

ampolas

Botropico

SABY SABL®
ou SABCH

Leve: quadro local discreto, sangramento
discreto em pele ou mucosas; pode haver
apenas disturbio na coagulagao.

2a4

Moderado: edema e equimose evidentes,
sangramento sem comprometimento do
estado geral; pode haver disturbio na
coagulacao.

438

Grave: alteracoes locais intensas,
hemorragia grave, hipotensdo/choque,
insuficiéncia renal, anuria; pode haver
disturbio na coagulacao.

12

Laquético?®

SABL

Moderado: quadro local presente; pode
haver sangramentos, sem manifestacoes
vagais.

10

Grave: quadro local intenso, hemorragia
intensa, com manifesta¢des vagais.

20

Crotalico

SAC®ou SABC

Leve: alteragdes neuroparaliticas; sem
mialgia, escurecimento da urina ou oliguria.

Moderado: alteragcdes neuroparaliticas
evidentes, mialgia e  mioglobinuria
discretas.

10

Grave: alteragdes neuroparaliticas
evidentes, mialgia e mioglobinuria intensas,
oliguria.

20

Elapidico

SAElaf

Considerar todos graves pelo risco de
insuficiéncia respiratéria.

10
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@ Devido a potencial gravidade do acidente laquético, sdo considerados clinicamente
moderados ou graves, ndo havendo casos leves.

®SAB = Soro antibotrdpico (pentavalente);

¢SABL = Soro antibotrépico (pentavalente) e antilaquético;
4SABC = Soro antibotrdpico (pentavalente) e anticrotalico;
€ SAC = Soro anticrotalico;

fSAEla = Soro antielapidico (bivalente).

A soroterapia é extremamente eficaz na prevengao ao 6bito, mas ineficaz na
neutralizacdo dos efeitos locais, e essa ineficdcia pode evoluir a amputacdo ou
deformacdo do membro onde ocorre a mordida da serpente. Além disto, existem
outras desvantagens associadas a soroterapia, como: custo elevado de producdo e
pode gerar efeitos adversos, desde uma simples febre até reac¢Oes anafildticas
(GUTIERREZ et al., 2017). Por isso, a procura por novas moléculas e/ou tratamentos se
torna importante como método alternativo ou complementar a soroterapia para
neutralizar principalmente os efeitos tdxicos locais causados pelos venenos das

serpentes.

1.4 Schwartzia brasiliensis

Os produtos naturais sao alvos de pesquisas para o tratamento do
envenenamento por serpentes, principalmente as plantas, que sdao amplamente
utilizadas no tratamento do acidente ofidico, devido a medicina tradicional (MALANGE

et al., 2019; GIOVANNINI E HOWES, 2017).

Estudos etnobotanicos da planta da espécie Tabebuia aurea mostram seu uso
como anti-inflamatério e no tratamento para o envenenamento por serpentes. O
tratamento com o extrato hidroetandlico desta espécie foi avaliado a partir da
avaliacdo das atividades inflamatérias, hemorragicas e miotdxicas induzidas pelo
veneno da serpente B. neuwiedi em camundongos. Os estudos concluiram que as
atividades do extrato avaliadas no trabalho justificam o uso popular da T. aurea em
situacOes inflamatdrias no tratamento do envenenamento por serpentes (REIS et al.,

2014).
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A Schwartzia brasiliensis (Choisy) Bedell ex Gir.-Cafias pertence a familia
Marcgraviaceae, é uma planta trepadeira endémica do Brasil conhecida popularmente
como “agarra-pé”, distribuida geograficamente pelo Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e
Sul do pais (Figura 11) (DRESSLER, 2020). Folhas coridceas exibem uma nervagao
distintiva na face superior. A inflorescéncia, que mede entre 21-32 cm é composta por
40-83 flores vermelhas, acompanhadas por nectdrios extraflorais em formato de copo,
gue produzem néctar continuamente e em abundancia. Geralmente, essas flores
surgem de outubro a janeiro, atraindo principalmente beija-flores e insetos. Os frutos,
pequenos e de tonalidade vinho quando maduros, aparecem de janeiro a marco. No
contexto paisagistico, essa planta é frequentemente utilizada apoiada em suportes ou

muros (GIRALDO-CANAS, 2004; AAJB, 2020).

Figura 11: A esquerda: planta da espécie Schwartzia brasiliensis. A direita: distribuicdo
geografica pelo Brasil. Fonte:

https://floradobrasil2020.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB103323

Dados da literatura mostram que a espécie S. brasiliensis é rica em flavonéides,
taninos e compostos fendlicos. Extratos desta espécie apresentaram propriedades
anti-inflamatodria, analgésica e tripanocida, a partir de analises de suas caracteristicas
guimicas e bioldgicas. Na medicina popular, S. brasiliensis é utilizado como cha para
tratamento de doencas cardiacas, mas ndo ha validacdo cientifica para comprovar

eficidcia ou seguranca. Também foi testado seu potencial fitoterapico para o
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tratamento da dengue (FIALHO et al., 2016). Por outro lado, na literatura cientifica e

nem na medicina popular, o efeito antiveneno do S. brasiliensis nunca foi descrito.

As espécies do género S. brasiliensis sdo utilizadas como ornamentais, mas além
desta caracteristica, os estudos selecionados demonstram o potencial medicinal das
espécies. A S. brasiliensis foi listada dentre as 389 espécies de plantas utilizadas por
indigenas e comunidades rurais no Nordeste do Brasil, para fins medicinais. Na
Caatinga, a arvore é de ocorréncia espontanea e as folhas e flores sao utilizadas para o

tratamento de problemas cardiacos (DE ALBUQUERQUE et al., 2007).

Neste contexto, foi determinado o potencial analgésico do extrato hexanico
bruto de folhas, avaliado em 80%, assim como os extratos aquosos de folha e caule,
gue demonstraram atividade analgésica avaliada em 90 e 77,5%, respectivamente
(ROCHA, 2002). No mesmo estudo foi revelada a presenca de substancias apolares no
extrato hexanico das folhas, uma série homdloga de 10 hidrocarbonetos, com os
constituintes majoritarios sendo esteroides, como estigmasterol e uma mistura de 4
triterpenos pentaciclicos, identificados como lupeol, B-amirina, viminalol e germanicol.
Além disso, o extrato etandlico bruto das folhas de S. brasiliensis, coletadas no Estado
do Rio de Janeiro, apresentou atividade antifungica por método de difusdo para
Chalara paradoxa (De Seynes) Moreau, com halo de 12 mm (SALES et al., 2016). Fialho
et al. (2016) ao investigarem o extrato bruto etandlico das folhas e as fracdes em
diclorometano, acetato de etila e butandl, constataram que o extrato bruto de S.
brasiliensis apresentou o melhor efeito antiviral in vitro contra o virus da dengue
(DENV)-2 e regulacdo negativa da secre¢do de TNF-a (tumor necrosis fator — Fator de
necrose tumoral), IL-6 (interleucina 6), IL-10 (interleucina 10) e IFN-a (interferon alfa),
carga viral antigénica celular e reducdo da proteina NS1 secretada (proteina nao
estrutural do virus da dengue); enquanto que a fragdo diclorometano apresentou um

efeito imunomodulador no processo inflamatério.

1.5 DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOL

Os produtos naturais sdo amplamente investigados para o tratamento de muitas

doencas, assim como para o tratamento no envenenamento por serpentes (DA SILVA
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et al., 2019; DA SILVA et al., 2018). Além disso, moléculas obtidas por sintese organica
também s3ao muito pesquisadas (DE ALVARENGA et al., 2011; STRAUCH et al., 2019;
CASTANEDA et al., 2019).

Os triazdis sdao compostos heterociclicos com um anel de cinco membros
consistindo de dois 4&tomos de carbono e trés atomos de nitrogénio (Figura 12). Entre
estes, existem dois isdbmeros de anel, 1,2,3-triazdis e 1,2,4-triazéis (BOZOROV et al.,
2019), sendo que sua seletividade na obtencdo destes compostos depende da
metodologia empregada.

| I
N\N N\N
\ 7 \
N N
1,2,3-Triazole 1,2,4-Triazole

Figura 12: Estrutura do 1,2,3-triazol e 1,2,4-triazol

A primeira droga sintetizada usando este nucleo foi Ribavirina usada no combate
aos virus da hepatite (FERREIRA et al., 2014). Através dos compostos desta classe é
possivel descobrir ainda mais potencial de criacdo para esse nucleo, pois pela adicao
de diferentes substituintes (R, R1 e R3) é vidvel a sintese de diferentes estruturas a
partir do 1,2,3-triazol (Figura 13). Existem mais beneficios do que se conhece

atualmente (KHARB et al., 2011).

R
N=N

1,2,3-Triazoles

Figura 13: Estrutura do 1,2,3-triazol evidenciando a possivel adi¢do no anel visando a

sintese de diferentes compostos organicos.
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Os triazdis sdo os principais antifungicos utilizados no tratamento e prevencao
de micoses sistémicas (LASS-FLORL, 2011). Os derivados triazdis sdo amplamente
investigados para o tratamento de diversas doencgas, como: anticancerigeno (LAAMARI
et al., 2021), antiviral (SHADYRO et al., 1999), antituberculose (KERI et al., 2015),
antifungico (TERRA et al., 2018), anticoagulante e antiplaquetario (MOURA et al.,
2016).

Triazdis sdo compostos heteroaromaticos com 6 elétrons 1. Em outras palavras,
segue a lei de Hikel para compostos aromaticos, na qual dois &tomos de carbono se
combinam com nitrogénio para criar um elétron. Cada terceiro nitrogénio adiciona
dois elétrons para formar um sexteto aromatico (MELO et al., 2006; EICHER et al.,
2003). Atualmente ndo ha relatos desta classe de produto sendo fornecida por
recursos naturais, ou seja, nenhum organismo vivo é capaz de sintetizar através do
metabolismo, o triazol. Alguns trabalhos investigaram varios desses 1,2,3-triazdis com
acdo bactericida. Sendo que, alguns destes compostos sintéticos foram mais eficientes
do que a prdépria penicilina e com o conveniente de serem resistentes as B-lactamases,
enzima produzida pela bactéria e responsdavel pelos mecanismos de resisténcia a essa
classe de farmaco (MELO et al., 2006).

Por apresentarem essa conformacdo estrutural, hoje temos uma variedade de
medicamentos disponiveis na terapia clinica. Esses medicamentos abrangem varias
classes terapéuticas, incluindo antifungicos, anticonvulsivantes e hipndticos, relaxantes
musculares e ansioliticos, agentes anti-enxaqueca, antiplaquetdrios, antidepressivos,
anticancerigenos e antivirais. Além disso, alguns fungicidas comerciais usados na
agricultura também contém essa estrutura de triazol, como o protioconazol,
triadimefon, metconazol, propiconazol, tebuconazol, epoxiconazol, triadimenol e
ciproconazol (RUSSEL, 2005; ZHOU & WANG, 2012; PEYTON et al., 2015).

Resultados do nosso grupo de pesquisa do LAVENOTOXI ja evidenciaram a acao
inibitéria de varios derivados sintéticos do 1,2,3-triazol sobre algumas atividades
toéxicas causadas por venenos de diferentes espécies de serpentes (CAMPOS et al.,
2009; DOMINGOS et al., 2013). Dessa forma, também é importante a sintese de uma
ampla gama de derivados sintéticos do 1,2,3-triazol para que dessa forma um estudo
de prospec¢do antiveneno seja realizado, aumentando o rol de moléculas com

potencial antiveneno.
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2. OBJETIVO



2.1. OBIJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de neutralizagdo do extrato aquoso da planta Schwartzia
brasiliensis e de 10 derivados 1,2,3-triazol contra atividades toxicas in vitro, in vivo e in

silico causadas pelo veneno das serpentes B. jararaca e B. jararacussu.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a capacidade inibitéria do extrato aquoso da planta S. brasiliensis contra
as atividades todxicas in vitro (coagulante, proteolitica e hemolitica) causadas pelo
veneno das serpentes B. jararaca e B. jararacussu;

e Avaliar a capacidade inibitéria do extrato aquoso da planta S. brasiliensis contra
as atividades toéxicas in vivo (hemorragica, edematogénica e letal) causadas pelo
veneno das serpentes B. jararaca e B. jararacussu;

e Analisar o potencial inibitério de 10 derivados do 1,2,3-triazol contra as
atividades toxicas in vitro (coagulante, proteolitica e hemolitica) causadas pelo veneno
da serpente B. jararaca;

e Analisar o potencial inibitério de 10 derivados do 1,2,3-triazol contra as
atividades todxicas in vivo (hemorragica, edematogénica e letal) causadas pelo veneno
da serpente B. jararaca;

e Investigar através de técnica in silico os parametros de absorcao, distribuicao,

metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET) dos 10 derivados do 1,2,3-triazol.
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3. MATERIAL E METODOS



3.1. OBTENGAO DO VENENO DAS SERPENTES

O veneno bruto de B. jararaca e B. jararacussu foi gentilmente cedido pelo Prof.
Eladio Flores Sanchez, da Fundagdo Ezequiel Dias (Belo Horizonte/Minas Gerais) e
mantido a — 20 °C até o momento dos ensaios biolégicos. O veneno foi diluido em
salina 0,15 M para a realizagdo das atividades todxicas in vitro e in vivo. A coleta de
veneno da serpente foi acompanhada sob autorizacdo do Sistema Nacional de Gestao
do Patrimo6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), processo

numero A39CDA4E.

3.2. OBTENCAO DOS ANIMAIS

Os camundongos suicos ou Balb/c (18-20 g) foram obtidos do Ntcleo de Animais
de Laboratério (NAL) da Universidade Federal Fluminense, foram alojados sob
temperatura (24 + 1 °C) e condi¢des de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas)
controlados. Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de
Animais (CEUA) da UFF, protocolos nimero 508 e 646, que estdao de acordo com as

diretrizes da Comissdao Nacional de Bem-Estar Animal (COBEA).

3.3. OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO DA PLANTA Schwartzia

brasiliensis

O extrato aquoso da planta S. brasiliensis foi gentilmente cedido pela Dra. Maria
Raquel Figueiredo do Laboratdério de Quimica de Produtos Naturais, FIOCRUZ; e pela
Prof?. Dra. Maria Auxiliadora Coelho Kaplan do Nucleo de Produtos Naturais (NPPN),
UFRJ. O material foi identificado pelo Dra. Geisa Lauro Ferreira e uma espécime foi
depositada no Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, RJ, Brasil, sob numero
152.017. A coleta de material vegetal foi autorizada pelo Sistema Nacional de Gestdo
do Patrimdénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), sob o
numero AB5D582.

As folhas da espécie S. brasiliensis foram coletadas em abril de 2016 na Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), localizada na cidade de Rio de Janeiro, Estado do Rio de

Janeiro, Brasil. As folhas de S. brasiliensis foram secas em estufa com circulagdo de ar a
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40°C. O material seco (975 g) foi reduzido a pequenos fragmentos e extraido a
temperatura ambiente com etanol por 5 dias. O solvente foi removido sob baixa
pressdao rendendo 170 g do extrato seco. Parte de este extrato foi solubilizado em
metanol:agua (1:9, v/v) e fracionado por extrac¢do liquido-liquido usando solventes de
polaridades crescentes sequencialmente: hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol. As fragGes resultantes e o residuo aquoso foram concentrados sob pressdo
reduzida e liofilizado. As amostras foram armazenadas a -20 °C, até testar. O extrato da
S. brasiliensis foi dissolvido em agua destilada para realizagdo dos ensaios todxico-

bioldgicos. O procedimento esta descrito em de Souza et al. (2021).

3.4. OBTENGAO DOS DERIVADOS SINTETICOS 1,2,3-TRIAZOL

Os derivados 1,2,3-triazol foram sintetizados quimicamente e gentilmente
cedidos pela Dra. Sabrina Baptista Ferreira do Laboratdrio de Sintese Organica e
Prospecgdo Bioldgica, IQ/UFRJ e pelo Prof. Dr. Vitor Francisco Ferreira do Laboratdrio
de Sintese Organica Aplicada, Faculdade de Farmdcia, UFF. Os derivados designados de
AMO001, AM002, AM003, AM004, AM005, AM006, AM007, AM008, AM009 e AM010
foram dissolvidos em 50% de dimetilsulféxido (DMSO) para realizacdo dos ensaios
toéxico-bioldgicos. A estrutura quimica dos derivados sintéticos esta mostrada na figura

14.
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Figura 14: Estrutura quimica dos 10 derivados sintéticos (AM001 a AM010) desenhadas

no editor ChewDraw Ultra 7.0.

3.5. ATIVIDADE COAGULANTE DO VENENO DE B. jararaca e B.

jararacussu

Esta atividade é comumente empregada para avaliar a participacdo de
serinoproteases e metaloproteinases, que estdo presentes em abundancia nos
venenos de serpentes. A atividade coagulante do veneno de B. jararaca e B.
jararacussu foi realizada utilizando-se “pool” de plasma humano, gentilmente cedido
pelo banco de sangue do Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP) da Universidade

Federal Fluminense. 200 pL de plasma diluido em salina na propor¢do de 1:1 (v/v)
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foram mantidos a 37 °C por 1 min e em seguida a reacdo foi iniciada pela adicdo de
diferentes concentra¢des do veneno de B. jararaca e B. jararacussu. O tempo de
coagulacdo foi monitorado por turbidimetria, em segundos a 37 °C, utilizando-se um
coagulometro digital (Amelung KC4, Labcom). Uma unidade arbitraria foi chamada de
concentragdo minima coagulante (CMC), que foi a quantidade de veneno (ug/mL)
capaz de coagular o plasma em cerca de 60 segundos. Esta unidade arbitraria é

amplamente usada na area da Toxinologia.

3.5.1. EFEITO DO EXTRATO OU DERIVADOS SINTETICOS NA ATIVIDADE
COAGULANTE DO VENENO DE B. jararaca e B. jararacussu

O efeito do extrato aquoso da planta S. brasiliensis ou dos 10 derivados foi
avaliado incubando-os com 1 CMC do veneno de B. jararaca (37 pg/mL) e B.
jararacussu (56 pg/mL) por 30 min a 25 °C, na propor¢do de 1:5 ou 1:10
(veneno:extrato ou derivado, p/p). Em seguida, uma aliquota desta mistura foi
adicionada ao plasma e o tempo de coagulacdo foi comparado com aquele obtido no
controle positivo, que continha apenas o veneno incubado com solvente (salina ou
DMSO). Em paralelo, os derivados sintéticos ou extrato da planta na auséncia do
veneno foram incubados com salina ou DMSO, e adicionados ao plasma (controle

negativo) e a coagulac¢do foi monitorada, como descrito anteriormente.

3.6. ATIVIDADE PROTEOLITICA DO VENENO DE B. jararaca e B.

jararacussu

Esta atividade é comumente empregada para avaliar a participacdo de proteases,
que estdo presentes em abundancia nos venenos de serpentes. A atividade
proteolitica do veneno de B. jararaca e B. jararacussu foi determinada usando-se
azocaseina como substrato (GARCIA et al., 1978). Aliguotas dos venenos foram
incubadas com 0,2% azocaseina (p/v) em tampdo 200 mM Tris-HCl, 20 mM CaCl,, pH
8,8 por 90 min a 37 °C e o volume final da reacdo ajustado com salina para 0,8 mL. Em

seguida, a reagao foi interrompida pela adigdo de 0,4 mL TCA a 10% e os tubos foram
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centrifugados a 12.000 rpm por 3 min. Apds, 1,0 mL do sobrenadante foi retirado e
adicionado outro tubo contendo 0,5 mL NaOH 2N. A atividade enzimatica foi
quantificada em absorbancia (A) em um comprimento de onda de 420 nm, utilizando-
se um espectrofotdmetro Biospec-22. A concentragao do veneno de B. jararaca e B.
jararacussu que foi capaz de produzir uma variacdo de 0,2 em A 420 nm (que
representa cerca de 70-80% da atividade proteolitica do veneno) foi definida como,
concentragdo efetiva (CE). Esta CE também foi criada como uma unidade arbitréria e

amplamente usada na area de Toxinologia.

3.6.1. EFEITO DO EXTRATO OU DERIVADOS SINTETICOS NA ATIVIDADE
PROTEOLITICA DO VENENO DE B. jararaca e B. jararacussu

O efeito do extrato aquoso de S. brasiliensis ou dos 10 derivados 1,2,3-triazol
foi avaliado através da incubacdo destes com 1 CE do veneno de B. jararaca (4,8
ug/mL) e B. jararacussu (7,8 pug/mL) por 30 min a 25 °C, na proporgdo de 1:5 ou 1:10
(veneno:extrato ou derivado, p/p). Em seguida, aliquotas desta mistura foram
adicionadas ao meio reacional (contendo azocaseina) e a atividade proteolitica foi
realizada como descrito anteriormente. O grupo controle positivo continha veneno de
B. jararaca e B. jararacussu incubado com salina ou DMSO, na auséncia da planta ou
derivado; enquanto que o controle negativo continha apenas o extrato da planta ou

derivados, sem o veneno.

3.7. ATIVIDADE HEMOLITICA DO VENENO DE B. jararaca

Esta atividade é comumente empregada para avaliar a participacdo de
fosfolipases do tipo A, (PLA;), que estdo presentes em venenos de serpentes. A
atividade hemolitica do veneno de B. jararaca foi realizada através do método de
hemolise indireta (FULY et al., 1997), usando eritrécitos humanos e gema de ovo de
galinha como substrato. A gema foi preparada diluindo-se com volume igual de salina,
centrifugada a 12.000 rpm por 60 min a 10 °C e utilizando-se apenas o sobrenadante,

gue contém os fosfolipidios que sdo o substrato para as PLA, de venenos de serpentes.
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Inicialmente, para realizar a atividade hemolitica do veneno de B. jararaca foi
adicionado 20 uL de CaCl; 50 mM e 50 uL de gema, em um volume final de 250 pL.
Apds 15 min a 37 °C, a reacdo enzimatica foi interrompida com a adi¢do de 50 uL de
EDTA (50 mM). Em seguida, 3,2 mL de salina foram adicionados aos tubos e 1,3 mL de
uma suspensdo de hemacias humanas lavadas (2%, v/v) e os tubos ficaram em banho-
maria a 37 °C por 60min. Os tubos foram centrifugados a 2.200 rpm por 8 min a 25 °C,
e a lisolecitina gerada enzimaticamente foi quantificada pela liberacdo de hemoglobina
das hemacias, utilizando-os o espectrofotometro Biospectro SP-22 na absorbancia de
578 nm. Cem por cento (100%) de lise das hemacias foram obtidos através da adicdo
de dgua destilada e comparada com o percentual de hemdlise obtido nos tubos que
continham apenas o veneno. A concentra¢do do veneno de B. jararaca (ug/mL) que
produziu 70-80% de hemdlise foi chamada de concentragdo minima hemolitica
indireta (CMHI), na qual foi a unidade arbitrdria deste ensaio. Ressalta-se que esta

unidade é amplamente usada na Toxinologia.

3.7.1. EFEITO DO EXTRATO OU DERIVADOS SINTETICOS NA ATIVIDADE
HEMOLITICA DO VENENO DE B. jararaca

O efeito do extrato aquoso de S. brasiliensis ou dos 10 derivados 1,2,3-triazol
foi avaliado incubando-os com 1 CMHI do veneno (3,9 pg/mL) por 30 min a 25 °C, na
proporc¢do de 1:5 ou 1:10 (veneno:extrato ou derivados, p/p). Em seguida, a atividade
hemolitica realizada, como descrita acima. Como controle positivo, o veneno de B.
jararaca foi incubado com salina; e os controles negativos continham somente o
extrato, ou derivados ou solventes, sem adicdo de veneno. Ressalta-se que esta
atividade hemolitica ndo foi realizada para o veneno de B. jararacussu, pois este
veneno tem baixa atividade hemolitica e necessitariamos de uma quantidade muito

grande de veneno de B. jararacussu.
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3.8. ATIVIDADE HEMORRAGICA DO VENENO DE B. jararaca e B.

jararacussu

A atividade hemorragica do veneno de B. jararaca e B. jararacussu foi avaliada
pelo método de Kondo et al., (1960). 100 uL de diferentes concentracdes de cada
veneno foram injetados por via subcutanea (s.c.) na pele do abdomen dos
camundongos. E, 2h apds a injecdo, os animais foram eutanasiados, a pele retirada,
estirada e os locais de injecao analisados visualmente, e com auxilio de um paquimetro
digital, o halo hemorragico foi mensurado. A quantidade de veneno (ug/camundongo)
capaz de produzir um halo hemorragico de cerca de 10 milimetros (mm) foi designada
de Dose Minima Hemorragica (DMH). Esta DMH é uma unidade arbitraria usada na
Toxinologia. Neste ensaio de hemorragia ndo foi construida uma curva dose x resposta
(utilizando-se 4 ou 5 doses de veneno) justamente para reduzir o numero de animais
utilizados. Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa deram um direcionamento

para facilmente achar a DMH.

3.8.1. EFEITO DO EXTRATO OU DERIVADOS SINTETICOS NA ATIVIDADE
HEMORRAGICA DO VENENO DE B. jararaca e B. jararacussu

O efeito inibitério do extrato aquoso de S. brasiliensis ou dos 10 derivados 1,2,3-
triazol foi avaliado por meio de trés protocolos experimentais: (1), protocolo de
incubacdo, na qual o extrato ou os 10 derivados foram incubados com 2 DMH do
veneno de B. jararaca (22 pg/animal) e B. jararacussu (30 pg/animal) por 30 min a 25
°C, na proporc¢do de 1:5 ou 1:10 (veneno:extrato ou derivados, p/p). Apds, a mistura foi
injetada s.c. e a hemorragia analisada como descrito; (2), no protocolo de tratamento,
o veneno de B. jararaca (22 pg/animal) e B. jararacussu (30 pg/animal) foi injetado por
via s.c. e 30 min depois, o extrato da planta foi administrado por via s.c. (e no mesmo
local da injecdo do veneno), ou por via oral ou i.v. (intravenosa). Apds 2h da injecdo do
veneno, a atividade hemorragica foi avaliada conforme descrito acima. Além disso,
uma outra dindmica foi empregada, na qual o veneno foi injetado por via s.c. e apds
30min (12 injecdao) e 60min (22 injecdo), o extrato de planta foi injetado s.c. nos

animais. Apds 6h da injecdo do veneno, os animais foram eutanasiados e a atividade
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hemorragica avaliada. O extrato da planta ndo foi ensaiado neste protocolo de

prevengao.

Nos ensaios com os 10 derivados sintéticos, no protocolo de tratamento, o
veneno de B. jararaca (22 pg/animal) foi injetado por via s.c., e apds 10min, somente
os derivados AM006 ou AMO010 ou solventes (DMSO ou salina - controle positivo)
foram administrados por via s.c. e no mesmo local da injecao de veneno. Apds 2h da
injecdo do veneno, a atividade hemorragica foi avaliada. No protocolo de prevencao,
os derivados AM006 ou AMO010 ou solventes (salina ou DMSO — controle positivo)
foram administrados por via s.c. e, apés 10min, 2 DMH do veneno de B. jararaca (22
pg/animal) foram injetadas por via s.c. Duas horas apds a administracdo dos derivados

ou solventes, os animais foram eutanasiados e a atividade hemorragica analisada.

Para qualquer protocolo experimental, a atividade hemorrdagica foi expressa pela
média em mm do halo hemorragico induzido pelo veneno na presenca ou auséncia do
extrato ou derivados. Para os controles negativos, os animais receberam a injecdo dos
solventes ou extratos ou derivados isoladamente, na auséncia do veneno. O volume

total de injecdo foi de 100 pL.

3.9 ATIVIDADE EDEMATOGENICA DO VENENO DE B. jararaca e B.

jararacussu

A inducdo na formacdo do edema causada pelos venenos de B. jararaca e B.
jararacussu foi determinada de acordo com Vishwanath et al.,, (1987). Os
camundongos receberam injecdo de 50 pL dos venenos de B. jararaca e B. jararacussu
por via s.c. na regidao subplantar da pata direita, enquanto a pata esquerda recebeu 50
puL de solventes (salina ou DMSO - controle negativo). Uma hora apds a injecdo do
veneno, os animais foram eutanasiados e suas patas cortadas na junc¢do do tornozelo,
pesadas e o edema foi avaliado e expresso como aumento no peso da pata direita em
relacdo a esquerda. Neste ensaio ndo foi construida uma curva dose x resposta
(utilizando-se 4 ou 5 doses de veneno) justamente para reduzir o nimero de animais
utilizados. Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa deram um direcionamento

para facilmente achar a dose de veneno a ser utilizada.
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3.9.1. EFEITO DO EXTRATO OU DERIVADOS SINTETICOS NA ATIVIDADE
EDEMATOGENICA DO VENENO DE B. jararaca e B. jararacussu

O efeito da planta foi avaliado através do protocolo de incubacdo (1), na qual o
extrato da planta foi incubado com veneno das serpentes por 30min a 25 °C ou através
do protocolo de tratamento (2), na qual o veneno de B. jararaca e B. jararacussu foi
injetado por via s.c. na pata dos camundongos e 30min depois, o extrato da planta foi
injetado por via s.c., por via oral ou i.v. Ao final das inje¢Ges, o edema foi avaliado
como descrito anteriormente. Em paralelo, os animais que receberam a injecado
somente da planta ou salina na auséncia do veneno de B. jararaca e B. jararacussu

foram considerados como, controle negativo.

O efeito dos dez derivados sintéticos no edema causado pelo veneno de B.
jararaca foi investigado somente através do protocolo de incubac¢do (1), seguindo a
descricdo mencionada no item 3.9. O controle negativo consistiu da injegdo somente

dos 10 derivados ou DMSO, na auséncia do veneno de B. jararaca.

3.10. ATIVIDADE LETAL DO VENENO DE B. jararaca e B. jararacussu

Os camundongos receberam por via intraperitoneal (i.p.) o veneno de B. jararaca
(58 pg/camundongo) e B. jararacussu (75 pg/camundongo) ou solventes (salina ou
DMSO), e o tempo de sobrevivéncia dos camundongos foi observado por um periodo
maximo de 6 h. Apds esse tempo, 0s animais foram eutanasiados. O volume maximo

de injecdo para esta atividade foi de 100 pL.

3.10.1. EFEITO DO EXTRATO OU DERIVADOS SINTETICOS NA ATIVIDADE
LETAL DO VENENO DE B. jararaca e B. jararacussu

O efeito do extrato da planta foi realizado através de dois protocolos: (1)
incubacdo, na qual o extrato da planta foi incubado o com veneno de B. jararaca e B.
jararacussu por 30min a 25 °C, e, em seguida, a mistura foi injetada por via i.p. nos
camundongos; (2) tratamento, o veneno de B. jararaca e B. jararacussu foi injetado

por via i.p., e 30min depois, o extrato da planta foi administrado por via i.p., oral ou i.v.
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Ao final das injecGes, o tempo de sobrevivéncia foi monitorado. O grupo controle

negativo recebeu somente a inje¢dao do extrato da planta ou salina.

O efeito dos 10 derivados sintéticos foi somente investigado no protocolo de
incubacdo (1). Os dez derivados foram incubados somente com o veneno de B.
jararaca, seguido do protocolo da atividade letal. O grupo controle negativo recebeu a

injecao somente dos dez derivados ou DMSO.

3.11. TOXICIDADE DO EXTRATO DA PLANTA OU DERIVADOS SINTETICOS

3.11.1. Através do teste in vitro de hemotoxicidade

A toxicidade in vitro do extrato aquoso da planta S. brasiliensis foi realizada
através do teste de hemotoxicidade, de acordo com Bauer et al., (2012). O extrato da
planta (2 mg/mL) ou salina (controle negativo) foi incubado com uma suspensdo a 13%
(v/v) de hemacias lavadas por 3 hr a 37 °C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 1.800 x g por 5 mins e o grau de hemolise foi avaliada através da
liberagao de hemoglobina e quantificada em A 578 nm. 100 e 0% de hemdlise foram
obtidos através da adicdo de dgua destilada e salina a suspensdao de hemdcias,

respectivamente.

3.11.2. Através do teste in vivo de dose aguda

A toxicidade in vivo do extrato aquoso da planta S. brasiliensis ou dos dez
derivados foi realizada através do teste de dose aguda, na qual camundongos (grupo
de seis) receberam injecdo i.p. de uma dose Unica (100 plL) do extrato da planta (1
mg/animal) ou derivados (700 pg/animal). Como controle negativo, salina ou DMSO
(0,9 % v/v, concentracdo final) foi injetado i.p. nos animais. Apds a injecdo, os animais

foram observados durante 48 h, e em seguida foram eutanasiados.
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3.11.3. Através de teste in silico
AdmetSAR versdo 2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/) foi usado para
prever in silico as propriedades ADMET (Absor¢do, Distribuicdo, Metabolismo,
Excrecao e Toxicidade) dos dez derivados 1,2,3-triazol (YANG et al., 2018; CHENG et al.,
2012).

3.12. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (SEM),
obtidos com o numero indicado de animais ou experimentos realizados. A analise
estatistica foi realizada pela analise da Variancia (ANOVA) e pds-teste de Dunnet. Os
valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os graficos e a
andlise estatistica foram realizados utilizando o software Graphpad Prism 8.0

(Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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4. RESULTADOS



CAPITULO |

(PLANTA)

Este capitulo descreve o efeito do extrato aquoso da planta S. brasiliensis em
inibir as atividades tdxicas in vitro (coagulante, proteolitica e hemolitica) e in vivo
(hemorrégica, edema e letal) causadas pelo veneno de B. jararaca e B. jararacussu no
protocolo de incubagdo. Entretanto, para as atividades in vivo, o efeito da planta S.
brasiliensis foi analisado através do protocolo designado tratamento. E, nesta
abordagem experimental, a eficacia de neutralizacdo da planta foi investigada através
de diferentes vias de administracdo (subcutadnea, intraperitoneal, intradérmica,

oral/gavagem ou intravenosa) do extrato aquoso de S. brasiliensis.

Os resultados foram publicados no periédico “Biomedicine and

Pharmacotherapy”. 2020:125:109951. doi: 10.1016/j.biopha.2020.109951
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4.1. TOXICIDADE DO EXTRATO AQUOSO DE S. brasiliensis

A toxicidade do extrato aquoso da planta S. brasiliensis foi avaliada por ensaio
in vitro (hemotoxicidade) e in vivo (dose aguda). Em nenhum destes ensaios, o extrato
da planta foi toxico (dados ndo mostrados), mesmo em concentra¢do de 2.000 pg/mL
e na dose de 800 pg/animal, que representam valores muito acima daqueles usados
nas atividades in vitro (coagulante, hemolitica ou proteolitica) e in vivo (hemorragia,
edema e letal). A maior concentracdo usada da planta nos experimentos in vitro foi de

370 pg/mL; enquanto nos experimentos in vivo foi de 750 pg/animal.

4.2. ATIVIDADE COAGULANTE DO VENENO DE B. jararaca ou B. jararacussu

O veneno de B. jararaca e B. jararacussu (12,5 pg/mL — 100 pg/mL) foi capaz de
coagular o plasma de maneira concentracdao-dependente. Uma concentracdo minima
coagulante (CMC) foi determinada como a concentragdo de veneno (ug/mL) capaz de
coagular o plasma em 60 segundos, que foi aproximadamente de 37 pg/mL para o
veneno de B. jararaca, e 56 ug/mL para o veneno de B. jararacussu (Figura 15). A CMC

de cada veneno estd evidenciada com uma seta em ambos os graficos (Figura 15).
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Figura 15: Atividade coagulante sobre o plasma do veneno de B. jararaca e B. jararacussu.

Diferentes concentragbes (12,5 — 100 ug/mL) do veneno de B. jararaca (A) e B.
jararacussu (B) foram adicionados ao plasma e o tempo de coagulagdo monitorado, como
descrito em métodos. A concentragao minima coagulante (CMC) de cada veneno esta indicada
no grafico com uma seta, que foi de 37 ug/mL para B. jararaca, e, 56 ug/mL para B.

jararacussu.
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4.2.1. EFEITO DA PLANTA S. brasiliensis NA ATIVIDADE COAGULANTE DO VENENO DE

B. jararaca e B. jararacussu

Em seguida, o efeito do extrato da planta S. brasiliensis foi avaliado na atividade
coagulante do veneno de B. jararaca e B. jararacussu. Para tanto, 1 (uma) CMC do
veneno de B. jararaca (37 pug/mL) e B. jararacussu (56 pg/mL) foi incubado com o
extrato de S. brasiliensis na proporgdo 1:5 ou 1:10 (veneno:extrato, p/p) ou com salina
(controle positivo) por 30min a 25 °C, e em seguida, a atividade coagulante foi
realizada. Como observado na figura 16, o extrato da planta S. brasiliensis nas
proporcoes de 1:5 ou 1:10 foi capaz de inibir a atividade coagulante de ambos os
venenos. Na proporgao 1:5, o extrato da planta prolongou a coagulagdo causada pelo
veneno de B. jararaca em até 12 vezes (de 66 para 758 segundos), quando comparado
com o controle positivo (veneno + salina, 66 segundos). Para o veneno de B.
jararacussu, o extrato da planta, na proporg¢do 1:5 foi capaz de prolongar o tempo de
coagulacdo em cerca de 8 vezes (de 66 para 490 segundos) (Figura 16). Entretanto, na
proporcao 1:10, o extrato da planta foi capaz de impedir a coagulagdao causada pelo
veneno de B. jararaca e B. jararacussu durante o tempo maximo de observacdo, que
foi de 800 segundos (Figura 16). O extrato da planta na auséncia do veneno nao
promoveu a coagulacdo do plasma, e dessa forma, ndo possui um efeito pro-

coagulante (dados ndo mostrados).
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Figura 16: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na coagulagao induzida por B. jararaca e B.
jararacussu.

O veneno de B. jararaca (colunas pretas, 37 ug/mL) e B. jararacussu (colunas brancas, 56
pg/mL) foi incubado com 150 mM NaCl ou com o extrato da planta S. brasiliensis (SB) na
propor¢do de 1:5 ou 1:10 por 30min a 25 °C. Em seguida, o tempo de coagulacdo foi
monitorado, como descrito no método. Os resultados expressam a média + SEM de trés
experimentos individuais (n=6). *, p<0,05 quando comparado ao controle (Veneno + NaCl). V =
Veneno.
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4.3 ATIVIDADE PROTEOLITICA DO VENENO DE B. jararaca e B. jararacussu

O veneno de B. jararaca e B. jararacussu foi capaz de hidrolisar de maneira
concentra¢do dependente (1,9 pg/mL — 11,7 pg/mL) o substrato proteico, azocaseina.
Esse resultado demonstra que ambos os venenos possuem uma atividade proteolitica,
e que dessa forma, contém no veneno enzimas do tipo proteases. A concentracdo de
veneno que causou uma variacao de absorbancia (A) de cerca de 0,2 em comprimento
de onda de 420 nm foi designada de concentracdo efetiva (CE), e que representa cerca
de 70 a 80 % da atividade maxima do veneno. A CE do veneno de B. jararaca foi de 4,8
ug/mL e, para o veneno de B. jararacussu foi de 7,8 ug/mL. A CE de ambos os venenos
esta marcada no grafico com uma seta (Figura 17). Esta CE foi considerada como 100 %

de atividade proteolitica.
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Figura 17: Atividade proteolitica do veneno de B. jararaca e B. jararacussu.

Diferentes concentra¢es (1,9 — 11,7 pg/mL) de veneno de B. jararaca (A) e B.
jararacussu (B) foram capazes de causar uma variagdo de absorbancia (A) em comprimento de
onda de 420 nm. A concentracdo efetiva (CE) de cada veneno esta indicada no grafico com

uma seta, que foi de 4,8 pg/mL para B. jararaca, e, 7,8 ug/mL para B. jararacussu.
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4.3.1. EFEITO DA PLANTA S. brasiliensis NA ATIVIDADE PROTEOLITICA DO VENENO DE

B. jararaca e B. jararacussu

Em seguida, 1 (uma) CE do veneno de B. jararaca (4,8 ug/mL) e B. jararacussu
(7,8 ug/mL) foi incubado com o extrato da planta S. brasiliensis na propor¢do de 1:5 ou
1:10 (veneno:extrato, p/p) ou com salina (controle positivo, ndo mostrado) por 30min
a 25 °C. Como mostrado na figura 18, nas proporg¢des 1:5 ou 1:10, o percentual de
inibicdo da atividade proteolitica foi cerca de 80 % para o veneno de B. jararaca e B.
jararacussu. Apesar do extrato da planta S. brasiliensis na propor¢ao 1:10 ter inibido
70 % a atividade proteolitica do veneno de B. jararacussu, ndao ha diferenca
consideravel (Figura 18). O extrato da planta na auséncia do veneno de B. jararaca e B.
jararacussu nao foi capaz de hidrolisar a azocaseina e, portanto, ndo tem atividade

proteolitica (dados ndo mostrados).
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Figura 18: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na protedlise induzida por B. jararaca e B.
jararacussu.

O extrato da planta S. brasiliensis (SB) foi incubado com o veneno (V) de B. jararaca (4,8
ug/mL) e B. jararacussu (7,8 pg/mL) na propor¢do de 1:5 e 1:10 (veneno:planta, p/p) por
30min a 25 °C, e, em seguida, a atividade proteolitica foi realizada como descrito no método.
Os resultados expressam a média + SEM de trés experimentos individuais (n=6).
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4.4. ATIVIDADE HEMOLITICA DO VENENO DE B. jararaca

O veneno de B. jararaca (0,65 pg/mL - 3,9 ug/mL) foi capaz de provocar
hemdlise em eritrécitos humanos de maneira concentragdao-dependente (Figura 19). A
concentra¢do de veneno (ug/mL) que causou 70 — 80% de lise na suspensdo de
hemacias foi chamada de concentracdo minima hemolitica indireta (CMHI), que foi de
aproximadamente 3,9 pg/mL. Esta CMHI foi usada nos experimentos de inibigdo, que

sera mostrada no préximo tépico (4.4.1).

A atividade hemolitica ndo foi avaliada para o veneno de B. jararacussu, pois este
veneno possui uma baixa atividade hemolitica, e necessitaria de uma grande

guantidade veneno de B. jararacussu para a realizagdao deste ensaio.
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Figura 19: Atividade hemolitica do veneno de B. jararaca.

Diferentes concentrag¢bes (0,65 pg/mL — 3,9 ug/mL) do veneno de B. jararaca foram

adicionadas ao meio reacional e a hemdlise (%) mensurada como descrito em métodos.
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4.4.1. EFEITO DA PLANTA S. brasiliensis NA ATIVIDADE HEMOLITICA DO VENENO DE

B. jararaca

O extrato da planta S. brasiliensis nas propor¢coes de 1:5 ou 1:10
(veneno:extrato, p/p) ou salina (controle positivo) foi incubado com 1 (uma) CMHI do
veneno de B. jararaca (3,9 pug/mL) por 30min a 25 °C, e, em seguida, a atividade
hemolitica foi realizada. O extrato da planta foi eficaz em inibir a hemdlise causada
pelo veneno de B. jararaca em aproximadamente 70 e 40 % nas proporc¢des 1:5 ou

1:10, respectivamente (Figura 20).
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Figura 20: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na hemdlise causada pelo veneno de B.
jararaca.

O extrato da planta S. brasiliensis (SB) foi incubado com veneno (V) de B. jararaca (3,9
pg/mL) na proporcdo de 1:5 e 1:10 (p/p) por 30min a 25 °C, e em seguida atividade hemolitica
realizada. Os resultados estdo mostrados como % inibigdo da hemdlise e expressam a média
SEM de trés experimentos individuais (n=6).
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4.5. ATIVIDADE HEMORRAGICA DO VENENO DE B. jararaca e B. jararacussu

A injecao subcutanea (s.c.) do veneno de B. jararaca e B. jararacussu no
abdémen de camundongos causou uma hemorragia na pele dos animais (Figura 21). A
dose de veneno (ug/animal) capaz de formar um halo hemorragico de
aproximadamente 10 milimetros (mm) foi designada como dose minima hemorragica
(DMH), que foi de 11 pg/animal para o veneno de B. jararaca e 15 pg/animal para B.
jararacussu. A curva dose-resposta ndo foi realizada neste ensaio com intuito de
reduzir o nUmero de animais neste experimento em observancia ao principio dos 3Rs
no uso de animais de experimentacdo (reducdo, refinamento e substituicdo),
principalmente no item: reducdo. A dose de veneno utilizada estd em acordo com
resultados prévios do LAVENOTOXI para esta atividade. A figura 21 mostra uma foto
ilustrativa da hemorragia causada pela inje¢do s.c (subcutanea) do veneno de B.
jararaca (Figura 21, painel A) e B. jararacussu (Figura 21, painel B). A inje¢do de salina

na auséncia do veneno nado provocou hemorragia nos animais (Figura 21, painel C).

Figura 21: Fotos ilustrativas da hemorragia causada pelo veneno de B. jararaca ou B.

jararacussu.

A= veneno de B. jararaca (22 pg/animal); B= veneno de B. jararacussu (30

ug/animal); C=salina
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4.5.1. EFEITO DA PLANTA S. brasiliensis NA ATIVIDADE HEMORRAGICA DO VENENO
DE B. jararaca e B. jararacussu NO PROTOCOLO DE INCUBAGCAO

Em seguida, 2 (duas) DMH do veneno de B. jararaca (22 pg/animal) e B.
jararacussu (30 pg/animal) foram incubadas com salina (controle positivo) ou com o
extrato da planta S. brasiliensis na proporc¢do de 1:5 ou 1:10 (veneno:planta, p/p) por
30min a 25 °C, e uma aliquota de 100 uL desta mistura foi injetada s.c. nos animais e o
halo hemorragico mensurado. Como observado na figura 22, o extrato da planta S.
brasiliensis na proporgao de 1:5 inibiu cerca de 70 e 85 % a hemorragia causada pelo
veneno de B. jararaca e B. jararacussu, respectivamente. Entretanto, ndo ha diferenca
significativa para ambos os venenos nesta propor¢ao. Na proporcado de 1:10, o extrato
inibiu 77 % a hemorragia causada pelo veneno de B. jararaca, mas que também ndo
difere consideravelmente do percentual de inibicdo na proporcdo 1:5. Contudo, na
proporgdo 1:10, o extrato da planta S. brasiliensis inibiu 100 % a hemorragia causada
pelo veneno de B. jararacussu (Figura 22). A injecao do extrato da planta S. brasiliensis
(300 pg/mL) na auséncia do veneno de B. jararaca ou B. jararacussu nao induziu

hemorragia nos animais (dados ndo mostrados).
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Figura 22: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na hemorragia induzida por B. jararaca e B.
jararacussu no protocolo de incubagao.

O extrato da planta S. brasiliensis (SB) foi incubado com veneno (V) de B. jararaca (22
pg/animal) e B. jararacussu (30 pg/animal) na proporg¢do de 1:5 ou 1:10 por 30min a 25°C. Em
seguida, uma aliquota da mistura foi injetada s.c. nos animais e, a atividade hemorragia
avaliada e o percentual de inibicdo da hemorragia foi obtido e mostrado no grafico. Os
resultados expressam a média + SEM de trés experimentos individuais (n=6).
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4.5.2. EFEITO DA PLANTA S. brasiliensis NA ATIVIDADE HEMORRAGICA DO VENENO
DE B. jararaca e B. jararacussu NO PROTOCOLO DE TRATAMENTO

O veneno de B. jararaca (22 pg/animal) e B. jararacussu (30 pg/animal) foi
injetado por via s.c. no abdéomen dos camundongos, e apdés 30min, salina (controle
positivo) ou o extrato da planta S. brasiliensis (300 pg/animal) foi administrado por via
s.c., oral ou i.v.. Em seguida, a atividade hemorragica foi avaliada, como descrito em
método. Como podemos observar na figura 23, quando administrado por via s.c. ou
i.v., 0 extrato da planta reduziu a hemorragia provocada pelo veneno de B. jararacussu
em torno de 60 %. Enquanto que, na administracdo do extrato da planta por via oral, a

inibicdo da hemorragia causada pelo veneno de B. jararacussu foi de 30 %.

Por outro lado, o extrato da planta neste protocolo e nestas vias de
administracdo foi capaz de inibir menos a hemorragia causada pelo veneno de B.
jararaca. Na administragdo oral da planta, a inibigdo foi de 2 % e 12 % para as vias de
administracdo s.c. ou i.v. (Figura 23). Dessa forma, podemos considerar que a
administracdo do extrato da planta 30min apds a injecdo dos venenos (protocolo
tratamento) reduziu a atividade hemorrdgica causada pelo veneno de B. jararacussu

de forma mais eficaz do que a hemorragia induzida pelo veneno de B. jararaca.
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Figura 23: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na hemorragia induzida pelo veneno de B.
jararaca e B. jararacussu no protocolo de tratamento.

O veneno de B. jararaca (22 pg/animal) e B. jararacussu (30 pg/animal) foi administrado
por via s.c. no abdémen dos camundongos, e, 30min depois, o extrato da planta S. brasiliensis,
na proporg¢do 1:10 (veneno:planta, p/p) foi administrado por via subcutadnea (s.c.), oral ou
intravenosa (i.v.). Em seguida, a atividade hemorragica foi avaliada e o percentual de inibicdo
mensurado. Os resultados expressam a média + SEM de dois experimentos individuais (n=6).
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O extrato da planta S. brasiliensis foi capaz de inibir a atividade hemorragica
causada pelo veneno de B. jararaca e B. jararacussu nos protocolos experimentais,
incubacdo e tratamento (Figuras 22 e 23). E, em todos esses protocolos, apenas uma
Unica injecdao da planta nos animais foi feita. Portanto, em outra abordagem
experimental, o efeito de S. brasiliensis em inibir a atividade hemorragica do veneno
de B. jararaca e B. jararacussu foi investigado através de duas inje¢des sucessivas da
planta, e comparado com o efeito da planta quando apenas uma Unica injecdo foi
realizada (Figura 24). No primeiro grupo (grupo 1), o veneno de B. jararaca (22 pg/mL)
e B. jararacussu (30 pug/mL) foi injetado por via s.c., e depois de 30min, a planta de S.
brasiliensis (220 pg/mL e 300 pg/mL, que representa uma relacdo de 1:10
veneno:planta) foi injetada por via s.c. nos camundongos no mesmo local de injegao
do veneno (Figura 24). No segundo grupo (grupo 2), os animais receberam injecdo s.c.
do veneno de B. jararaca e B. jararacussu, e 30min depois, a primeira inje¢ao da planta
foi realizada e 30min depois, a segunda injecdo da planta. E, dessa forma, entdo, duas
injecoes da planta foram realizadas e com 30min de intervalo entre uma e outra. De
acordo com a figura 24, no grupo que recebeu apenas uma injecdo da planta (grupo 1),
o extrato da planta inibiu a hemorragia em 49 % para o veneno de B. jararaca e 64 %
para B. jararacussu. E, no grupo 2, o extrato da planta inibiu 85 e 100 % a hemorragia
causada pelo veneno de B. jararaca e B. jararacussu, respectivamente (Figura 24). Vale
ressaltar que este protocolo foi diferente daquele denominado protocolo de incubacgdo
em um ponto, que foi o periodo total do experimento. Neste experimento, o tempo
total foi de 6h, ou seja, apds 6h da injecdao do veneno de B. jararaca e B. jararacussu,
os animais foram sacrificados. E, no protocolo de incubacdo (ver figura 22), o periodo
total do experimento foi de 2h, ou seja, os animais foram sacrificados apds 2h da

injecdo do veneno.

54



Portanto, no grupo 2, os resultados foram mais promissores, ou seja, a planta
inibiu totalmente a hemorragia causada pelo veneno de B. jararacussu (Figura 24).
Analisando a dindmica empregada neste protocolo, podemos ter em vista a
importancia de um reforco da injecdo da planta, pois os resultados foram mais

satisfatorios quando realizada duas inje¢Oes da planta S. brasiliensis.
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Figura 24: Efeito do extrato de S. brasiliensis na hemorragia causada pelos venenos de B.
jararaca e B. jararacussu.

O veneno de B. jararaca (22 pg/animal) e B. jararacussu (30 pg/animal) foi injetado por
via subcutanea (s.c.) nos camundongos e 30min depois, o extrato da planta S. brasiliensis (220
ug/mL para B. jararaca e 300 ug/mL para B. jararacussu) foi administrado s.c. no mesmo local
da injecdo do veneno (Grupo 1). No grupo 2, uma segunda injecdo do extrato da planta foi
realizada 30min apds a primeira administracdo da planta. E, apds 6h da injecdo do veneno, os
animais foram sacrificados e a atividade hemorragica realizada como descrita em métodos. Os
resultados expressam a média + SEM de dois experimentos individuais (n=6).
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A figura 25 apresenta fotografias do halo hemorragico causado pela injecdo s.c.
do veneno de B. jararaca e B. jararacussu e o efeito da planta S. brasiliensis nesta
atividade hemorragica. Estas fotos sdo complementares aos resultados mostrados na
figura 21. Ressaltando que o tempo total do experimento do protocolo da figura 23 foi
de 6h. Como mostrado na figura 21, a inje¢do do veneno de B. jararaca (A) e B.
jararacussu (B) produziu uma intensa hemorragia no local da inje¢do. A hemorragia
causada pelo veneno de B. jararaca e B. jararacussu foi reduzida pela injecdo Unica da
planta (grupo 1), apdés 30min da inje¢do do veneno de B. jararaca (C) e B. jararacussu
(D), e que esta inibicdo foi mais eficaz na hemorragia causada pelo veneno de B.
jararacussu. O mesmo fenémeno foi visto para a hemorragia causada pelo veneno de
B. jararaca e B. jararacussu, na qual ndo se observou formacdo do halo hemorragico
(Figura 25, grupo 2, painéis E ou F). Nesta foto, observam-se somente dois furos na
pele dos camundongos referentes a injecdo da planta. De fato, o extrato aquoso de S.
brasiliensis foi capaz de reduzir a hemorragia causada pelo veneno de B. jararaca e B.

jararacussu (Figura 25).

Este resultado é extremamente motivador, pois a hemorragia causada pelo
veneno de B. jararacussu e B. jararaca, que sao serpentes de interesse clinico no Brasil
foi totalmente inibida através da injecdo repetida (duas injecbes) da planta e com
intervalo de 30min. Entretanto, com apenas uma Unica inje¢ao da planta a inibigdo foi
de 50 e 64 %, respectivamente. Como observado nas fotos, os animais controles de
envenenamento (controle positivo), receberam injecdo s.c. do veneno de B. jararaca e
B. jararacussu, e 30min depois, a injecdo de salina (Figura 25). E, dessa forma, entdo,
houve uma intensa hemorragia no local da injecdo. Por outro lado, a injecdo da planta
ou salina na auséncia do veneno ndao provocou hemorragia nos animais (Figura 25,

painéis G ou H).
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Figura 25: Efeito do extrato aquoso da planta S. brasiliensis na hemorragia induzida pelo
veneno de B. jararaca e B. jararacussu no protocolo de tratamento.

Grupo positivo 6h: O veneno de B. jararaca (A) e B. jararacussu (B) foi injetado
por via s.c. e 6h depois, os camundongos foram eutanasiados. Grupo com 1 inje¢do: O
veneno de B. jararaca (C) e B. jararacussu (D) foi injetado por via s.c., e o extrato
aquoso de S. brasiliensis foi administrada por via s.c. (no mesmo local do veneno)
30min mais tarde. Apds 6h da injecdo do veneno, os camundongos foram sacrificados.
Grupo com 2 inje¢es: O veneno de B. jararaca (E) e B. jararacussu (F) foi injetado por
via s.c. e, em seguida, duas inje¢cdes do extrato foram realizadas por via s.c. (no mesmo
local do veneno) com intervalo de 30min entre cada uma das injecdes. Apds 6h da
injecdo do veneno, os camundongos foram eutanasiados. Controle negativo: O extrato
aquoso de S. brasiliensis (G) ou salina (H), na auséncia do veneno, foi administrado por
via s.c. Apds 6h, os camundongos foram eutanasiados.
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4.6. EFEITO DA PLANTA S. brasiliensis NA ATIVIDADE EDEMATOGENICA DO VENENO
DE B. jararaca e B. jararacussu NO PROTOCOLO DE INCUBAGCAO

O veneno de B. jararaca (11 pg/animal) e B. jararacussu (15 pg/animal) foi
incubado com salina (controle positivo) ou com o extrato da planta S. brasiliensis na
propor¢do 1:5 ou 1:10 (veneno:planta, p/p) por 30min a 25 °C. Em seguida, 50 L de
cada mistura foram injetados i.d. na pata esquerda e direita dos camundongos,
respectivamente, e a atividade edematogénica foi avaliada. Como observado na figura
26, o extrato da planta S. brasiliensis na propor¢do de 1:5 (veneno:extrato, p/p) foi
capaz de inibir cerca de 45 e 65 % o edema causado pelo veneno de B. jararaca e B.
jararacussu, respectivamente. Na proporg¢do de 1:10 (veneno:extrato, p/p), o extrato
de S. brasiliensis inibiu em cerca de 55 e 70 % a formacdo do edema, respectivamente
(Figura 26). Além disso, o percentual de inibicao do extrato da planta sobre o veneno
de B. jararacussu ndo apresentou diferenca consideravel nas duas proporgdes, 1:5 ou
1:10 (Figura 26). A injegdo i.d. isoladamente do extrato da planta S. brasiliensis (200
pug/mL) na pata dos camundongos ndo provocou edema nos animais (dados ndo
mostrados). Sendo assim, o extrato da planta ndo apresentou atividade

edematogénica.
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Figura 26: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis no edema induzido por B. jararaca e B.
jararacussu.

O extrato da planta S. brasiliensis (SB) foi incubado com veneno de B. jararaca (11
ug/animal) e B. jararacussu (15 ug/animal) na proporgdo de 1:5 e 1:10 (veneno:planta, p/p),
por 30min a 25 °C. Em seguida, a atividade edematogénica foi avaliada, e resultado mostrado
como % inibicdo do edema. Os resultados expressam a média + SEM de trés experimentos
individuais (n=6).
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4.6.1. EFEITO DA PLANTA S. brasiliensis NA ATIVIDADE EDEMATOGENICA DO
VENENO DE B. jararaca e B. jararacussu NO PROTOCOLO DE TRATAMENTO

O veneno de B. jararaca (11 pg/animal) e B. jararacussu (15 pg/animal) foi
injetado i.d. na regido subplantar da pata direita dos camundongos, e 30min mais
tarde, o extrato da planta S. brasiliensis foi administrado nos mesmos animais por
diferentes vias: i.d., oral ou i.v. E, em seguida, a atividade edematogénica foi avaliada,
como descrito em métodos. Os resultados obtidos estdo demonstrados na figura 27. O
extrato da planta quando administrado por via i.d. ou i.v. obteve os maiores
percentuais de inibicdo desta atividade, principalmente para o veneno de B. jararaca,
sendo em torno de 26 e 20 %, respectivamente. Em contrapartida, a administragdo do
extrato da planta administrado por via oral ndo reduziu o edema causado pelo veneno
de B. jararaca e B. jararacussu (Figura 27). Para o edema causado pelo veneno de B.
jararacussu, o extrato da planta administrada por via i.v. inibiu a forma¢ao do edema
em a 8 %. Dessa forma, parece que o percentual de inibicdo da planta no edema
causado pelo veneno de B. jararaca é similar e em torno de 20 % nas vias de
administracdo i.d. e i.v. Portanto, a administracdo do extrato da planta S. brasiliensis
pela via i.d. ou i.v. inibiu de forma mais eficaz o edema causado pelo veneno de B.

jararaca do que aquele causado pelo veneno de B. jararacussu (Figura 27).
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Figura 27: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na atividade edematogénica induzida pelo
veneno de B. jararaca e B. jararacussu no protocolo de tratamento.

O veneno de B. jararaca (11 pg/animal) e B. jararacussu (15 pg/animal) foi administrado
na pata dos camundongos, e 30min depois, o extrato da planta foi administrado por via
intradérmica (i.d.), oral ou intravenosa (i.v.), na proporcdo veneno:planta de 1:10 (p/p). Em
seguida, a atividade edematogénica foi avaliada, como descrito em métodos. Os resultados
expressam o percentual de inibicdo da média + SEM (n = 9).

59



4.7. EFEITO DA PLANTA S. brasiliensis NA ATIVIDADE LETAL DO VENENO DE B.
jararaca e B. jararacussu NO PROTOCOLO DE INCUBAGCAO

A injecdo i.p. do veneno de B. jararaca (58 pg/animal) e B. jararacussu (75
pg/animal) incubado com salina (controle positivo) levou os animais a ébito em cerca
de 70min (Tabela 1). Quando esta dose de veneno de B. jararaca foi incubada com o
extrato de S. brasiliensis nas proporg¢des 1:5 ou 1:10 (veneno:planta, p/p), observou-se
gue o extrato da planta impediu que os animais fossem a 6bito durante o tempo
maximo de observacdo do experimento, que foi de 300min (Tabela 1). Apds este

tempo de observacado, os animais foram eutanasiados.

Para o veneno de B. jararacussu, na propor¢do de 1:5 (veneno:planta, p/p), o
extrato de S. brasiliensis foi capaz de impedir o dbito dos camundongos até 120min de
apos a injecdo da mistura (veneno de B. jararacussu + planta). Entretanto, na
propor¢do de 1:10 (veneno:planta, p/p), o extrato de S. brasiliensis foi capaz de
proteger os animais do ébito até 300min, que foi o tempo maximo de observacao
(Tabela 1). A injecdo i.p. do extrato de S. brasiliensis (750 pg/animal) ou salina ndo foi

capaz de provocar morte dos animais em até 300min de observacao.

Tabela 1: Efeito do extrato da planta S. brasiliensis na letalidade causada pelo veneno de B.
jararaca e B. jararacussu.

Tempo de sobrevivéncia

Grupos (min)
B. jararaca + salina 68+ 0,3
B. jararaca + extrato (1:5) 300+0,4*%
B. jararaca + extrato (1:10) 300+ 0,2*
B. jararacussu + salina 72£0,1*
B. jararacussu + extrato (1:5) 120+ 0,5*
B. jararacussu + extrato (1:10) 300+0,2%*

0 veneno de B. jararaca (58 pg/animal) e B. jararacussu (75 pg/animal) foi incubado
com salina (controle positivo) ou o extrato da planta S. brasiliensis na proporg¢édo de 1:5 ou 1:10
(veneno:planta, p/p), por 30min a 25 °C. Em seguida, a mistura foi injetada i.p. nos animais e, o
tempo de sobrevivéncia foi monitorado. Os resultados expressam a média + SEM (n=9). *,
significa que p<0,05 quando comparado ao controle (B. jararaca ou B. jararacussu + salina). O
tempo maximo de sobrevivéncia dos camundongos foi de 300min, e aqueles animais que nao
foram a ébito foram eutanasiados.
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4.7.1. EFEITO DA PLANTA S. brasiliensis NA ATIVIDADE LETAL DO VENENO DE B.
jararaca e B. jararacussu NO PROTOCOLO DE TRATAMENTO

Os camundongos que receberam a injecdo do veneno de B. jararaca (58
ug/animal) e B. jararacussu (75 pg/animal) por via i.p. e em seguida, administragdo de
salina (controle positivo) morreram em 65 e 68min, respectivamente (Tabela 2). E,
quando o veneno de B. jararaca e B. jararacussu foi injetado nos animais, e 30 min
depois, o extrato da planta (580 ou 750 pg/animal, que corresponde a relacdo
veneno:planta de 1:10) foi administrado i.p. ou por via i.v., os camundongos
sobreviveram até 300min, que foi o tempo maximo de observagao deste experimento
(Tabela 2). Em compensac¢do, quando o extrato foi administrado por via oral 30min
apos a injecao dos venenos de B. jararaca e B. jararacussu, os camundongos morreram
em cerca de 138 e 98min, respectivamente. Ressaltando que, apds a injecdo de todas
as amostras, o tempo maximo de sobrevivéncia observado nesta atividade foi de
300min, e, que, apds este tempo, os camundongos foram eutanasiados. Os animais
que receberam apenas o extrato da planta S. brasiliensis ou salina ndo morreram até
300min de observacdo. Sendo assim, podemos observar que a administracdo do
extrato da planta neste protocolo de tratamento por via i.v. ou i.p. foi mais eficiente

em comparacado a administracdo da planta por via oral.

Tabela 2: Efeito do extrato de S. brasiliensis na letalidade induzida pelos venenos de B.
jararaca e B. jararacussu.

Tempo de Tempo de Tempo de
Grupos sobrevida (min) sobrevida (min) sobrevida (min)
i.p. Oral i.v.
B. jararaca + salina 65+0,3 65+0,3 65+0,3
(controle positivo)
B. jararaca + extrato 300 +0,2* 138 +0,1* 300 +0,2*
B. jararacussu + salina 68 +0,3 68 +0,3 68 +0,3
(controle positivo)
B. jararacussu + extrato 300 +0,2* 98 +0,1* 300 +0,4*

O veneno de B. jararaca (58 pg/animal) e B. jararacussu (75 pg/animal) foi injetado por
via intraperitoneal nos camundongos, e 30min depois, salina ou o extrato da planta S.
brasiliensis (580 pg/animal ou 750 pg/animal) foi administrado por via i.p. (no mesmo local da
injecdo do veneno), via oral ou intravenosa (i.v.), e o tempo de sobrevivéncia (em min) dos
animais foi monitorado. Os resultados expressam a média + SEM de dois experimentos
individuais (n = 6). *, significa que p<0,05 quando comparado ao controle positivo (B. jararaca
ou B. jararacussu + salina).
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CAPITULO Il

(DERIVADOS SINTETICOS)

Este capitulo descreve o efeito de 10 moléculas derivadas do 1,2,3-triazol em
inibir certas atividades toxicas in vitro (coagulante, proteolitica e hemolitica) e in vivo
(hemorrégica, edema e letal) causadas pelo veneno de B. jararaca no protocolo de
incubacdo. Para o ensaio de hemorragia, o efeito de dois derivados foi analisado
através dos protocolos de tratamento e prevencao. A eficacia dos derivados sintéticos
na neutralizacdo da atividade hemorragica do veneno de B. jararaca também fora

avaliada em conjunto com o soro antibotrépico.

Além disso, a toxicidade dos 10 derivados sintéticos foi analisada e parametros

farmacocinéticos através de ferramenta in silico.

Estes resultados foram publicados no periédico “Zeitschrift fiir Naturforschung

C, Journal of Biosciences”. 2022; 29;77(11-12):459-471. doi: 10.1515/znc-2022-0010.
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4.8. EFEITO DOS DERIVADOS SINTETICOS 1,2,3-TRIAZOL NA ATIVIDADE COAGULANTE
DO VENENO DE B. jararaca

O veneno de B. jararaca (37 pg/mL) coagulou o plasma ou fibrinogénio em
aproximadamente 60 segundos, e esta quantidade de veneno foi designada como
concentra¢do minima coagulante (CMC). Uma CMC (37 ug/mL) foi incubada com salina
ou DMSO (controle positivo) ou com 370 pg/mL dos derivados sintéticos (AM001 —
AMO010) por 30min a 25°C. Em seguida, uma aliquota desta mistura foi adicionada ao
plasma ou fibrinogénio e a coagulagao foi monitorada, como descrito em métodos.
Conforme mostrado na figura 28A, os derivados sintéticos AM001, AM002, AMO003,
AMO05, AMO006 ou AMOO09 prolongaram significativamente a coagulagao do plasma
causada pelo veneno de B. jararaca. E, a figura 28B mostra que o derivado sintético
AMO10 inibiu significativamente a atividade coagulante do fibrinogénio provocada
pelo veneno de B. jararaca. Como controle negativo, os derivados sintéticos ou
solventes (salina ou DMSQ) isoladamente ndo promoveram a coagulacdo do plasma ou

fibrinogénio (dados ndo mostrados).
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Figura 28: Efeito dos derivados 1,2,3-triazol na coagulacdo do plasma ou fibrinogénio induzida
pelo veneno de B. jararaca.

O veneno (V) de B. jararaca (37 pg/mL) foi incubado por 30min a 25 °C com NaCl, DMSO
ou com 370 pg/mL dos 10 derivados sintéticos (AM001 — AM010). Em seguida, a mistura foi
adicionada ao plasma (A) ou fibrinogénio (B), e a coagulagdo foi monitorada, como descrito em
método. Os resultados expressam a média + SEM (n=6). *, significa p<0,05 quando comparado
com V+NaCl ou V+DMSO. V= veneno
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4.9. EFEITO DOS DERIVADOS SINTETICOS 1,2,3-TRIAZOL NA ATIVIDADE
PROTEOLITICA E HEMOLITICA DO VENENO DE B. jararaca

Como determinado em experimentos anteriores do capitulo |, a CMHI e CE do
veneno de B. jararaca foi de 4,8 (Figura 19) e 3,9 ug/mL (Figura 17), respectivamente.
E, essas concentracdes do veneno de B. jararaca foram incubadas com os derivados
sintéticos AM001 — AMO010 na proporg¢ado veneno:derivado de 1:10 (p/p) por 30min a
25 °C. O percentual de inibicdo dos derivados nas atividades hemolitica e proteolitica
esta mostrado na figura 29. Os derivados AM002 e AMOO5 inibiram 10 e 20 % a
protedlise e hemodlise causada pelo veneno de B. jararaca, respectivamente (Figura
29). E, o AMO10 inibiu cerca de 27 e 10 % a hemdlise e protedlise. Os derivados
AMO002, AMO004, AM006, AM0O08 e AMO10 inibiram a atividade hemolitica de B.
jararaca entre 10 e 25 %. E, somente o AMO0O0?2 inibiu a atividade proteolitica em 10 %.
Os derivados sintéticos AM003, AM007 ou AMO008 nao foram capazes de inibir ambas
estas atividades de forma significativa (Figura 29), com percentuais de inibicdo
menores do que 5 %. Os derivados sintéticos na auséncia do veneno de B. jararaca nao

induziram protedlise ou hemolise (dados ndo mostrados).
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Figura 29: Efeito dos derivados 1,2,3-triazol nas atividades proteolitica e hemolitica
causada pelo veneno de B. jararaca.

Os 10 derivados (AM001 — AMO010) foram incubados com veneno de B. jararaca na
proporc¢do de 1:10, veneno:derivado (p/p). Em seguida, as atividades proteolitica e hemolitica
foram avaliadas e as porcentagens de inibicdo das atividades proteolitica (colunas pretas) e
hemolitica (colunas brancas) foram determinadas. Os resultados expressam a média + SEM
(n=6). V =veneno
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4.10. EFEITO DOS DERIVADOS SINTETICOS 1,2,3-TRIAZOL NA ATIVIDADE

HEMORRAGICA E EDEMATOGENICA DO VENENO DE B. jararaca NO PROTOCOLO DE
INCUBACAO

Os derivados 1,2,3-triazéis inibiram a hemorragia e o edema induzido pelo
veneno de B. jararaca (22 pg/mL e 11 pg/mL, respectivamente). O derivado AM006
inibiu 42 % a hemorragia (Figura 30). Além disso, os derivados AM005, AM007 ou
AMOO08 foram capazes de inibir em aproximadamente 15 % o edema (Figura 30). Por
outro lado, os derivados AM004, AM008 ou AMO009 ndo foram capazes de inibir a
hemorragia, e o derivado AM002 n3o foi eficiente em impedir a formacdo do edema.
Os derivados 1,2,3-triazéis isoladamente, ou seja, na auséncia do veneno de B.

jararaca (controle negativo) ndo foram capazes de promover hemorragia ou induzir

edema (dados nao mostrados).
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Figura 30 Efeito dos derivados 1,2,3-triazéis na hemorragia e edema induzidos pelo veneno de
B. jararaca.

Os dez derivados (AM001 — AMO010) foram incubados com veneno (V) de B. jararaca na
propor¢cdo de 1:10, veneno:derivado (p/p). Em seguida, as misturas foram injetadas nos
camundongos e as atividades hemorragica (colunas pretas) e edematogénica (colunas brancas)
foram analisadas. Os resultados expressam a média + SEM (n=6).
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4.10.1. EFEITO DOS DERIVADOS SINTETICOS 1,2,3-TRIAZOL NA ATIVIDADE
HEMORRAGICA DO VENENO DE B. jararaca NO PROTOCOLO DE TRATAMENTO

A figura 31 mostra o efeito somente dos derivados AM006 ou AMO010 na
hemorragia causada pelo veneno de B. jararaca através do protocolo de tratamento,
gue consistiu na injecdao do veneno, e em seguida, a administracdo do derivado. Estes
derivados AM006 e AMO010 foram selecionadas para este protocolo, devido aos seus
resultados satisfatérios no protocolo de incubacdo nas atividades tdxicas in vitro e in
vivo. Neste protocolo de tratamento, os animais receberam inje¢do s.c. do veneno de
B. jararaca (22 pg/animal), e, apds 10min, os derivados foram injetados s.c. no mesmo
local de injecdo do veneno (Figura 31, coluna preta, grupo Il). Neste procedimento, o
derivado AMOO6 inibiu 6 % a hemorragia; enquanto que o AM010 ndo foi capaz de
inibir a hemorragia (Figura 31, coluna branca, grupo Il). No grupo |, o derivado AM006
ou AMO010 foi incubado previamente com o soro antibotrépico por 30min a 25 °C, e em
seguida, uma aliquota desta mistura foi administrada nos animais e a hemorragia
analisada (Figura 31, grupo 1). Neste protocolo, o derivado AMOO06 inibiu 90 % e o
AMO010, 100 % a hemorragia causada pelo veneno de B. jararaca (Figura 31, grupo |).
No grupo lll, os derivados foram injetados por via s.c. e o soro antibotrépico por via i.v.
E, neste caso, nenhum dos derivados foi eficiente em inibir a hemorragia causada pelo
veneno de B. jararaca (Figura 31, grupo lll). No grupo experimental 1V, o veneno foi
injetado nos animais e, apés 10min, os derivados previamente incubados com o soro
antibotrdpico por 30min a 25 °C foram injetados s.c.. Os derivados AM006 e AMO010
reduziram a hemorragia em 25 e 90 %, respectivamente neste grupo experimental

(Figura 31, grupo V).
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Figura 31: Efeito dos derivados 1,2,3 triazol AM006 ou AM010 em conjunto com 0 soro
antibotrdpico na hemorragia induzida pelo veneno de B. jararaca.

Protocolo de incubacgdo - Grupo |, os 10 derivados AM006 ou AM010 (220 pg/mL) foram
incubados por 30min com veneno de B. jararaca (22 ug/mL) e soro antibotrépico. Em seguida,
a mistura foi injetada por via subcutdnea (s.c.) na pele dos abdomens dos camundongos.
Protocolo de tratamento - Grupo Il, o veneno de B. jararaca foi injetado s.c., e apds 10min, os
derivados AM006 ou AM010 foram administrados por via s.c. e no mesmo local de inje¢do do
veneno. Grupo lll, o veneno de B. jararaca foi injetado por via s.c. e, apds 10min, os derivados
sintéticos foram administrados por via s.c. e o soro antibotrépico por via intravenosa. Grupo
IV, o veneno de B. jararaca foi injetado por via s.c., e apds 10min, os derivados previamente
incubados com soro antibotrdopico foram administrados por via s.c. (no mesmo local do
veneno). Os resultados expressam a média £ SEM (n=6).
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4.10.2 EFEITO DOS DERIVADOS SINTETICOS 1,2,3-TRIAZOL NA ATIVIDADE
HEMORRAGICA DO VENENO DE B. jararaca NO PROTOCOLO DE PREVENGAO

Neste protocolo, o derivado AM006 ou AMO010 (220 pg/animal) ou solventes
foram administrados nos animais por via s.c., e 10min depois, o veneno de B. jararaca
(22 pg/animal) foi injetado pela mesma via e no mesmo local de inje¢do dos derivados.
O derivado AMO006 ou AMO010 inibiu 68 e 85 % a hemorragia causada pelo veneno de
B. jararaca (Figura 32). Entretanto, ndo ha diferenca significative entre os dois
percentuais de inibicdo. Os animais que receberam a injecdao dos derivados ou

solventes na auséncia do veneno ndao houve hemorragia (dados ndo mostrados).
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Figura 32: Efeito dos derivados AM006 ou AM010 na hemorragia induzida pelo veneno de B.
jararaca no protocolo de prevencgao.

Os 10 derivados AM006 ou AMO010 (220 pg/animal) foram injetados por via s.c. nos
camundongos; e 10min depois, o veneno de B. jararaca (22 ug/mL) foi injetado por via s.c. e
no mesmo local da injecdo dos derivados. Em seguida, a atividade hemorragica foi analisada,
conforme método. Os resultados expressam a média + SEM (n=6).
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4.11. EFEITO DOS DERIVADOS SINTETICOS 1,2,3-TRIAZOL NA ATIVIDADE LETAL DO
VENENO DE B. jararaca NO PROTOCOLO DE INCUBAGAO

Os camundongos injetados com veneno de B. jararaca (58 pg/animal) morreram
em cerca de 100min (Tabela 3, B. jararaca + salina — controle positivo). Quando o
veneno de B. jararaca foi incubado com o derivado AM010, na proporgdao de 1:10
(veneno:derivado, p/p), os camundongos sobreviveram até 300min (Tabela 3), que foi
o tempo maximo de observacdo. Além disso, os derivados AM003, AM004, AMO0O6,
AMO007 ou AMO008 também foram capazes de aumentar o tempo de sobrevivéncia dos
animais, em até 250min (Tabela 3). O derivado AMO009 ndo foi capaz de prevenir a
atividade letal causada pela injecdo do veneno de B. jararaca. O tempo maximo de
sobrevivéncia observado nesta atividade foi de 300min. Apds este tempo, os
camundongos que sobreviveram foram eutanasiados. Para o controle negativo, os
camundongos receberam a injecdo i.p. dos 10 derivados 1,2,3-triazdis ou solventes
(salina ou DMSO), na auséncia do veneno. E, em ambos os casos, os derivados ou

solventes ndo levaram nenhum animal a 6bito (dados ndo mostrados).

Tabela 3: Efeito dos 10 derivados 1,2,3-triazdis na atividade letal causada pelo veneno de B.
jararaca.

Grupos Tempo de sobrevivéncia (min)

B. jararaca + salina 100+ 0.2
B. jararaca + AM001 220+0.1*
B. jararaca + AM002 180+ 0.3*
B. jararaca + AM003 270 +£0.2*
B. jararaca + AM004 270+ 0.3*
B. jararaca + AM005 180 £ 0.6*
B. jararaca + AM006 260 +0.2*
B. jararaca + AM007 255 +0.3*
B. jararaca + AM008 280 +0.4*
B. jararaca + AM009 80+0.5

B. jararaca + AM010 300+0.1*

Os dez derivados (AM001 — AMO010) foram incubados com veneno de B. jararaca (58
ug/animal) por 30min a 25 °C, e, em seguida a mistura foi injetada i.p. nos animais e o tempo
de sobrevivéncia foi monitorado. Os resultados expressam a média + SEM (n=6). *, significa
que p<0,05 quando comparado ao controle positivo (B. jararaca + salina). O tempo maximo de
monitoramento dos animais foi de 300min, e, em seguida, os animais foram eutanasiados.
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4.12. TOXICIDADE DOS DERIVADOS SINTETICOS 1,2,3-TRIAZOL
4.12.1. ANALISE in vivo

A injecdo i.p. de dose Unica dos dez derivados (700 pg/animal) ou DMSO (0,9 %
v/v, concentragdo final) ndo promoveu morte nos camundongos durante 48 horas de
observacdo (dados ndo mostrados). Ao final deste periodo, os animais foram

eutanasiados.

4.12.2. ANALISE in silico

O perfil de toxicidade dos 10 derivados AMO001, AMO002, AMO003, AMO004,
AMOO05, AM006, AM007, AM008, AM009 ou AMO010 foi avaliado in silico utilizando a
ferramenta “online” AdmetSAR, e o resultado estd mostrado no quadro 3. Os
derivados apresentaram peso molecular entre 175.19 — 290.15, e dessa forma, todos
os derivados estdo no intervalo estabelecido neste critério de peso molecular (86-829
kDa), permeabilidade, difusdo e transporte através do sangue ou para dentro das
células. Todos os derivados obtiveram resultados positivos para os parametros:
Absorcdo Intestinal Humana (HIA), Barreira Hematoencefdlica (BBB) e permeabilidade
de células Caco-2 (Caco-2), ou seja, todos os derivados tém indicacdo de serem
absorvidos pelo trato gastrointestinal, podem atravessar a barreira hematoencefalica e
tém permeabilidade nas células de adenocarcinoma de célon humano (Caco-2). Todos
os 10 derivados 1,2,3-triazol obtiveram resultados negativos para o teste de Ames e
carcinogenicidade, ou seja, os derivados ndo apresentam mutagenicidade e potencial
carcinogénico. Além disso, os derivados sintéticos ndo apresentaram resultados
positivos para hepatotoxicidade, e dessa forma, ndo causariam danos ao figado, exceto
os derivados AMO005, AM008, AM009 ou AMO010, que apresentaram resultados
positivos (Quadro 3). Para o critério LogS (que indica solubilidade em agua), os 10
derivados sintéticos mostraram-se solUveis em agua, pois apresentaram valores > -5,0.
Ressalta-se que o valor de referéncia é > - 5,0. Para o critério AlogP (que indica
lipofilicidade), os 10 derivados apresentarem resultados entre -4 a + 8,33, ou seja,

todos os derivados apresentam caracteristica lipofilica, podendo atravessar as
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membranas bioldgicas do trato gastrointestinal permitindo assim uma absorc¢do destes

derivados se administrados por via oral (Quadro 3).

Quadro 3: Analise in silico dos derivados sintéticos (AM001 — AM010) através da ferramenta
AdmetSAR.

Derivado MW LogP LogS HIA Caco2 BBB Carcino Ames Hepato
AMO001 237.6 2.15 -3.54 + + + - - -
AMO002 272.1 2.80 -3.68 + + + - - -
AMO03 203.5 1.49 -2.43 + + + - - -
AMO04 217.7 1.80 -2.69 + + + - - -
AMO05 2379 215 -3.54 + + + - - +
AMO06 237.9 2.15 -3.68 + + + - - -
AMO007 259.9 1.66 -3.15 + + + - - -

|
AMO008 193.8 090 -2.23 + + + - - +
|
AMO009 1759 0.76 -1.26 + + + - - +
AMO10 290.5 4.24 -4.44 + + + - - +

MW = Molecular Weight (Peso Molecular); HIA = Human Intestinal Absorption (Absor¢do
Intestinal Humana); BBB = Blood Brain Barrier (Barreira Hematoencefalica); Carcino,
carninogeneicidade; Hepato, hepatotdxico; (+), positivo e (-), negativo.

Ferramente “on line” AdmetSAR versdo 2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/).
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Quadro 4: Resumo dos resultados do extrato da planta Schwartzia brasiliensis e dos dez
derivados 1,2,3-triazdis nas atividades coagulante, proteolitica, hemolitica, hemorragica,
edematogénica e letal no protocolo de incubacao.

ATIVIDADES (Protocolo de incubacdo)

in vitro

in vivo

Coagulante Proteoll'tica‘ Hemolitica

Hemorragia ‘ Edema ‘ Letal

PLANTA

SB + BJA (1:5) + 80% 66% 70% 38% | 300min

SB + BJA (1:10) + 81% 39% 77% 53% | 300min
SB + BJU (1:5) + 79% NT 85% 63% | 120min
SB + BJU (1:10) + 70% NT 100% 71% | 300min

DERIVADOS

AMO01 + BJA + 4% 9% 2% 4% | 220min

AMO002 + BJA + 10% 21% 3% 0% | 180min

AMO03 + BJA + 0% 3% 6% 14% | 270min

ANMO004 + BJA - 0% 15% 0% 10% | 270min

AMOO05 + BJA + 9% 17% 1% 15% | 180min

AMOO06 + BJA + 6% 8% 42% 4% | 260min

AMO07 + BJA - 4% 5% 1% 16% | 255min

AMO0S + BJA - 3% 3% 0% 14% | 280min

AMO09 + BJA + 4% 14% 0% 7% | 80min

AMO10 + BJA - 5% 27% 1% 10% | 300min

SB, S. brasiliensis; BIA, B. jararaca; BJU, B. jararacussu; (+) Prolongou tempo de coagulacdo; (-)
ndo prolongou tempo de coagulagdo. Os valores para as atividades proteolitica, hemolitica,
hemorragica e edematogénica estdo representados como percentual de inibicdo. A atividade
letal estd representada como tempo de sobrevivéncia em minutos. O tempo de sobrevivéncia
do controle positivo (veneno + salina ou veneno + DMSO) foi cerca de 60-70 min e ndo esta
mostrado no quadro. NT, Ndo Testado.
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5. DISCUSSAO

O acidente ofidico entrou para lista de Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs)
em 2009, por ser um importante problema de saude publica (BAGCCHI, 2015), mas em
2013 foi retirado, e em 2015 foi novamente incluido pela OMS. Entretanto, diferente
de outras DTNs, como doenga de Chagas, Dengue, a erradicagao do envenenamento
por picadas de serpentes é impossivel, pois as serpentes desempenham papel
importante no controle de roedores. O tratamento mundialmente utilizado para
acidentes ofidicos é feito através da administragdo da soroterapia (antiveneno)
(GUTIERREZ, 2002), que é eficaz contra o dbito, visto pela baixa letalidade destes
acidentes quando comparado ao numero de casos mundialmente relatados.
Entretanto, a soroterapia ndo é eficaz na reversdo dos efeitos locais, principalmente
para bloquear a destruicdo dos tecidos, o que invariavelmente leva a necrose,
deformidade ou em casos mais graves, a amputacdo do membro acometido pela
picada. Além disso, a soroterapia pode produzir efeitos adversos, como febre e choque
anafilatico, que podem chegar a 30% dos casos (SAAVEDRA et al., 2018; SCHESKE et al.,
2015; GUTIERREZ et al., 1998). Os antivenenos sdo usados ha mais de cem anos, mas
poucas modificacdes foram realizadas no processo de fabricacdo ao longo desse tempo
(LALLOO & THEAKSTON, 2003). Por este motivo é de grande importancia novos
estudos na procura por novas moléculas e/ou tratamento que possam auxiliar a
soroterapia, principalmente no bloqueio dos efeitos locais e sem produzir efeitos
colaterais.

Alguns trabalhos do nosso grupo de pesquisa, LAVENOTOXI demonstraram o
papel antiofidico das algas marinhas (DA SILVA et al., 2018), derivados sintéticos
(CAMPOQS et al., 2009; DOMINGOS et al., 2013; DA SILVA et al., 2020) e plantas (DA
SILVA et al., 2019). Na medicina tradicional em diversas partes do mundo, as plantas
vém sendo usadas como antivenenos (MORS et al., 2000); entretanto a validacdo
cientifica deste uso é pouco investigada, e ainda mais o desenvolvimento de um
fitoterapico como antiveneno com validacdo cientifica. Entdo, é neste contexto que o
presente trabalho buscou avaliar a capacidade da planta S. brasiliensis e de dez

moléculas obtidas por sintese organica derivadas do 1,2,3-triazol na inibicdo de
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algumas atividades toéxicas do veneno das serpentes B. jararaca e B. jararacussu, pois
sao espécies de serpentes responsaveis pela maior frequéncia de acidentes no Brasil e
em outros paises da América do Sul. As atividades estudadas sdo consideradas as mais
importantes nos efeitos toxicos observados no envenenamento. A planta S. brasiliensis
é usada para tratar doencas cardiovasculares (AGRA et al., 2007), mas o potencial
contra atividades téxicas de veneno de serpentes desta espécie ndo fora relatado
previamente na literatura, o que torna a prospecc¢do desta planta como antiveneno
inédita.

De Moura et al., (2015) descreveram o uso de 24 espécies de plantas como
antiveneno, e 29% destas mostraram resultados promissores como antiveneno. Esta
pesquisa nos mostra o potencial da flora brasileira tem potencial para a descoberta de
bioativos com eficdcia na neutralizacdo de atividades toxicas causadas por venenos de
serpentes. Ressalta-se que a parte do vegetal influencia nessa propriedade antiveneno.
As partes das plantas mais frequentemente utilizadas na medicina popular e por
artigos cientificos sdo as folhas e as cascas. Em especial as folhas, pois sdao de facil
manipulacdo e coleta, evitando desmatamento e desperdicio do vegetal (VASQUEZ et
al., 2015). O uso de plantas como tratamento para envenenamento por serpentes por
povos nativos ou comunidades em geral se da através de infusdes ou chas, e em geral,
se usa agua ou alcool como solventes. Contudo, a escolha do solvente (polar ou apolar)
para preparar os extratos vegetais também deve ser considerada, pois diferentes
compostos de plantas sdao extraidos de acordo com o solvente. Dessa forma, neste
trabalho escolhemos o extrato aquoso da folha da planta S. brasiliensis como
antiveneno, pois o solvente dgua é o mais facil para uma possivel ingestdo de uma
formulacgao feita a partir desta planta. De fato, extratos aquosos de plantas podem ser
mais faceis para desenvolver formas farmacéuticas de fitoterapicos ou fitofarmacos,
bem como o seu uso por comunidades localizadas longe dos grandes centros urbanos,
e as vezes sem energia elétrica. Sem duvida, a agua é o solvente mais facil de obtencao
por tais povos, tornando possivel o preparo do medicamento por infusdao, chas ou
outro preparado da planta.

Um trabalho testou a eficacia de extratos aquosos das folhas e cascas de uma
planta nativa da Amazonia brasileira, Aniba fragans contra efeitos téxicos do veneno

da serpente Bothrops atrox. Esta espécie de planta é utilizada na medicina popular
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para o tratamento de envenenamento por serpentes (DE MOURA et al., 2018). Além
da Amazobnia brasileira, outros biomas possuem muitas outras espécies que sdo
utilizadas por pessoas para tratar envenenamento por picada de serpentes (DE
MOURA et al., 2015; STRAUCH et al., 2013; SILVA et al., 2016) e demais enfermidades.

O extrato da planta S. brasiliensis é rica em componentes fendlicos, com uma
diversidade na estrutura quimica, incluindo acidos fendlicos, flavondides, taninos,
cumarinos. Os flavondides estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e possuem
efeitos benéficos a saude humana, como anticancer, antimutagénico, anti-
inflamatdria, analgésica, antioxidante e tripanocida (FIALHO et al., 2016). As plantas de
uma maneira geral produzem metabdlitos, classificados em primarios e secundarios
gue sdao moléculas com diversidade quimica e com varias propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas (TEIXEIRA, 2009). Os metabdlitos primarios sdo moléculas esséncias a
vida dos organismos, e sdao os polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipideos.
Os metabdlitos secundarios, também chamados de complementares sdo uma gama de
substancias organicas, como pigmentos, hormoénios, feromonios e defensivos
guimicos. Esse metabolismo depende do metabolismo primdrio, que leva a producdo
de alguns compostos, como terpenos, alcaldides, taninos, flavondides e ligninas
(TEIXEIRA, 2009). Diversas propriedades farmacolégicas, como antiviral, anti-
inflamatdrio e antiveneno tém sido atribuidas a estes metabdlitos secundarios.

Os venenos de serpentes de uma maneira geral sao ricos em proteases,
metaloproteases, serinoproteases, hialuronidases, nucleotidases e fosfolipases, que
estdao diretamente ligadas aos efeitos tdxicos do envenenamento, como perda do
membro, morbidade ou morte. Os flavondides tem mecanismo de acdo baseado em
sua capacidade de ligar metais ou em macromoléculas, bloqueando assim a acdo das
toxinas (CASTRO et al., 1999; CARO et al., 2017; PITHAYANUKUL et al., 2005). E sabido
que as enzimas do veneno (macromoléculas) apresentam metais ligados a sua
estrutura, em geral Ca*? e Zn*2. Dessa maneira, o efeito neutralizante do extrato de S.
brasiliensis contra as principais atividades tdxicas dos venenos neste trabalho pode
estar relacionado com a a¢do quelante destes metais ou a ligacdo as toxinas do veneno

(FREITAS DE SOUSA et al., 2015; CHARVAT et al., 2018).
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Em geral, o protocolo utilizado nos estudos de prospeccdo de moléculas com
potencial antiveneno é feito através da incuba¢do destas moléculas com o veneno da
serpente em estudo. Este procedimento experimental é chamado de protocolo de
incubagdo. E, apds a incubagao planta:veneno, as atividades téxicas sdo realizadas.
Além disso, o antiveneno comercial é igualmente testado usando este procedimento;
entretanto somente a atividade letal é realizada. Este teste realizado para os
antivenenos é chamado de teste de poténcia. Aqueles antivenenos que obtiverem
resultado satisfatério no teste de poténcia sdo envasados e distribuidos para os
hospitais de referéncia no Pais (WHO, 2013).

Este protocolo de incubacdo nao reflete uma real situacao de envenenamento,
pois na realidade o tratamento é feito apds a inoculacdo do veneno na vitima. E, dessa
forma, no presente trabalho, nds avaliamos o potencial antiveneno da planta e dos
derivados sintéticos realizando um outro protocolo experimental, designado de
“tratamento” (DA SILVA et al., 2018; DA SILVA et al.,, 2019). Neste, o veneno foi
injetado em camundongos, e, em seguida, o extrato da planta ou derivado era
administrado. Este método se parece mais com uma situacdo de envenenamento. Para
este procedimento, as atividades in vivo hemorragica, edematogénica e letal foram
realizadas, pois sdo atividades importantes nos sintomas do envenenamento, além do
Obito (DA SILVA et al., 2007).

Além de realizar este protocolo que simula uma situacdo real de um acidente
ofidico e o procedimento adotado na clinica, investigamos a eficacia da administracdo
da planta ou derivados usando diferentes vias de administracdo (subcutanea, oral ou
intravenosa) bem como o tempo de injecdo (30min). As abordagens das vias de
administracdo e o tempo de injecdo sdo parametros extremamente importantes para
o desenvolvimento de um tratamento, pois a maneira de administracdo de um
medicamento depende de alguns fatores bioquimicos, fisioldgicos ou farmacolégicos,
e, obviamente, a natureza quimica do medicamento direciona a forma de
administracdo. A administracdo do medicamento a base da planta ou derivado por via
oral facilita o seu uso (podendo ser na forma de chas ou infusGes), mas deve-se levar
em consideracdao o efeito de primeira passagem, absorcao gastrointestinal e outros
parametros que possam diminuir a concentracdo do medicamento, afetando dessa

forma sua eficécia (DA SILVA et al., 2017; DA SILVA et al., 2020; DA SILVA et al., 2019).
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Na medicina tradicional e classica (oriental ou ocidental), a via oral é mais
habitual e simples. O tempo de administracao do tratamento é igualmente importante,
pois é sabido que a demora na injecdo do antiveneno comercial influencia na
prevencao do 6bito, mas principalmente, na reversao dos efeitos toxicos locais, como
a necrose tecidual que pode levar a amputacdo do membro acometido pela picada (DE
MOURA et al., 2015; STRAUCH et al., 2013). Esta questdao do tempo de administragao
do antiveneno no Brasil é de extrema relevancia ja que nosso Pais tem uma grande
extensdo territorial (8.516.000 km?) e muitas dreas ndo tem rede elétrica ou sdo
deficitarias, as estradas inexistentes ou sdo de péssima qualidade que dificulta o
acesso aos grandes centros onde existe o tratamento e o suporte médico adequado
para envenenamento por serpentes. A grande distancia e a dificuldade até estes
grandes centros retardam o uso dos antivenenos, aumentando a possibilidade de
amputac¢des ou morbidade no membro (SAAVEDRA et al., 2018; SCHESKE et al., 2015;
GUTIERREZ et al., 1998).

A investigacdo da utilizacdo da via subcutanea é importante, pois as serpentes
brasileiras e da América do Sul, em geral, possuem uma ac¢do local muito intensa,
como dito anteriormente (WARRELL, 2004). E, dessa forma, a administracdo de um
medicamento no local da picada é de extrema importancia na reversao répida de tais
efeitos. De fato, povos indigenas usam medicamentos a base de planta na forma de
emplastro. Por outro lado, a injecdo intravenosa ja requer cuidados médicos especiais,
mas é a via de escolha do atual tratamento para acidentes ofidicos, que é feito através
do soro antiofidico (antiveneno) (SILVA et al., 2016). Para uma regido remota, esta via
intravenosa ndo seria uma melhor escolha. Mas, a investigacdo desta via para o uso de
produtos naturais é de extrema relevancia para que possa ser também usado em
centros hospitalares com seguranca e que ndo afeta a eficiéncia dos antivenenos
através uma complexacdo dos componentes quimicos da planta com as proteinas do
antiveneno.

Como foi observado nos resultados, a realizagdo do protocolo de tratamento,
onde o extrato da planta é administrado apds os venenos, reduziu a atividade
hemorragica de B. jararacussu de forma mais eficaz do que a hemorragia induzida por
B. jararaca, principalmente utilizando a via subcutanea e intravenosa (> 50%). Em

contrapartida, o extrato da planta foi mais eficaz na neutralizacdo da atividade
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edematogénica induzida pelo veneno de B. jararaca. Além destas duas atividades
toxicas (edema e hemorragia), o extrato da planta foi eficaz em inibir a letalidade,
aumentando assim o tempo de sobrevivéncia dos camundongos, principalmente
quando a planta foi administrada por via oral e intravenosa.

Sendo assim, nossos resultados demonstram que a utilizacdo do extrato da
planta S. brasiliensis pode melhorar ou complementar a eficdcia do antiveneno,
diminuindo os efeitos locais ou sistémicos provocados pela acdo do veneno.
Consequentemente, o extrato da planta S. brasiliensis tem potencial para o
desenvolvimento de um futuro fitoterapico para o tratamento do envenenamento por
serpentes da espécie B. jararaca e B. jararacussu. Além do que, a planta ndo se
mostrou téxica nos testes de toxicidade in vivo ou in vitro e ja é usada como planta
medicinal para malaria, dengue e doencas cardiacas.

Além do uso de produtos naturais para diferentes enfermidades e doencas
negligenciadas, a literatura cientifica relata a investigacao no uso de moléculas obtidas
por sintese organica para o tratamento de doencgas (DE ALVARENGA et al., 2011;
STRAUCH et al., 2019; CASTANEDA et al., 2019). Nesta tese, também investigamos o
uso de moléculas sintéticas obtidas a partir do 1,2,3-triazol, que vem sendo
amplamente na literatura cientifica como anticancer, antioxidante, antiviral, dentre
outras. O LAVENOTOXI vem ha algum tempo colaborando com este potencial
farmacoldgico dos triazdis, e evidenciando esta estrutura como antiveneno (DE SOUZA
et al., 2022; AMORIM et al., 2022; CHAZIN et al., 2022). Campos et al. (2009)
mostraram o efeito de derivados 1,2,3-triazéis contra os efeitos toxicos do veneno da
serpente Lachesis muta. Estes derivados sintéticos foram capazes de inibir a atividade
hemolitica do veneno bruto da serpente L. muta e uma enzima PLA2 isolada deste
veneno. Além disso, Domingos et al. (2013) demostraram o potencial de inibicdo de
1,2,3-triazdis nas atividades proteolitica, hemolitica, coagulante e edematogénica
contra a atividades toxicas dos venenos das serpentes B. jararaca e L. muta. Em
resumo, estes derivados sintéticos obtiveram resultados inibitdrios promissores.

Alguns derivados 1,2,3-triazdéis (AM001, AMO002, AMO003, AMO004, AMOOQ5,
AMO06) utilizados nesta tese ja foram descritos no trabalho de Moura et al. (2016)
como anticoagulantes e antiplaquetarios. Além do mais, da Silva et al. (2020),

evidenciaram o potencial de outros derivados sintéticos 1,2,3-triazéis (AM11, AM12,
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AM13, AM14, AM15, AM16, AM17, AM18, AM19) contra efeitos tdxicos do veneno da
serpente da espécie B. jararaca. Os derivados foram capazes de inibir as atividades
coagulante, hemolitica, proteolitica, hemorrdgica e edematogénica do veneno de B.
jararaca e também avaliaram sua toxicidade utilizando a ferramenta admetSAR. Todos
os derivados foram eficientes em inibir as atividades toxicas do veneno de B. jararaca
com diferentes eficiéncias nos protocolos de incubagdo e tratamento. Estes derivados
também ndo apresentaram toxicidade in silico.

Os dez derivados sintéticos utilizados nesta tese designados de AM001, AMO002,
AMO003, AM004, AM005, AM006, AM007, AM008, AM009 e AMO010 foram capazes de
prolongar o tempo de coagulagdo causados pelo veneno da serpente B. jararaca.
Algumas toxinas presentes no veneno desta espécie causam disturbios hemostaticos,
como enzimas pro-coagulantes, enzimas tipo-trombina, enzimas fibrinogenolitica,
ativadores da proteina C e proteinas lectina tipo C (SENISE et al., 2015). Este efeito
inibitério dos derivados na coagulacdo causada pelo veneno pode ser em fun¢do de
uma ligagdo com as enzimas-alvo dos venenos, principalmente com aquele do tipo-
trombina ou outras proteases. A interacdo dos derivados com proteases dos venenos
pode se da de forma direta ou através da quelacdo de metais importantes para a
atividade catalitica das proteases. Sem duvida, ocorre uma interacdo dos derivados
com proteases, pois algumas atividades tdxicas dos venenos, como proteolitica,
edematogénica, letalidade, que foram estudadas nesta tese dependem da participacdo
desta classe de enzimas (GUTIERREZ & LOMONTE, 1989).

Para os estudos antivenenos com os derivados, os protocolos de incubacao,
tratamento e prevencdo também foram realizados. E, os dez derivados sintéticos
foram eficazes na inibicdo das principais atividades tdxicas no protocolo de incubacao.
Para os estudos buscando moléculas antiveneno, a realizacdo dos protocolos de
tratamento e prevencdo é de extrema relevancia e vém sendo regularmente
investigados na literatura cientifica, o que demonstra uma preocupacdo para melhorar
os testes com moléculas candidatas a antiveneno (DA SILVA et al., 2016). Dessa forma,
o efeito dos derivados AM006 e AMO010 usando esses dois protocolos foi investigado
somente na atividade hemorragica. Esta escolha dos derivados se deveu, pois foram
aqueles mais eficazes no protocolo de incubacdo. No protocolo de tratamento, AM006

inibiu cerca de 6% a hemorragia, e AMO010 ndo inibiu. Dessa forma, neste
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procedimento que injecdo dos derivados apds a injecdo do veneno, os derivados foram
ineficazes de proteger os animais da hemorragia causada pelo veneno da serpente.
Diferente do resultado obtido no protocolo de incubacdo, que a inibicdo foi cerca de
90%. Entretanto, quando o antiveneno foi misturado aos derivados, a inibicdo da
hemorragia foi de 25 e 90% para AM006 e AMO010, respectivamente. Este é resultado
extremamente interessante, pois revela um efeito aditivo do derivado na presenca do
antiveneno. Ressalta-se que o derivado ou o soro isoladamente ndo inibiu a
hemorragia causada pelo veneno de B. jararaca. Resultado igualmente promissor foi
guando os derivados foram injetados antes da injecdo do veneno de B. jararaca
(protocolo de prevengao) A inibicdo da hemorragia foi de 60 e 90% para AMO006 e
AMO10, respectivamente. Este protocolo de prevencdo ndo pode ser usado desta
forma como tratamento, jd que o derivado foi administrado antes da injecdo do
veneno, que de fato ndo é a situacdo real de envenenamento. Entretanto, esse é um
resultado positivo e promissor, pois ambos os derivados poderiam ser usados como
uma profilaxia e que poderia reduzir os efeitos toxicos do envenenamento caso um
trabalhador entrasse em uma regido onde tem adensamento populacional de
serpentes peconhentas, ou até mesmo para soldados das forcas armadas que fazem
treinamento em locais onde ha serpentes peconhentas. Este efeito aditivo dos
derivados somado ao soro antibotrdpico (antiveneno) foi igualmente promissor, pois o
antiveneno é o tratamento disponivel e aceito por érgdos de saude nacional e
internacional, como a OMS e desta forma, qualquer tratamento alternativo aos
antivenenos deve ter um efeito somatdrio na inibicdo dos efeitos téxicos causados por
veneno de serpentes e que ndo interfira na acdo dos antivenenos. Infelizmente, no
protocolo de tratamento, os derivados AM006 e AMO010 nao foram eficazes nas
condicGes testadas nesta tese, talvez aumentar a concentracdo do derivado e
investigar outros tempos ou vias de administracao dos derivados.

Os derivados avaliados nesta tese ndo foram téxicos analisados por
experimentos in vitro, in vivo e ferramenta in silico, admetSAR. Esta técnica in silico foi
desenvolvida para previsdo e otimizacdo das propriedades quimicas de Absorcao,
Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdao e Toxicidade; dai o termo ADMET. Estas
propriedades s3ao de extrema importancia nas pesquisas visando a descoberta e

desenvolvimento de um novo medicamento. Torna-se de grande relevancia o uso do
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método in silico a fim de avaliar de modo preliminar as propriedades das moléculas
candidatas a farmaco objetivando filtrar as melhores candidatas com a avaliagdo de
riscos ambientais e a saude humana (YANG et al., 2018); além de reduzir o nimero de
animais utilizados nos ensaios de toxicidade in vivo. Entretanto, os métodos in vitro e
in vivo sejam ainda de extrema relevancia neste propésito.

Os dez derivados 1,2,3-triazdis estudados nesta tese obtiveram resultados in
silico dentro do esperado pela ferramenta admetSAR, obtiveram peso molecular
dentro da referéncia (86-829), apresentaram resultados positivos para absorc¢ao
intestinal, da barreira hematoencefdlica e permeabilidade nas células de
adenocarcinoma de cdélon humano (Caco-2). Nenhum derivado apresentou
mutagenicidade e potencial carcinogénico. Os derivados ndo manifestaram
hepatotoxicidade, exceto as amostras AM005, AM008, AM009 e AM010. Além disto,
os dez derivados mostraram-se sollveis em agua e com caracteristicas lipofilicas, que
sdo importantes parametros para a escolha da via de administracdo de um farmaco.
Assim, os derivados cumpriram todos esses requisitos previstos nesta ferramenta para
um possivel medicamento administrado por via oral em humanos. A andlise in silico
demonstrou que os derivados ndo sdo tdxicos para células hepaticas nem possuem
potencial carcinogénico ou mutagénico. Por outro lado, os derivados AM005, AMO00S,
AMO009 e AM010 demonstram alguma hepatotoxicidade. Mas, de Souza et al. (2022)
avaliaram a toxicidade in vivo pelo teste dose aguda e nenhum derivado foi téxico, ou
seja, nenhum deles provocou morte nos animais nas condicbes experimentais
testadas. Neste trabalho, de de Souza et al. (2022), a dose dos derivados foi
relativamente maior do que qualquer dose usada nos ensaios in vivo de hemorragia,
edema ou letalidade.

Sendo assim, os dez derivados triazélicos e a planta S. brasiliensis se mostraram
promissores na inibicdo dos efeitos toxicos causados pelo veneno de B. jararaca e B.
jararacussu. Portanto, sdo moléculas promissoras para um tratamento complementar
a soroterapia atual.

Entretanto, para compreender os mecanismos inibitorios da planta e derivados

sdo necessarios experimentos complementares.
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6. CONCLUSOES

O extrato aquoso da planta Schwartzia brasiliensis foi capaz de inibir as
atividades toxicas in vitro (coagulante, proteolitica e hemolitica) e atividades in vivo
(hemorrégica, edematogénica e letal) causadas pelo veneno das serpentes B. jararaca
ou B. jararacussu.

Os derivados 1,2,3-triazéis foram eficazes em inibir algumas atividades tdxicas
avaliadas no presente trabalho, como atividade in vitro (coagulante, proteolitica e
hemolitica) e atividades in vivo (hemorragica, edematogénica e letal) causadas pelo
veneno da serpente B. jararaca. Assim como, os derivados apresentaram resultados
promissores na avaliacdo da toxicidade a partir do método in silico.

Sendo assim, os resultados sugerem que o extrato aquoso da planta Schwartzia
brasiliensis ¢ uma ferramenta biotecnoldgica importante na neutralizacdo dos efeitos
téxicos dos venenos das serpentes B. jararaca e B. jararacussu, possibilitando assim
uma ferramenta promissora para o tratamento dos acidentes provocados por tais
serpentes. Tal como, os derivados 1,2,3-triazéis apresentaram eficacia contra
atividades toxicas causadas pelo veneno de B. jararaca, nos métodos in vitro, in vivo e
in silico. Estes poderiam ser usados para complementar o atual tratamento

antiveneno.
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