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RESUMO

Para a serpente Bothrops atrox € atribuida a maioria dos acidentes ofidicos na regido Norte do
Brasil e seu envenenamento se caracteriza por lesdes locais intensas, distdrbios hemostéaticos e
inflamacdo relevante. Em algumas regides do pais onde o atendimento dos acidentados por
serpentes € precario, as plantas medicinais tém se apresentado como alternativa de tratamento
ou como coadjuvante a soroterapia. Este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial anti-
inflamatdrio de Bellucia dichotoma, espécie vegetal nativa da regido Amazébnica, que é
utilizada na medicina tradicional para tratar envenenamentos por serpentes, para 0
desenvolvimento de um fitoterapico com propriedades antiofidicas. O extrato seco de B.
dichotoma foi avaliado para as seguintes atividades in vitro: citotoxicidade e bloqueio na
atividade inflamatoria induzida pelo veneno de B. atrox em macrofagos diferenciados de
células de linhagem leucémica imortalizadas — THP-1- pela quantificacdo de citocinas,
producdo espécies reativas (ROS) e expressdo de COX, e avaliagdo do potencial de
cicatrizacdo pelo ensaio de motilidade celular em células fibroblastos humano da linhagem
MRC-5. Foi realizado o ensaio de toxicidade aguda via oral do extrato de B. dichotoma, em
ratos Wistar, para avaliar a seguranca farmacoldgica da espécie e emprego em formulagdes
fitoterapicas. Uma forma farmacéutica sélida oral do tipo granulado efervescente foi
desenvolvida, avaliada quanto a estabilidade térmica e caracterizagéo fisico-quimica, e testada
quanto a seu potencial anti-inflamatorio em edema de pata induzido pela peconha de B. atrox,
sendo a producdo do extrato e o ensaio bioldgico realizados de modo similar ao uso
tradicional. Os resultados mostraram que a viabilidade celular em células THP-1 do extrato
seco de B. dichotoma foi de aproximadamente 100% até a concentracdo 50ug/ mL, porém a
concentracdo capaz de causar a morte da mesma proporc¢do de células esta acima de 1000ug/
mL. Na analise citotoxica de veneno de B. atrox a dose 1000ug/ mL capaz de causar 100% da
morte celular e a ICso de 527,8 pg/mL determinada por curva log. A partir desses resultados,
foi realizado os ensaios de atividade de blogueio da resposta inflamatéria induzida pelo
veneno de B. atrox na dose 527,8 pg/mL em macréfagos THP-1. Os resultados mostraram
que, os macrofagos desafiados com veneno de B. atrox tiveram aumento na producdo da
citocina pro-inflamatéria TNF-a. e da citocina IL-12p70, e que quando tratados com extrato
de B. dichotoma apresentaram reducdo na producdo dessas citocinas. O extrato de B.
dichotoma apresentou efeito antioxidante dose dependente, ao reduzir o estresse oxidativo
induzido por veneno de B. atrox em macrofagos THP-1. O veneno de B. atrox ndo induziu a
producdo de COX na linhagem de células THP-1 utilizada, ndo sendo possivel avaliar o
potencial de bloqueio de B. dichotoma na via de producdo de mediadores lipidicos. Quando
avaliado o potencial de cicatrizagdo de B. dichotoma, no ensaio com MRC-5, as células
tratadas com o extrato vegetal nas doses 1 e 5 pg/mL apresentaram migracéo celular até 20%
mais eficaz que o controle positivo Vitamina C, usada como padrdo ouro. Na caracterizacao
térmica, observou-se a estabilidade térmica do extrato seco, apresentando apenas dois eventos
de perda de massa, nos intervalos 25-105°C (Am=4,68%) e 239- 318°C (Am=19,06%). A
partir do ensaio de toxicidade aguda ndo foram observados sinais de toxicidade do extrato de
B. dichotoma até a dose de 2000 mg/Kg, que corresponde a duas vezes a dose recomendada
pela ANVISA para avaliar toxicidade de substancias. A partir dos resultados prévios, foi
desenvolvido um granulado efervescente a base do extrato de B. dichotoma. No que diz
respeito aos granulados, a formulagdo que apresentou melhores caracteristicas organolépticas
e de efervescéncia foi utilizada para avaliar o efeito bloqueador da acdo edematogénica de
Bellucia dichotoma. O lote de bancada com peso final de 4 gramas e 7,25% de extrato seco de
B. dichotoma obtido utilizando o processo molhagem por malaxagem apresentou boa
eferveascéncia, sem formacdo de grumos, quando efervescido em 60 mL de agua destilada.
Os resultados do ensaio antiedematogénico mostraram que o granulado na concentracdo de
566,6 mg/kg foi tdo eficaz quanto o controle positivo, o soro antibotropico (SAB), em reverter



0 edema induzido pelo veneno de B. atrox, em pata de camundongo. Dessa forma, foi
evidenciado a capacidade da espécie Bellucia dichotoma em bloquear efeitos inflamatorios
induzidos pelo veneno da serpente Bothrops atrox e o potencial fitoterapico dessa espécie
vegetal. Estes achados s&o de grande relevancia para a populacgdo local da regido Amazonica,
que utilizam Bellucia dichotoma como recurso terapéutico alternativo ou complementar ao
soro que, embora seja o tratamento padrdo, apresenta limitacdes quanto a administracdo e em
reverter efeitos locais graves induzidos pelo veneno.

Palavras-chave: Acidentes ofidicos; plantas medicinais; Bellucia dichotoma; fitoterapia



ABSTRACT

To the Bothrops atrox snake is attributed the majority of ophidic accidents in the northern
region of Brazil and its envenomation is characterized by intense local lesions, hemostatic
disorders, and relevant inflammation. In some regions of the country where the treatment of
snake accident victims is precarious, medicinal plants have been presented as an alternative
treatment or as an adjunct to serotherapy. This work aimed to evaluate the anti-inflammatory
potential of Bellucia dichotoma, a plant species native to the Amazon region, which is used in
traditional medicine to treat snake poisoning, for the development of a phytotherapeutic with
antiophidic properties. The dried extract of B. dichotoma was evaluated for the following in
vitro activities: cytotoxicity and blockade in the inflammatory activity induced by B. atrox
venom in differentiated macrophages of immortalized leukemic cell line - THP-1- by
quantification of cytokines, reactive species (ROS) production and COX expression, and
evaluation of the healing potential by cell motility assay in human fibroblast cells of the
MRC-5 line. An oral acute toxicity test of B. dichotoma extract was performed on Wistar rats
to evaluate the pharmacological safety of the species and its use in herbal formulations. An
effervescent granule-type solid oral pharmaceutical form was developed, evaluated for
thermal stability and physicochemical characterization, and tested for its anti-inflammatory
potential in paw edema induced by B. atrox venom. The results showed that cell viability in
THP-1 cells from the dry extract of B. dichotoma was approximately 100% up to the
concentration 50pg/ mL, but the concentration capable of causing death of the same
proportion of cells is above 1000ug/ mL. In the cytotoxic analysis of B. atrox venom the dose
1000ug/ mL able to cause 100% cell death and the 1Cso of 527.8 pg/mL determined by log
curve. Based on these results, we performed the activity assays for blocking the inflammatory
response induced by B. atrox venom at a dose of 527.8 pg/mL in THP-1 macrophages. The
results showed that macrophages challenged with B. atrox venom had increased production of
the pro-inflammatory cytokine TNF-a of the cytokine IL-12p70, and that when treated with
B. dichotoma extract they showed decreased production of these cytokines. B. dichotoma
extract showed a dose-dependent antioxidant effect by reducing oxidative stress induced by B.
atrox venom in THP-1 macrophages. B. atrox venom did not induce COX production in the
THP-1 cell line used, so it is not possible to evaluate the potential of B. dichotoma for
blocking the lipid mediator production pathway. When the healing potential of B. dichotoma
was evaluated, in the assay with MRC-5, the cells treated with the plant extract at doses 1 and
5 pg/mL showed cell migration up to 20% more effective than the positive control Vitamin C,
used as gold standard. In thermal characterization, thermal stability of the dried extract was
observed, showing only two mass loss events, in the intervals 25-105°C (Am=4.68%) and
239- 318°C (Am=19.06%). From the acute toxicity test no signs of toxicity of B. dichotoma
extract were observed up to a dose of 2000 mg/Kg, which corresponds to twice the dose
recommended by ANVISA to evaluate toxicity of substances. From the previous results, an
effervescent granulate based on the B. dichotoma extract was developed. With regard to
granulates, the formulation that presented the best organoleptic and effervescence
characteristics was used to evaluate the blocking effect of the edematogenic action of Bellucia
dichotoma. The bench batch with a final weight of 4 grams and 7.25% dry extract of B.
dichotoma obtained using the malax molting process showed good effervescence, without
lump formation, when effervesced in 60 mL of distilled water. The results of the
antiedematogenic assay showed that the pellet at a concentration of 566.6 mg/kg was as
effective as the positive control, the antibotropic serum (ABS), in reversing the edema
induced by B. atrox venom in mouse paws. Thus, the capacity of Bellucia dichotoma to block
inflammatory effects induced by Bothrops atrox snake venom and the phytotherapeutic
potential of this plant species were evidenced. These findings are of great relevance to the
local population of the Amazon region, who use Bellucia dichotoma as an alternative or



complementary therapeutic resource to the serum that, although it is the standard treatment,

has limitations regarding administration and in reversing severe local effects induced by the
venom.

Keywords: Snakebites; Medicinal plants; Bellucia dichotoma; Phytotherapy
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CAPITULO I

1. INTRODUCAO GERAL

A regido Amazodnica é bem reconhecida por sua rica diversidade bioldgica, sendo alvo
de inimeras pesquisas cientificas que investigam ndo apenas as espécies vegetais e animais ali
presentes, mas também o conhecimento tradicional das populacGes locais, que pode ser fonte
de informacdes para o aproveitamento biotecnoldgico dos recursos da regido. Nesse sentido,
extratos vegetais de plantas amazdnicas sdo investigados quanto ao seu potencial terapéutico
em inimeras atividades bioldgicas, dentre estes, o antiofidico. No entanto, ainda sdo poucos
os estudos que buscam validar a eficicia de extratos vegetais, avaliando possiveis efeitos
toxicos e padronizando um bioproduto, a fim de garantir seguranca e eficacia ao uso de
plantas medicinais de nossa regido.

Com o objetivo de contribuir com o conhecimento do potencial fitoterapico de plantas
medicinais da regido Amazolnica, o presente estudo avaliou a capacidade de blogueio do
extrato de Bellucia dichotoma sobre o edema induzido pelo veneno de Bothrops atrox, bem
como seu efeito cicatrizante e riscos de toxicidade, e prop6s um bioproduto fitoterapico a base
de seu extrato vegetal. Para isso, a tese foi estruturada em cinco capitulos, sendo neste
primeiro realizado a contextualizacdo da pesquisa e apresentado 0s objetivos propostos. Os
demais capitulos foram escritos na forma de artigos cientificos e seguem as normas da revista
onde foram publicados e as normas da ABNT.

No Capitulo Il foi realizado uma revisdo da literatura sobre envenenamento por
Bothrops atrox, abordando os mecanismos induzidos pelos constituintes da pegonha que
levam ao quadro patoldgico, e ainda o tratamento para esses acidentes no Brasil.

No Capitulo 11, através de uma revisao, é realizado uma abordagem sobre a fitoterapia
no contexto da satde publica brasileira, pontuando como estdo disponiveis no Sistema Unico
de Salde — SUS as plantas medicinais e fitoterapicos.

Sabendo que os efeitos locais do envenenamento ofidico sdo produzidos por uma
resposta inflamatéria induzida pelos constituintes do veneno, no Capitulo 1V, por meio de
protocolos experimentais em culturas de células, sdo avaliados o efeito bloqueador do extrato
aquoso de Bellucia dichotoma sobre o edema induzido pelo veneno de Bothrops atrox e o
potencial cicatrizante dessa espécie vegetal.

No Capitulo V avaliou-se a toxicidade do extrato aquoso de Bellucia dichotoma,
conforme as recomendacfes da ANVISA para toxicidade aguda, e formulou-se um granulado

efervescente & base de B. dichotoma, sendo avaliado a manutengdo de suas propriedades
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antiofidicas pelo ensaio pré-clinico de edema de pata induzido pelo veneno de Bothrops atrox.
Ao final deste capitulo sdo apresentados as consideragcdes finais e item anexado, que
corresponde ao parecer do Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA.

Vale ressaltar que os capitulos Il e I11 foram elaborados com o intuito de realizar uma
abordagem adicional sobre elementos centrais dessa pesquisa, envenenenamento por Bothrops
atrox, que representa um importante agravo na regido Amazonica, e a fitoterapia, que também
é um importante recurso da populagdo local. Os dois artigos de revisdo foram dispostos como
resultados, tendo em vista que foram escritos no apice do periodo pandémico, que devido a

medidas de isolamento social, inviabilizou alguns ensaios inicialmente propostos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da inflamacéo

Quando ocorre uma lesdo tecidual causada por micro-organismos, trauma, agentes
quimicos, como as toxinas, calor ou qualquer outro fendmeno, diversas substancias sdo
liberadas pontualmente pelo tecido danificado, causando, secundariamente, alteragcbes nos
tecidos ndo lesionados ao redor. A inflamacédo aguda € a resposta fisiologica inicial a estes
diferentes desafios com o objetivo de restaurar a homeostase. Nesse sentido, uma resposta
inflamatdria bem estabelecida resulta na eliminacdo do agente lesivo desencadeador, seguido
de uma fase de resolugéo e reparo (SERHAN; SAVILL, 2005; MEDZHITOV, 2008).

Embora seja um mecanismo de protecdo do organismo a danos, € necessario que a
resposta inflamatoria seja resolvida, pois, quando a inflamacgdo ndo é adequadamente contida,
pode ocasionar doencas inflamatorias imunomediadas, rejeicdo de transplantes ou falha no
processo de cicatrizacdo. Dessa forma, a reacdo inflamatoria quando excessiva pode levar a
danos teciduais, podendo ainda evoluir para descompensacéo fisiologica, disfungdo organica,
desenvolvimento de doencgas cronicas e morte (TAAMS, 2018).

A descricdo das reacdes inflamatéria consta desde a antiguidade. No século 1V a.C, na
Grécia antiga, Hipocrates ja fazia referéncias a inflamacdo. Por volta de 40 d.C., Celsus
definiu os sinais da inflamacdo como dor, rubor (vermelhidao), calor e tumor (edema), e
Galeno, no século 11 d.C., propbs um quinto sinal, a perda da funcdo. A partir desses conceitos
iniciais, muitos estudos foram realizados para descrever os mecanismos envolvidos no
estabelecimento da resposta inflamatdria e a evolucdo para um estado patolégico (NATHAN,
2002; MEDZHITQOV, 2010; KUPRASH; NEDOSPASQV, 2016).
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De forma geral, o processo inflamatdrio pode ser iniciado pelo reconhecimento do
agente ou estimulo lesivo, que ativa componentes do sistema imune, resultando em uma
resposta celular, formacdo de espécies reativas de oxigénio e liberagdo de diferentes
mediadores inflamatorios. Esses fatores causam alteracdes microvasculares, com sequestro de
celulas leucocitarias nos capilares, alteragdes na perfusdo tecidual e migragdo leucdcitos por
mecanismos quimioaticos. O recrutamento de leucdcitos inflamatdrios presentes no sangue,
em conjunto com células imunes residentes no tecido, assegura uma resposta rapida para
eliminar o agente lesivo (Figura 1) (MENKIN; WARNER, 1937; SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004; SOTO-HEREDERO et al., 2020).

Figura 1: Etapas do processo inflamatdério. A resposta inflamatdria depende de interagdes celulares e
moleculares entre o sistema imunolégico, o sistema vascular e o tecido. O processo inflamatdrio pode ser
iniciado por mecanismos indutores como: fatores imunoldgicos, mecanicos e fisicos (por exemplo: infeccéo,
queimaduras). Estes disparos induzem uma resposta celular com liberagdo de mediadores inflamatorios que
levardo a alteracBes vasculares e migracdo leucocitaria. Simultaneamente ocorre sintese de fatores e
crescimento, angiogénese e formacao de tecido (cicatrizacdo e remodelacdo), restabelecendo a homeostase.
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A inflamacdo pode ser classificada, com base no tempo e nas caracteristicas
patoldgicas, em aguda e cronica. A fase aguda, de duragdo relativamente curta, podendo

ocorrer por horas ou dias, é caracterizada pela migracdo de leucdcitos, principalmente
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granuldcitos, para o local da lesdo em uma sequéncia de eventos facilitada por mediadores
sollveis, como citocinas, quimiocinas e proteinas de fase aguda (GABAY; KUSHNER, 1999;
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; GERMOLEC et al., 2018).

Dependendo da duracdo do estimulo, da intensidade da resposta a inflamacdo e o
comprometimento do sistema imune, a inflamacéo pode evoluir para uma forma cronica, que
é caracterizada por infiltracdo e ativacdo excessiva de leucdcitos, com presenca de células
como linfocitos e macrofagos, angiogénese e formagdo de tecido conjuntivo, depuracdo
retardada e dano tecidual, com duracdo prolongada, semanas, meses ou anos de inflamacéo
ativa (MEDZHITOV, 2008; SPITE; SERHAN, 2010). A inflamagdo cronica persistente
aumenta o risco de desenvolvimento de doencas degenerativas, como Artrite Reumatoide,
esclerose, doenca inflamatdria intestinal, doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e
cancer. (SCHETT; NEURATH, 2018).

2.2 Eventos vasculares e celulares da inflamacgéo

Os eventos vasculares desempenham importante papel na resposta inflamatdria, e séo
responsaveis pelos sinais de vermelhidao, aumento de tamanho e de temperatura observados
na inflamacdo. Esses eventos compreendem alteracbes hemodinamicas, que promovem o0
extravasamento de proteinas plasmaticas para tecidos subjacentes. Os mecanismos que
culminam nesses eventos iniciam por uma dilatacdo dos vasos sanguineos, em particular das
veias pos-capilares, favorecendo o aumento do fluxo sanguineo. Em seguida, ocorre
mudancas estruturais no endotélio vascular, com contracdo das células endoteliais e abertura
de jungdes entre células, causando o0 aumento da permeabilidade vascular e,
consequentemente, fluxo de fluido rico em proteinas do compartimento intravascular para o
intersticio, o que caracteriza o edema. Este ultimo evento acarreta aumento da viscosidade do
sangue e reducdo do fluxo sanguineo local. As alteraces hemodindmicas observadas
promovem mudancas da orientacdo de células sanguineas, propiciando a marginalizacéo
leucocitaria (RANKIN, 2004; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

As interacGes entre os leucdcitos e outras células é um processo multimediado, em que
as células que migram encontram nos tecidos diferentes sinais que orientam a migracdo, e
moléculas de adesdo que facilitam e mantém a interacdo entre as células (RANKIN, 2004). A
inflamacdo se inicia pelo reconhecimento celular do agente causador do desequilibrio por
células inflamatorias. Existem receptores especificos que sdo expressos na superficie dessas

células, que ao reconhecerem os agentes indutores da inflamagdo, ativam as vias de
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sinalizacdo inflamatoria intracelular, induzindo a liberagdo de mediadores (MEDZHITOV,
2010).

Os desencadeadores da resposta inflamatdria sdo responsaveis por induzir e mediar a
inflamacdo. Os indutores d&o inicio a resposta, ativando sensores especializados que
provocam a produc¢do de conjuntos especificos de mediadores. Podem ser de origem exdgena
ou endogena, sendo os exdgenos classificados em microbianos e ndo microbianos. Indutores
microbianos incluem Padrdes Moleculares Associados aos Patogenos (PAMP), que sao
padrdes moleculares conservados por classes de micro-organismos, e os fatores de viruléncia
(MEDZHITOV; JANEWAY, 1997; MEDZHITOV, 2007). Quando os PAMP sdo
reconhecidos por Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRR) em células do sistema
imune inato, desencadeiam uma resposta inflamatoria. Ja os indutores de origem néo
microbiana incluem alérgenos, corpos estranhos e compostos toxicos, como as toxinas
animais. Os indutores enddgenos consistem em sinais produzidos por tecidos estressados,
danificados ou com mau funcionamento. Moléculas enddgenas que sdo liberadas durante o
dano tecidual foram chamadas de Padr6es Moleculares Associados aos Danos (DAMP)
(LAND, 2003; CHEN; NUNEZ, 2010; GONG et al., 2020).

Os mecanismos de reconhecimento celular do agente causador do desequilibrio séo
mais bem caracterizados para as respostas inflamatorias que envolvem micro-organismos. A
resposta imune é desencadeada por PRR, codificados na linhagem germinativa, que
reconhecem moléculas conservadas e vitais, expressas por uma grande variedade de micro-
organismos. Estes PRR incluem os receptores do tipo Toll (TLR) - localizados nas
membranas celulares e endossomas-, receptores citosolicos do tipo NOD (receptores similares
ao dominio de oligomerizacédo ligante de nucleotideo) NLR, receptores de lectina tipo C,
receptores do tipo RIG-1 e receptores do tipo AlMaz. Qutros receptores incluem aqueles
capazes de detectar danos, consequéncia de inflamacéo e infeccdo, os receptores ndao PRR,
que incluem o receptor para produtos finais da glicacdo avancada (RAGE), receptores
expressos em células mieloides (TREM) e varios receptores acoplados a proteina G (GPCR) e
canais idnicos (CAO, 2016; KAUR; SECORD, 2019; GONG et al., 2020).

Inicialmente, o exsudato celular é caracterizado pela predominancia de neutrdéfilos, e
posteriormente por células mononucleares. Estas células realizam o processo de fagocitose,
visando a resolucdo do evento lesivo. Os neutrofilos, células de fluxo livre dentro da corrente
sanguinea sdo o0s primeiros a serem recrutados para a resposta inflamatéria, e ao atingirem o

sitio inflamatdrio levam a ativacdo de fungdes efetoras especificas, como liberagdo de ROS,
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degranulacdo, formacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NET) e fagocitose
(KOLACZKOWSHA; KUBES, 2013; MARGRAF; LOWELL; ZARBOCK, 2022).

Os macrofagos sdo as principais células efetoras do sistema mononuclear fagocitério e
componentes chave da resposta imune inata. Estas células estdo presentes em todos os
compartimentos do corpo em condigdes fisiologicas homeostéticas. Além da fungédo
fagocitica, possuem atividade secretoria de uma grande diversidade substancias
biologicamente ativas, que incluem proteinas plasmaéticas e substancias que modulam outras
células, tais como: citocinas, prostaglandinas, componentes do Sistema Complemento, ROS,
entre outras (NATHAN, 1987; POLLARD, 2009; LOCATI; CURTALE; MANTOVANE,
2020). A secrecdo destas substancias é responsavel pela multifuncionalidade dos macrofagos,
assim como pela participagdo em processos fisiologicos e fisiopatoldgicos, entre estes a
inflamacdo (TAPPER, 1996).

Além de expressarem uma vasta quantidade de receptores da imunidade inata, uma
caracteristica importante dos macréfagos é a sua plasticidade. Assim, em resposta a estimulos
do microambiente, essas células podem adotar fendtipos polarizados para propriedades
funcionais especificas: M1, classicamente ativados, liberam altos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias, e M2, alternativamente ativados, com um fendtipo mais imunossupressor e
envolvidos no reparo tecidual (RUYTINX et al, 2018; LOCATI; CURTALE;
MANTOVANI, 2020). No entanto, baseado em seu perfil de citocinas, repertério de
superficie e caracteristicas diferentes dos perfis M1 e M2, outros fendtipos de macrogafos tém
sido investigados (HRISTODOROV et al., 2012; ERBEL et al., 2015).

A partir da inflamagdo aguda, mediada por elementos da imunidade inata, s&o
fornecidos sinais essenciais para ativacdo dos linfocitos T virgens, pelas células dendriticas, e
o desenvolvimento da imunidade adaptativa. Células T da linhagem CD4* secretam citocinas
e expressam moléculas de superficie que podem regular outras células imunes, por isso séo
chamadas de células T auxiliares (Th). As células Th sdo classificadas em subpopulagdes com
base em seus perfis de expressdo de citocinas e fun¢des imunes regulatorias, cuja geragdo é
regulada por citocinas e fatores de transcrigdo. S8o reconhecidos subtipos distintos de Th:
Thl, Th2, Th9, Thl7, Th 22, Treg (T reguladoras) e Tth (T folicular) (SALLUSTO, 2016;
ZHENG et al., 2020; ZHU; ZHU, 2020).

As células Thl, envolvidas nas respostas a infeccGes por patdgenos intracelulares
como virus, auxiliam as células T CD8* citotdxicas na lise de células infectadas e produzem
citocinas que promovem 0 aumento na apresentacdo de antigenos, facilitando a funcdo

fagocitaria pelos macréfagos. Ja as células Th2 desempenham funcdes na defesa contra
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parasitas extracelulares e alérgenos. As células Th17 sdo componentes essenciais do sistema
imune, e principais produtoras de citocinas IL-17, conferindo protecdo contra bactérias
extracelulares e fungos, mas cuja superativacdo pode causar distlrbios imunomediados
(KUMAR et al., 2019; CERBONI et al., 2020; DONG, 2021).

Mais recentemente reconhecidas, células Th9 podem estimular a captagdo e
apresentacao de antigenos por células dendriticas para ativacdo de células T CD8", enquanto
Th22, abundantes na pele, desempenham func¢des na cicatrizacdo de feridas e podem
desempenhar papel na patogénese de doencas autoimunes. Células Tfh ajudam na producao
de anticorpos pelas células B e as Treg regulam as respostas imunes, mantendo a homeostase
da imunidade celular e prevenindo estados patologicos imunomediados. As citocinas exercem
papel fundamental para determinar a diferenciacdo de células T em linhagem
imunorreguladoras (Treg) ou pro-inflamatdrias (Thl e Th17) (WANG et al., 2020; BASU et
al., 2021; DONG, 2021; JIANG et al., 2021; KERVEVAN; CHAKRABARTI, 2021).

2.3 Mediadores do processo inflamatorio

Os indutores da resposta inflamatdria levam a producéo de diferentes mediadores, que
agem alterando a funcionalidade de tecidos e 6rgdos. Os mediadores podem ter origem em
proteinas plasmaticas ou serem secretados pelas células envolvidas na inflamagdo. Alguns
desses medidores encontram-se pré-formados armazenados em granulos de mastdcitos,
basofilos e plaquetas, ou circulantes de forma inativa no plasma, ou ainda sdo produzidos na
presenca de estimulos. Os mediadores da via inflamatéria incluem fatores imunes e
quimiotaticos de diferentes fontes: as aminas vasoativas, fragmentos de componentes do
Sistema Complemento, mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas
(ALLER et al., 2006).

No processo inflamatdrio, inicialmente os mastocitos, células sentinelas do sistema
imune, liberam mediadores armazenados em seus granulos, como as aminas vasoativas,
exemplificadas pela histamina (FRENZEL; HERMINE, 2013). Essas substancias provocam a
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade do endotélio, permitindo a saida de um contetdo
rico em proteinas. Esse efeito provoca uma alta concentracdo de hemaécias e de leucocitos para
a periferia dos vasos, seguida da sua marginalizacdo, diapedese e migracao
(FRANCISCHETTI et al., 2010). As primeiras células direcionadas ao local da lesdo sdo os
leucdcitos polimorfonucleares, seguidos pelos mondcitos. Leucdcitos ativados estimulam vias
que levam a formacdo de mediadores inflamatorios como espécies reativas de oxigénio
(ROS), mediadores lipidicos, e mediadores protéicos (AMULIC et al, 2012).
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O ¢6xido nitrico (NO) tem fungdo disseminada em respostas inflamatorias. Em células
endoteliais o NO difunde-se para células musculares lisas provocando relaxamento e
vasodilatacdo. O estimulo a vasodilatacdo que ocorre no processo inflamatorio, induzido por
diferentes agentes flogisticos ¢ dependente da liberagao de NO (WOTHERSPOON, 2005).

Os mediadores lipidicos, os eicosanoides, possuem destaque na patogénese de varias
doencas e estados inflamatorios. Os eicosanoides sdo formados a partir do metabolismo do
acido araquidonico, liberado a partir da degradagdo de lipidios da membrana, pelas vias da
ciclooxigenase (COX), responsavel pela sintese das prostaglandinas e tromboxanos, e a via da
lipoxigenase que da origem aos leucotrienos. Conforme a origem e funcdo que exercem sao
reconhecidas trés ciclooxigenases: COX-1, de ocorréncia na maioria das células e associada a
manutencdo da homeostasia, a COX-2, indutivel em células envolvidas no processo
inflamatdrio, e a COX-3 com funcdo ainda nédo totalmente estabelecida, sendo expressa em
maior quantidade no cortex cerebral e coracdo (SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).

As prostaglandinas (PG) séo eficientes vasodilatadores, e em sinergia com as aminas
vasoativas, histamina e bradicinina, contribuem para a origem do eritema nas areas
inflamadas, além de causadoras de dor, sendo a prostaglandina E2 (PGE2) uma molécula
critica para ativacdo, maturacdo, migracdo e secrecdo de citocinas por varias células do
sistema imune inato, exercendo importante papel nas respostas a infeccbes por micro-
organismos. Os tromboxanos induzem efeitos como vasoconstrigio de arteriolas e veias,
agregacdo plaquetaria e participam de alteragdes nos vasos do tecido pulmonar. Ja os
leucotrienos, da via da lipoxigenase, estimulam a liberacdo das citocinas de células
inflamatérias, podendo ainda causar aderéncia, quimiotaxia, ativacdo de leucocitos
polimorfonucleares e estimulo a proliferacdo de macrofagos e linfocitos (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004; AGARD; ASAKRAH; MORICI, 2013; DENNIS; NORRIS,
2015).

Outros mediadores importantes do processo inflamatério sdo as citocinas, que
correspondem a mediadores protéicos, sintetizados por células nucleadas, dentre estas, as do
sistema imune. As citocinas participam da resposta inflamatoria por meio de acGes diretas
sobre as células, ou induzindo a formacéo de outras citocinas, amplificando a resposta, pela
inducdo da expressdo de receptores proteicos, e ainda podem exercer agdes sinergicas ou
antagdnicas com outras citocinas. Conforme suas atividades biologicas podem ser agrupadas
em diferentes classes, como interferon, interleucinas e fator de necrose tumoral. Além disso,
de acordo com o papel que exercem na inflamacdo, com ou sem infecgdo, essas proteinas

podem ser classificadas como pro-inflamatérias, por promoverem a inflamacdo, citocinas
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anti-inflamatorias que suprimem a atividade das prd-inflamatdrias, ou apresentar natureza
pleiotropica, com habilidade de mediar respostas inflamatdrias e protetoras (DINARELLO,
2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; FAJGENBAUM; JUNE, 2020).

As citocinas pro-inflamatorias, envolvidas na resposta inicial do sistema imune, sao
liberadas por macrofagos e outras células do sistema e podem desencadear liberacdo de
citocinas secundarias (CAVAILLON, 2001; KRAYCHETE et al., 2006). Essas citocinas sao
consideradas pro-inflamatdrias pois sdo eficazes na expressdo de genes inflamatorios,
promovendo a cascata de mediadores inflamatorios. As citocinas interleucina-1 (IL-1) e fator
de necrose tumoral (TNF-a) sdo fortemente eficazes na producéo de estimulos desses genes.
O TNF-a induz a produgdo de outras citocinas pro-inflamatorias (IL-6), a resposta oxidativa,
producdo de prostaglandinas, ativacdo dos mediadores envolvidos na cascata de coagulacao e
apoptose celular, além de provocar a ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-
kB), que amplificam a resposta inflamatéria pela ativacdo de outros mediadores
(DINARELLO, 2001; ULLOA; TRACEY, 2005; MILLER et al., 2009; DINARELLO, 2019).

Ja as citocinas anti-inflamatdrias ou imunorregulatérias, bloqueiam o processo de
sintese de mediadores inflamatdrios ou suprimem a intensidade da cascata inflamatoria. Dessa
forma, evitam respostas hiperativas em infec¢bes patogénicas ou causadas por outros
estimulos. Citocinas como 1L-10, fator de crescimento transformante (TGF-B) e IL-37
suprimem a expressdo de citocinas pro-inflamatérias (MUNROE et al., 2010; CAVALLI;
DINARELLO, 2017; OUYANG; O’GARRA, 2019). A citocina IL-2, alvo de pesquisas para
tratamento de doencas inflamatdrias e autoimunes, possui, entre outras agoes, capacidade de
manter a proliferacdo homeostatica de células Treg, -portanto considerada por alguns autores
anti-inflamatoria- ¢ modular diferenciacdo de células T efetoras e de mondcitos (MITRA;
LEONARD, 2018).

O subgrupo das quimiocinas sdo secretados por leucocitos e células endoteliais como
resposta a dano tecidual ou por agdo de outros mediadores, exercendo fungdo no controle da
migragao leucocitaria, quimiotaxia (ALLER et al., 2006). Por exercerem importancia central
nos processos de migracdo de leucécitos, as quimiocinas auxiliam na homeostase do sistema
imune, estando envolvidas em todas as respostas imunes e inflamatorias, sejam estas

protetoras ou efetoras (HUGHES; NIBBS, 2018).

2.4 Resposta inflamatoria e envenenamento ofidico

Os venenos ofidicos sdo constituidos por uma mistura complexa de toxinas que séo

injetadas em suas vitimas ou presas, através de um 6rgdo inoculador, para defesa ou predacéo.
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Essas toxinas, possuem uma grande variedade de moléculas na composi¢do quimica,
incluindo peptideos, proteinas, aminas biogénicas, polissacarideos e lipidios, com alta
especificidade para alvos em diversos tecidos. Conforme a presenca do 6érgdo inoculador de
veneno, as serpentes podem ser classificadas em peconhentas e ndo-peconhentas. As serpentes
peconhentas estdo distribuidas em quatro familias principais: Viperidae, Elapidae,
Atractaspididae e Colubridae, cujos venenos possuem uma ampla diversidade de atividades
bioldgicas (ROY, 2021).

A familia Viperidae se destaca por serpentes de importancia medica, responsaveis pela
grande maioria dos casos de morbidade e mortalidade em todo o mundo (WHO 2007; 2017).
Da mesma forma, a subfamilia Crotalinae possui ampla diversidade e distribui¢do, sendo o
envenenamento causado por estas serpentes caracterizado, em geral, por intensos efeitos
locais e sisttmicos (ALENCAR et al., 2016). Nesse contexto, a resposta inflamatoria é bem
reconhecida como desencadeadora da toxicidade local e sistémica induzida pelo veneno das
serpentes dessa subfamilia.

No Brasil, a subfamilia Crotalinae compreende os géneros Bothrops, Crotalus,
Lachesis e Bothrocophias, que sdo responsaveis pela maior parte do acidentes por animais
peconhentos registrados no pais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2018).
Os venenos das espécies pertencentes ao género Bothrops, consistem em um coquetel de
toxinas que, por sua vez, induzem eventos inflamatdrios grosseiros, com alta migracao
leucocitéria e liberacdo de uma rede complexa de mediadores inflamatérios (TEIXEIRA et
al.,, 2019). Dependendo da constituicdo e volume do veneno injetado, esses eventos
inflamatorios podem evoluir para a resolucdo, ou quadros clinicos mais leves, ou para uma
resposta inflamatoria excessiva e descontrolada, com maior gravidade clinica da vitima
(IBIAPINA et al., 2019; MOURA-DA-SILVA et al., 2020).

Entre os componentes do veneno estdo as metaloproteinases, fosfolipases A,
serinaproteases, que sdo apontados como 0s principais constituintes do veneno do género
Bothrops sp. (SOUZA et al., 2013). A constituicdo do veneno de espécies botropicas pode
apresentar variagdes interespécie, intraespecie e, inclusive sofrer influéncia da idade, do sexo
e da dieta (CALVETE et al., 2011; SOUZA et al., 2013; AMAZONAS et al., 2018). O edema
local intenso € um importante achado clinico nos acidentados por serpentes deste género,
podendo evoluir para isquemia e compressao neural, sindrome compartimental e necrose
(CARDQOSO etal., 1993; JORGE et al., 1999).

Varios estudos tém demonstrado que o edema causado pelos venenos botrépicos séo

dependentes da liberacdo local de mediadores inflamatérios, que em sinergia desencadeiam
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aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagdo, sendo demonstrado em modelos
experimentais o papel das aminas vasoativas, fator de ativacdo plaquetaria, prostaglandinas e
derivados das vias das ciclooxigenase 1 e 2, 6xido nitrico, mediadores adrenérgicos,
componentes do Sistema Complemento, citocinas e quimiocinas (CHAVES; BARROS;
GUTIERREZ, 1995; RODRIGUES et al., 2004; ESCOCARD et al., 2006; OLIVO et al.,
2007; NASCIMENTO et al., 2010; PIEDE-QUEIROZ et al., 2010; MOREIRA et al., 2012;
TEIXEIRA et a., 2019). Foi demonstrado ainda, em estudos realizados com vitimas de
envenenamentos, a participacdo de citocinas e quimiocinas na resposta inflamatéria local e
sistémica (AVILA-AGUERO et al., 2001; IBIAPINA et al., 2019; WELLMANN et al., 2020;
NEVES et al., 2022).

Estudos experimentais tém sugerido que 0s venenos das serpentes pertencentes ao
género Bothrops sp. induzem aumento de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 no local
da injecdo (BARROS et al., 1998, ZAMUNER et al., 2005; MOREIRA et al., 2012;
ECHEVERRIA et al., 2018). Da mesma forma, estudos clinicos demonstraram a detecgéo de
niveis aumentados de TNF-a, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-17 em amostras de pacientes picados por
espécies botrdpicas, sendo a citocina IL-6 associada a maior gravidade dos casos de acidentes
por Bothrops atrox (AVILA-AGUERO et al., 2001; IBIAPINA et al., 2019; WELLMANN et
al., 2020; NEVES et al., 2022).

Ja o estresse oxidativo provocado pelos venenos botropicos esta relacionado a sua
capacidade de estimular fungdes leucocitarias com producdo de substancias microbicidas e
atividade fagocitica. Em modelo experimental foi observado a producdo ROS por macréfagos
e leucocitos peritoneais induzido pelo veneno de espécies do género Bothrops (SETUBAL et
al., 2011; 2013). Além disso, um estudo que avaliou vitimas de acidentes ofidicos apds
admissdo hospitalar e apds um més, demonstrou um aumento significativo do estresse
oxidativo nesses pacientes e sua persisténcia a apds um més do acidente, demonstrando sua
relevancia na fisiopatologia da picada e possivelmente em complicagfes secundarias
(ZENGIN et al., 2014).

Os componentes do veneno ativam e estimulam as células da resposta imune por
diferentes mecanismos. Toxinas como as fosfolipases Az e as metaloproteinases presentes nos
venenos de serpentes exercem influéncia direta sobre os macréfagos residentes nos tecidos,
ativando-os e induzindo acdo fagocitaria e geracdo de mediadores inflamatdrios (ZULIANI et
al., 2005; LEIGUEZ et al., 2011; SETUBAL et al., 2011; FURTADO et al., 2014; MOREIRA
etal., 2020).
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Além das toxinas injetadas, a serpente possui micro-organismos em sua cavidade oral
que também sdo inoculados, no momento da picada, e atingem os tecidos contribuindo para
desencadeamento das manifestagOes locais e sistémicas do veneno (JORGE et al., 1994,
SACHETT et al., 2017; RESIERE et al., 2020). O dano tecidual causado por essas toxinas
somado a infeccdo local favorece a progressdo do dano local observada nos acidentes com
serpentes (SARAVIA-OTTEN et al., 2007; RUCAVADO et al., 2016).

O mecanismo celular desencadeador da resposta imune ao envenenamento ofidico esta
relacionado ao reconhecimento por receptores de superficie e do citosol, expressos em células
imunes inatas, os PRR. Embora poucos estudos demonstrem a acdo de PRR no
envenenamento, os TLR sdo bem reconhecidos como primordiais nesse processo de resposta
inicial. Esses receptores podem reconhecer diferentes moléculas que sdo liberadas no
envenenamento, sendo estas os PAMP, DAMP e padrdes moleculares associados a veneno
(VAMP), com alta sensibilidade e especificidade. Ao detectar essas moléculas, os receptores
celulares de células teciduais residentes desencadeiam vias de sinalizacdo, que levam a
transcricdo de genes relacionados a sintese de mediadores inflamatérios (MEDZHITOV,
2010; ZOCCAL etal., 2014; MOREIRA et al., 2016).

2.5 Estudo do processo inflamatério baseado em modelos experimentais

Diante do entendimento dos mecanismos moleculares da resposta inflamatoria, novos
sistemas de testes in vitro foram estabelecidos para a pesquisa de substancias a fim de
identificar novos compostos anti-inflamatérios (CARVALHO, 2004). Vérios ensaios in vitro
sdo utilizados para testar a propriedade anti-inflamatéria, dentre esses, ensaios em cultivo
celular. O cultivo de células foi uma técnica desenvolvida como um método para estudar o
comportamento de células animais fora do organismo, em que € possivel manté-las em um
meio ambiente controlado (ALVES; GUIMARAES, 2013).

Uma das formas de estudo das propriedades anti-inflamatérias de diferentes
compostos in vitro é pelo ensaio de ativacdo de macrofagos. A aplicagdo dessa técnica é
baseada na exposicdo da cultura celular a um determinado agente patogénico, comumente
utilizado o lipopolissarideo (LPS), obtido da parede de células bacterianas Gram-negativas. O
LPS se liga ao TLR-4 e demais moléculas de membrana do macrofago induzindo a sua
ativacdo. Neste contexto, o macréfago no estado ativado sofre mudancas bioguimicas e
alteracOes na expressdo de genes, causado por estimulos a membrana macroféagica, além de
alteracdes em suas propriedades de locomocdo, aderéncia, fagocitose, e sintese de enzimas e

substancias  antimicrobianas,  citotoxicas,  pré-inflamatérias,  vasodilatadoras e
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imunomoduladoras (SELIGMANN, 2003). Progressivamente, como resposta a ativacao por
mediadores inflamatorios, essas células aumentam o seu contedldo enzimatico e a liberacéo de
compostos bioldgicos ativos para o meio extracelular. Entre os produtos secretados estdo as
citocinas, ROS, incluindo o peroxido de hidrogénio (H202) e o NO (FRIEDL et al., 2004).
Assim, é possivel realizar a pesquisas de substancias quanto a sua capacidade de inibir ou
ativar a producdo de compostos pré-inflamatorios.

Os modelos in vivo de inflamacgéo, apesar da dificuldade no controle das condigdes do
meio ambiente, sdo Gtimas ferramentas para o estudo do papel bioloégico de substancias anti-
inflamatorias, uma vez que permite a investigagdo simultanea de células e mediadores que
interagem durante o processo inflamatorio. Além disso, novas técnicas da biotecnologia tém
permitido a obtencdo de modelos animais transgénicos, que possibilitam a determinagcdo da
contribuigéo in vivo de moléculas especificas envolvidas na defesa do hospedeiro (KNAPP,
2009). Uma teécnica comum para avaliagdo do potencial anti-inflamatorio de compostos
quimicos, incluindo os de origem vegetal, é o edema de pata. A técnica consiste na avaliacdo
da capacidade do composto de inibir o edema induzido na pata traseira de animais por injecéo
de agentes flogisticos (YAMAKAWA et al., 1976; LE BARS et al., 2001).

2.6 O uso de plantas medicinais com propriedades anti-inflamatorias

A resposta inflamatoria € uma importante ferramenta de defesa do organismo, porém,
se ocorrer de forma exacerbada, pode desencadear diversas condi¢fes patologicas (ASHLEY
et al., 2012). Dessa forma, compostos anti-inflamatérios podem ser usados para regular ou
suprimir a inflamacdo. Em alternativa aos medicamentos anti-inflamatérios atualmente
disponiveis, como anti-inflamatorios esteroidais, corticoides, e os anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINES), que apresentam efeitos colaterais adversos, estdo os produtos de origem
vegetal, apontados como fontes de novos agentes terapéuticos. Nesse sentido, a fitoterapia €
um dos aspectos mais importantes da medicina complementar, para o tratamento da resposta
inflamatoria.

A partir do conhecimento dos mecanismos moleculares que levam a inflamacéao,
alguns trabalhos, usando modelos de inflamacdo in vitro e in vivo, sugerem o potencial da
fitoterapia na melhora ou blogueio de eventos que desencadeiam doencas inflamatérias. Dessa
forma, numerosas espécies vegetais sao apontadas com potencial anti-inflamatério, entre elas

0 Crajiru (Arrabidaea chica VERLOT), e suas propriedades podem ser baseadas em uso
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tradicional ou devidamente avaliados em estudos experimentais e clinicos (SULTANA;
SAIFY 2012; ORLIKOVA et al. 2014; UBIERA, 2021).

As propriedades anti-inflamatorias de plantas medicinais podem ser atribuidas a
produtos do metabolismo secundario, que atuam sobre alvos moleculares e mediadores pré-
inflamatorios em respostas inflamatérias. Os metabolitos secundarios indicados como capazes
de modificar a resposta inflamatdria incluem: flavonoides, triperpenos, esterdides
(fitoesterois), taninos, alcaloides, sesquiterpenos, cumarinas, compostos polifendlicos,
proantocianidinas, carotenos, vitamina A, E e C (IWALEWA et al., 2007; RIBEIRO et al.,
2018).

Normalmente, a planta inteira ou partes como raiz, caule, folhas, flores e frutas séo
usadas para fins medicinais no sistema tradicional. A partir de estudos com diferentes porcoes
vegetais, foram isolados metabdlitos secundarios ou compostos quimicos purificados, com
propriedades anti-inflamat6rias comprovados em ensaios pré-clinico e clinico (YATOO et al.,
2018). Além disso, algumas preparacdes a base de plantas com atividade anti-inflamatoria
foram patenteadas (DARSHAN; DORESWAMY, 2004).

Diferentes mecanismos tém sido explorados para a ac¢do anti-inflamatoria das plantas,
e estudos tém demonstrado diferentes vias que podem interferir. Espécies vegetais com
propriedades anti-inflamatdrias podem exercer efeito em um ou mais componente da cascata
inflamatdria ou sobre uma ou mais vias. O mecanismo geral de acdo sdo: propriedades
imunoprotetoras/ imunomoduladoras, modulando o processo fisiolégico de forma a adequar o
equilibrio entre mediadores inflamatorios e anti-inflamatdrios. Plantas medicinais sdo
apontadas com potencial inibidor de citocinas pro-inflamatoria ou potencial supressor de
células. Acdo inibitdria na geracdo de NF-kB, NO, COX, lipoxigenase (LOX), prostaglandina
(PG), leucotrieno (LT), tromboxano (TX) e ROS, prevenindo o estresse oxidativo e
consequentemente a inducdo da cascata de inflamacdo. Além de inibicdo enzimatica de
aminas bioativas, atividade antitrombotica, ou propriedades estabilizadoras da membrana, por
exemplo, acdo microbicida (IWALEWA et al., 2007).

Em revisdo da literatura realizada em 2018 foram apontadas 75 espécies de plantas
estudadas no Brasil com potencial anti-inflamatério (RIBEIRO et al., 2018). Essas espécies
estdo distribuidas em 34 familias, dentre as quais podem ser citadas Asteraceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae e Apocynaceae. Das espécies estudadas, nove sao nativas do Brasil:
Arrabidaea Chica (Crajiru), Baccharis trimera (Carqueja), Caesalpinia ferrea (Pau-ferro),
Cordia verbenacea (Erva-baleeira), Mikania laevigata (Guaco), Phyllantus niruri (Quebra-

pedra), Schinus terebinthifolius (Aroeira-vermelha), Tabebuia avellanedae (Ipé-roxo) e
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Uncaria tomentosa (Unha-de-gato). Tais espécies vegetais contém flavonoides, polifendis,
proantocianidinas, alcaloides, terpendides e esteroides que tém propriedades anti-
inflamatorias. Algumas dessas plantas estdo na lista dos 71 nomes de plantas medicinais de
interesse do Sistema Unico de Saude — SUS, o RENISUS, e trés sao disponibilizadas no SUS
como fitoterapico: Aloe vera (Babosa), Schinus terebenthifolius e Uncaria tomentosa.

As plantas medicinais e fitoterapicos tém sido usadas para diferentes doencas e
condi¢Bes inflamatdrias, como doencas reumaticas, doencas periodontais, colite ulcerativa,
dores neurogénicas, doencas digestivas e respiratorias, doencas cardiovasculares, doencas
intestinais, doencas alérgicas, cicatrizacdo de feridas, queimaduras e lesdes inflamatorias
locais, por pessoas em varios paises. Dentre as condicdes clinicas que séo investigadas quanto
aos efeitos anti-inflamatorios das plantas medicinais e fitoterdpicos estdo as acdes induzidas
pelo envenenamento ofidico (MAGALHAES et al., 2011; MOURA et al., 2017; FELIX-
SILVA et al., 2017). Dentre as espécies vegetais que sdo utilizadas na medicina tradicional,

na regidao Amazonica, estdo as do género Bellucia.

2.7 Género Bellucia

A literatura etnobotéanica contém vérias formas tradicionais de uso para plantas do
género Bellucia, sendo o uso medicinal a forma mais frequente. S&o relatados o uso das
espécies do género na medicina tradicional como antifungico, vermifugos, antileucorréia,
antiofidicos, tratamentos de abscessos e gastrite (CRUZ; KAPLAN, 2004; SATALAYA et
al., 2009; LIZCANO et al., 2010; LIMA et al., 2011; VASQUEZ et al., 2014; MOURA et al.,
2015). Apesar desses relatos, sdo escassos 0s estudos que avaliem toxicidade e que
comprovem a eficacia dessas espécies no tratamento de doencas citadas no uso popular. Além
das praticas medicinais relacionadas ao género Bellucia, sua madeira ¢ muito util para
construcao e seus frutos sédo utilizados na alimentacdo de humanos e outros animais (COSTA,;
MITJA, 2010).

Estudos fitoquimicos do género Bellucia sdo relatados para as espécies B.
grossularioides e B. pentamera e B. dichotoma, sendo apontadas variagdes quimicas
consideraveis entre essas especies. Entre as substancias encontradas no metabolismo
secundario dessas espécies estda o esqualeno, que possui atividade antitumoral e
imunoestimulante relatadas (ISAZA et al., 2007; FOX, 2009).

A espécie Bellucia dichotoma ¢é conhecida popularmente como muuba ou goiaba-de-
anta e suas cascas sao utilizadas com fins medicinais em populag¢des de zona rural no interior
do estado do Para (FORERO-PINTO, 1980). Essa espécie vegetal ¢ endémica da regiao
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Amazonica, com distribuigao geografica em quatro Estados da regiao Norte: Acre, Amazonas,
Amapa e Para (BAUMGRATZ, 2013). As plantas possuem porte médio, podendo chegar a no
maximo dez metros de altura, com caule roligo e ereto e com presenca de raizes tabulares na
base. Em relagao a casca, possui coloragao castanho-clara com textura aspera e fissurada.
Possui ainda a copa ampla, muito ramificada, com folhagens abundantes e perenifolias
(Figura 2). Essa espécie vegetal ¢ comumente encontrada em florestas de capoeiras ou em
florestas de bordas, pastagem abandonadas e margens de estradas e ramais. Seus frutos sao
comestiveis, sendo apreciados por animais silvestres como antas, macacos, aves e morcegos
(NETO et al., 2018).

Figura 2: Material vegetal de Bellucia dichotoma: A. parte aérea, B./C.

Fonte: arquivos pessoais

Bellucia dichotoma é utilizada por comunidades Amazonicas para tratamento de
envenenamentos por animais peconhentos, e estudos com extrato vegetal aquoso dessa
espécie tem evidenciado a atividade antiofidica frente a protocolos de estudo in vitro e in vivo
(MOURA et al., 2013; MOURA et al., 2014; MOURA et al., 2015; MOURA et al., 2017). A
populagio usa a casca no preparo de cha para uso antes de entrarem na mata, uso preventivo,
e nas vitimas apos acidentes ofidicos, para tratar envenenamento (MOURA et al., 2013). Da
mesma forma, a avalia¢do da atividade antimicrobiana de B. dichotoma, mostrou a potencial

do extrato hexanico da espécie em inibir o crescimento de bactérias comumente encontradas
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na cavidade oral de serpentes do género Bothrops e associadas a infec¢fes bacterianas
secundarias a picadas de serpentes (SOUZA et al., 2021).

Em relagao a sua constituicao quimica, foram relatados como principais classes de
metabolicos constituintes acidos graxos, flavonoéides, terpenos, taninos hidrolisaveis e
condensados quando avaliados o extrato aquoso da casca por cromatografia em camada
delgada (MOURA et al., 2013).

Para garantir a eficiéncia e eficacia das propriedades farmacoldgicas, profilatica e
terapéutica das plantas medicinais, estas devem ser avaliadas quanto ao mecanismo de acéo,
dose eficaz e seguranca toxicoldgica. Dessa forma, trabalhos que avaliem as propriedades
biologicas de plantas medicinais, a toxicidade e oferecam uma alternativa terapéutica as

doencas e agravos ainda negligenciados tornam-se importantes aliados a saude publica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedade boqueadoras do extrato de Bellucia dichotoma induzidas pelo veneno
da Bothrops atrox para o desenvolvimento de um potencial candidato a fitoterapico como

recurso terapéutico alternativo ou complementar ao soro.
3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o acidente ofidico pela espécie Bothrops atrox quanto a caracteristicas
imunopatologicas, bem como os tratamentos, padréo e alternativo, com informagdes
disponiveis na literatura (CAPITULO I1);

e Realizar um levantamento na literatura cientifica sobre a disponibilidade da fitoterapia
no sistema Gnico de saude brasileiro (CAPITULO I1);

e Avaliar o potencial de bloqueio do extrato aquoso de Bellucia dichotoma sobre
mediadores inflamatdrios, induzidos pelo veneno de Bothrops atrox, e sua propriedade
cicatrizante (CAPITULO IV);

e Avaliar a toxicidade aguda do extratp aquoso de Bellucia dichotoma (CAPITULO V);

e Desenvolver e caracterizar uma forma farmacéutica sélida, granulado efervescente, a
base de Bellucia dichotoma para uso oral (CAPITULO V);

e Avaliar a eficacia da forma farmac(tica obtida em bloquear a atividade edematogénica
induzida pelo veneno de Bothrops atrox (CAPITULO V).
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Acidentes atribuidos a serpente Bothrops atrox: Imuno-
fisiopatologia e tratamento!

Luana Travassos Batistal?, Maria Cristina dos Santos®*

Resumo

Os acidentes ofidicos representam um problema de salde publica no Brasil. Na regido
AmazoOnica para a espécie Bothrops atrox é atribuida a maioria dos envenenamentos
registrados, segundo os dados do Ministério da Salde. O veneno dessa espécie caracteriza-
se pela presenca de trés principais classes de toxinas, as metaloproteinases (SMVP), as
fosfolipases (PLA;) e serinoproteases (SMSP), que induzem efeitos locais e sistémicos em
suas vitimas. Os efeitos locais induzidos pelo veneno de B. atrox sdo acentuados e incluem
dor, edema, formacao de bolhas e danos teciduais, que podem evoluir para necrose e perda
do membro acometido. As SMVP e as PLA; induzem forte resposta pré-inflamatdria e varios
estudos demonstraram, in vitro e in Vvivo, 0S mecanismos responsaveis pelo
desencadeamento dessa resposta. O tratamento padrao para envenenamentos botropicos
disponivel no Brasil ndo é capaz de reverter de forma eficaz os efeitos locais produzidos pelo
veneno, dessa forma, vitimas de acidentes ofidicos de zonas rurais da regido Amazonica
fazem uso de plantas medicinais, para o tratamento alternativo ou complementar dos
acidentes causados por serpentes do género Bothrops sp. Nessa revisao da literatura sdao
abordadas as caracteristicas da imunofisiopatologia dos acidentes ofidicos atribuidos a
serpente B, atrox e os tratamentos padrdo e alternativos disponiveis.

Palavras-Chave: Bothrops atrox, resposta imune, antivenenos, plantas antiofidicas

Accidents attributed to the Bothrops atrox snake: immunophysiopathology and
treatment. Snakebite represents a public health problem in Brazil. In the Amazon region,
Bothrops atrox is responsible for the majority of registered poisonings, according to data
from the Ministry of Health. The venom of this species is characterized by the presence of
three main classes of toxins, metalloproteinases (SMVP), phospholipases (PLA2) and
serinoproteases (SMSP), which induce local and systemic effects on their victims. The local
effects induced by the B. atrox venom are accentuated and include pain, edema, blistering
and tissue damage that can progress to necrosis and loss of the affected limb. SMVP and
PLA2 induce a strong pro-inflammatory response and several studies have demonstrated, /n
vitro and /n vivo, the mechanisms responsible for triggering this response. The standard
treatment for botropic poisonings available in Brazil is not able to effectively reverse the local
effects produced by the poison, thus victims of snake accidents in rural areas of the Amazon
region make use of medicinal plants, for the alternative or complementary treatment of
accidents caused by snakes of the genus Bothrops sp. In this literature review, the
characteristics of the immunophysiopathology of snakebites attributed to the snake B. atrox
and the standard and alternative treatments available are addressed.

Keywords: Bothrops atrox, immune response, antivenins, anti-snakebite plants
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1. Introducgao

O acidente ofidico é caracterizado
como um quadro de envenenamento
decorrente da injecdo de uma mistura
de toxinas (veneno bruto ou pegonha)
através do aparelho inoculador (presas
ou dentes) de serpentes. As espécies de
serpentes causadoras desses acidentes
podem ser classificadas quanto a
localizagdo do aparato inoculador em:
opistdglifas, proterdglifas e solendglifas.
As opistoglifas caracterizam-se por
dentes inoculadores localizados na
regiao posterior do maxilar, o que
dificulta a injecao da pegonha, e sao
consideradas potencialmente
peconhentas, sdo exemplos as espécies
das familias Colubridae e Dipsadidae,
exemplos, falsas-corais, a mucuranas,
cobra verde, dentre outras (BRASIL,
2017; SILVA et al., 2019a).

As proterdglifas possuem dentes
inoculadores de veneno fixos e pouco
desenvolvidos na regidao anterior do
maxilar e, por isso, precisam morder
suas vitimas, para injetar o veneno.
Essa € um tipo de denticdo que ocorre
somente nas corais verdadeiras, que
devido a sua estrutura fisica sdo
capazes apenas de morder partes
estreitas do corpo das vitimas, como
dedos dos pés e das mados. Nas
solendglifas, os dentes inoculadores de
veneno sao muito desenvolvidos,
moveis e situam-se na parte anterior do
maxilar, facilitando a injecdo da
peconha, é o tipo de denticao
encontrado nas espécies da familia
Viperidae, como nas jararacas,
surucucu-pico-de-jaca e cascavéis
(BRASIL, 2001; BRASIL, 2017) (Figura
1).
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Figura 1 — Dentigdo solendglifa presente em
espécies da familia Viperidae (Manual de
Acidentes Ofidicos do Ministério da Salde,
2001).

No Brasil, de acordo com as
caracteristicas das  espécies de
serpentes existentes no pais, sao
identificados quatro tipos de acidentes
ofidicos: os trés acidentes — botrdpicos,
crotalicos e laquéticos — sao causados
por serpentes da Familia Viperidae e
acidentes elapidicos, por serpentes da
Familia Elapidae (BRASIL, 2017).
Entretanto, sabe-se que alguns géneros
das familias Colubridae e Dipsadidae
(anteriormente, consideradas como
familias de serpentes nao peconhentas)
possuem peconha ativa, embora os
acidentes com essas espécies sejam
muito raros, ou pouco relatados
(MESQUITA et al., 2013).

Os géneros com registros de
acidentes pertencentes a familia
Colubridae sao: Oxybelis sp.
(cobraverde ou cipd) (SILVA et al.,
2019b) e Chironius sp. (cobra cipd)
(WALDEZ; VOGT, 2009). Ja, a familia
Dipsadidae apresenta um maior nimero
de géneros com registros de acidentes
em humanos, no Brasil, como: a cobra
verde, conhecida cientificamente por
Philodryas  patagoniensis  (ARAUJO;
SANTOS, 1997; MEDEIROS et al., 2010)
e Philodryas olfersii (ARAUJO; SANTOS,
1997; RIBEIRO et al., 1999) a
mussurana, Clelia clelia, aquela que se
alimenta de outras serpentes (PINTO et
al., 1991), as falsas-corais dos géneros
Erythrolampus aesculapii (MENEGUCCI
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et al., 2019), Oxyrhopus sp. (SILVEIRA;
NISHIOKA, 1992), a cobra-preta
(Boiruna sp.) (COSTA et al., 2000),
Phalotris sp., a cobra-d'agua (Helicops
sp.), a serpente-olho-de-gatoanelada
(Leptodeira sp.) (NASCIMENTO, 2000;
WALDEZ; VOGT, 2009; CAMARA et a.,

2020).
Os géneros Bothrops sp. e
Bothrocophias sp., conhecidos

popularmente por jararacugu, jararaca,
urutu, caicaca, jararaca-do-rabobranco
e surucucurana, trata-se de um grupo
de serpentes que incluem cerca de 30
espécies em todo territorio nacional,
encontradas em ambientes
diversificados como beiras de rios e
igarapés, areas litordneas e Umidas,
agricolas e periurbanas, cerrados e
areas abertas, e pertencem ao grupo
das solendglifas  (BRASIL, 2017,
Sociedade Brasileira de Herpetologia,
2018).

Segundo os dados do Ministério da
Saude (MS) entre os anos de 2000 e
2017, foram notificados 471.801 casos
de envenenamento ofidico (BRASIL,
2018). A ocorréncia desses acidentes
esta geralmente relacionada a fatores
climaticos e ao aumento da atividade
humana nos trabalhos de campo e a
atividades de extrativismo (KOH et al.,
2006; DOS-SANTOS, 2009). Dos
acidentes notificados, o género Bothrops
Sp. aparece como o género responsavel
por aproximadamente 90% dos casos,
Crotalus sp. por 7% e Lachesus sp,
Micrurus sp. e Leptomicrurus sp. sao
responsaveis por 3% dos casos
ocorridos no Brasil (BRASIL, 2020).

Em relacdo a taxa de letalidade,
entre os anos de 2000 a 2017, foram
notificados 1.892 dbitos por acidentes
ofidicos em todo territdrio brasileiro
(BRASIL, 2018). Os acidentes com
serpentes do grupo crotdlico causaram
letalidade de 1,87 %, seguido do
laguético com 0,95%, elapidico (corais-
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verdadeiras) com 0,52%, e botropicos
com 0,31% (OLIVEIRA et al., 2009). De
modo geral, 53% dessas vitimas
receberam o tratamento padrao, o soro
antiofidico, em até trés horas apds o
acidentes, exceto a regiao Norte, que a
porcentagem caiu para 42% (BOCHNER
et al., 2014).

A regiao Norte do Brasil apresenta o
maior numero de casos de acidentes
ofidicos do pais, num total de 142.230
casos notificados no periodo de 2000 a
2017. O Para é o Estado da regido Norte
que apresenta maior notificacao desse
agravo, com 79.709 casos, seguido do
Estado do Amazonas, no qual foram
registrados 24.108 casos, no mesmo
periodo (BRASIL, 2018). A maioria dos
acidentes  ofidicos notificados na
Amazbnia é atribuida a serpente
Bothrops atrox (WALDEZ; VOGT, 2009),
apesar de existirem doze espécies de
serpentes do género Bothrops sp. nesta
regiao  (Sociedade  Brasileira de
Herpetologia, 2018).

Bothrops  atrox é  conhecida
popularmente como “surucucurana,
jararaca-do-rabo-branco ou jararaca do
Norte” e esta distribuida desde o Norte
da América do Sul ao leste dos Andes
(CAMPBELL; LAMAR 2004). Possui uma
cauda sem maiores modificacdes,
geralmente com escamas subcaudais
em pares, denticdo  solendglifa,
presenca de fosseta loreal entre o olho
€ a narina, suas cores podem variar
dependendo da localidade em que
vivem e pode chegar a medir 1,5 de
comprimento (CAMPBELL; LAMAR 2004;
MELGAREJO, 2009). E uma serpente agil
e ativa, geralmente encontradas nas
beiras dos rios, corregos e igarapés
(CARDOSO, 2009) (Figura 2).



Figura 2 — Serpente' othfo,bs atrox. Foto:
Samuel Garcia

O envenenamento por Bothrops
atrox produz acentuados danos
teciduais locais, que podem evoluir com
repercussao sistémica, podendo
desencadear  ainda um quadro
importante de alteragbes hemostaticas
(FRANCA; MALAQUE, 2009). Apesar do
baixo indice de letalidade dos acidentes
botrépicos, ha um grande indice de
sequelas, consequentes as atividades do
veneno (PINHO; PEREIRA, 2001). Dessa
forma, essa revisao teve por objetivo
caracterizar a imunofisiopatologia dos
acidentes ofidicos atribuidos a espécie
Bothrops atrox e  descrever 0s
tratamentos com o antiveneno padrao e
alternativos (plantas medicinais)
empregados em Casos de
envenenamentos por serpentes, na
Regido Amazonica.

2. Metodologia

A pesquisa bibliografica que
subsidiou a presente revisao foi extraida
dos seguintes sites de busca: Pubmed,
Periddicos Capes e Google scholar,
dentre outros sitios da internet de
fontes oficiais, no periodo de dezembro
de 2017 a abril de 2020. Os artigos
publicados de janeiro de 1985 a abril de
2020, que apresentavam uma ou mais
das palavras-chave listadas a seguir,
foram considerados: ‘"Bothrops sp.”,
“Bothrops atroX’, “snake venom”,
“snakebite”, “immune response”,
“immunological molecules”, anti-snake
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venom”, “antiophidic plants”, “anti-
snakebite plants” ou suas respectivas
versbes em  portugués, quando
aplicadas. As palavras foram usadas nas
pesquisas bibliograficas ou associadas
ou isoladamente. Para selecao de
trabalhos foram utilizados os seguintes
critérios de inclusao: 1) Idiomas: inglés,
portugués e espanhol 2) Topicos
escolhidos: envenenamento botrdpico,
resposta imune ao envenenamento,
tratamento para envenenamento por
serpentes, plantas antiofidicas. Os
critérios de exclusdao foram: 1)
comunicagbes em  congresso e
referéncias de trabalho; 2) outros
idiomas; 3) demais termos ou topicos
apresentados nas buscas nas bases de
dados.

3. Revisao Bibliografica
3.1 Fisiopatologia do envenena-
mento Botrépico

De uma forma geral, sao descritas
trés atividades fisiopatoldgicas para o
envenenamento por serpentes do
género Bothrops sp.: “proteolitica”, mais
definida como inflamatéria aguda,
hemorragica e coagulante (WARRELL,
2004). Essas atividades sao produzidas
pela presenca de uma complexa mistura
de enzimas, no veneno, dentre as quais
se destacam as metaloproteinases
(SVMP), serinoproteases (SVSP) e as
fosfolipases A, (PLA;) (GUTIERREZ,
2002; SOUSA et al., 2013).

As PLA, representam a maior parte
dos componentes tdxicos do veneno das
serpentes botrdpicas e s3ao responsaveis
por uma variedade de efeitos
farmacoldgicos como neurotoxicidade,
miotoxicidade, hemolise,
anticoagulacdao, acdes sobre as
plaquetas, inducdo de edemas e danos
teciduais, produzidos por mecanismos
que podem ser dependentes ou
independentes de sua  atividade
enzimatica (GUTIERREZ; LOMONTE,
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2013; SOARES; GIGLIO, 2003). Nesse
sentindo, estudos mostraram que a
hidrdlise enzimatica de fosfolipidio
desempenha papel crucial no dano de
membranas de céIuIas, alvo, nas quais a
enzima se liga (GUTIERREZ; LOMONTE,
2013). No entanto, outros estudos
relatam que PLA; miotodxicas,
cataliticamente inativas, desencadeiam
respostas inflamatdrias e nociceptivas,
por mecanismos nao relacionados a
hidrélise fosfolipidica e mobilizacao de
acido araquidonico (TEIXEIRA et al.,
2003).

As SVSP atuam catalisando ou na
conversao direta do fibrinogénio
plasmatico em fibrina (thrombin-like ou
trombina-similes), sem a participacdo de
trombina enddgena. Em funcdo da suas
atividades cataliticas, as SVSP agem,
também, em outros componentes do
Sistema de Coagulagao, produzindo
alteragdes na hemostasia, o0 que pode
contribuir para uma hemorragia local ou
sistémica, como na ativacdo do fator V,
ou na fibrinogendlise, ou ativando o
plasminogénio  ou induzindo a
agregacao  plaquetaria  (SERRANO;
MAROUN, 2005).

As SVMP, por sua vez, sao toxinas
que induzem efeitos em componentes
da matriz extracelular da membrana
basal (laminina, fibronectina e colageno
tipo IV, proteina principal do
proteoglicano de sulfato de heparano)
de capilares sanguineos, fibras
musculares esqueléticas e  jungbes
dermo-epidérmicas (GUTIERREZ et al.,
2016). As SVMP agem lesando a parede
dos vasos e desencadeando hemorragia

por dois possiveis  mecanismos:
diretamente sobre proteinas que
compodem a parede vascular,

promovendo a  hidrdlise  dessas
proteinas, afetando a estabilidade do
endotélio, e resultando em sangramento
(BALDO et al., 2010) e indiretamente,
por meio da ativacao de
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metaloproteinases enddgenas
(BJARNASON; FOX, 1995).

Os danos causados por essas toxinas
SVMP a membrana basal dermo-
epidérmica podem ocasionar formagao
de bolhas préximo ao local da picada e
dermonecrose (GUTIERREZ et al,,
2016). Além de provocarem a formacao
de bolhas e hemorragia local e sistémica
as SVMP sdo alogénicas e fortemente
pré-inflamatérias  (FOX;  SERRANO,
2005;  TEIXEIRA et al, 2005;
GUTIERREZ et al., 2000). As SVMP sao
as principais constituintes do veneno de
Bothrops atrox, sendo a classe P-III a
toxina predominante (SOUSA et al.
2013; 2017).

As acOes produzidas pelas toxinas
presentes nos venenos de Bothrops
atrox podem produzir efeitos locais e
sistémicos (BORGES et al., 1999). Os
efeitos locais produzidos pelo veneno
botropico incluem sintomas como dor,
edema, hemorragia e necrose (BARROS
et al., 1998; PETRETSKI et al., 2000;
OTERO et al, 2000), esta ultima
podendo levar a perda permanente do
tecido e de sua funcionalidade, e de
forma mais grave, desencadear a
amputacdo do membro atingido. Uma
complicaggo grave em acidentes
botropicos é a sindrome
compartimental, que ocorre devido a
compressdao de feixe vasculo-nervoso,
consequente ao edema volumoso
desencadeado no membro acometido,
podendo levar a danos teciduais
importantes com repercussoes
sistémicas. Ha, ainda, relatos de sepse
devido a infeccdo secundaria, presente
no local da picada por Bothrops sp. com
cultura  positiva para  Morganella
morganii resistente as penicilinas e
cefalosporinas (LUCIANO et al., 2009).
Estes efeitos locais sao desencadeados
muito rapidamente, dificultando a
neutralizacao, principalmente quando o
antiveneno ndo ¢ administrado logo
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apés o acidente  (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000; GUTIERREZ;
LOMONTE, 2009; BRASIL, 2010).

Os efeitos sistémicos, por sua vez,
sao desencadeados por importantes
alteracdes hemostaticas, levando as
vitimas mais graves a apresentarem
aumento no tempo de coagulagao e
hemorragias em locais distantes da
picada, causando gengivorragia,
hematémese e hematdria. Podem ser
observados ainda incoagulabilidade
sanguinea devido ao consumo de
fibrinogénio enddgeno por toxinas do
veneno, e menos comum, insuficiéncia
renal aguda e choque, esses achados
podem estar relacionados a quantidade
de veneno inoculado (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995; KAMIGUTI et al,
1996; GUTIERREZ et al., 2009;
GUTIERREZ et al., 2016).

3.2 Envenenamento por Bothrops
atrox e resposta imune

0] envenenamento por
Bothrops  atrox causa  alteragOes
fisiopatoldgicas com processos

inflamatorios locais intensos, entretanto
0S mecanismos envolvidos no processo
inflamatdério em humanos ainda nao
estao completamente elucidados. Varios
mediadores inflamatorios sdo liberados
por células, no local da picada, ou pela
injecao de veneno Bothrops atrox, ou
pela variedade de toxinas presentes em
sua composicao (CALVETE et al., 2011).

Dessa forma, alguns trabalhos
propoe que a resposta inflamatdria pode
estar relacionada a existéncia de
moléculas do veneno que, quando
injetadas no hospedeiro, sao
reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento de padroes (PRR) e
desencadeiam a inflamagao, as quais
foram denominadas por padrdes
moleculares associados ao veneno
(VAMP), ou de se ligarem aos DAMP
(padroes moleculares associados aos
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danos) liberados apods a lesdo tecidual
(MOREIRA et al., 2013; ZOCCAL et al.,
2014; MOREIRA et al., 2016).

Embora os venenos de serpentes do
género Bothrops  sp. possuam
composicoes bastante complexas, as
toxinas SVMP e PLA; desempenham
importante papel no processo
inflamatdrio descrito para
envenenamentos por essas serpentes
(MENALDO et al., 2017). Estudos
realizados para avaliar essas duas
toxinas demonstraram que as SVMP
induzem reagoes inflamatdrias
significativas, promovendo a infiltracao
de leucdcitos e a liberacao de
mediadores  por  células  imunes
estimuladas, como macréfagos e
mastocitos (COSTA et al.,, 2002;
RUCAVADO et al., 2002), ja os efeitos
desencadeados por PLA, estdo
relacionados principalmente ao aumento
da permeabilidade vascular, que
desencadeia o edema, e a degranulacao
dos mastdcitos, que libera histamina e
outros mediadores (TEIXEIRA et al.,
2003).

Outro estudo demonstrou o papel da
galatrox, uma lectina do tipo C,
presente no veneno de Bothrops atrox,
em induzir inflamacdo aguda, por meio
de sua ligagao com glicanos. Os
resultados encontrados pelos autores
sugerem que galatrox é capaz de
mediar a atividade pro-inflamatoria,
interagindo com glicanos contendo
LacNac em neutrdfilos, macréfagos e
proteinas da matriz extracelular e
induzir a liberacdo de mediadores pro-
inflamatdrios (SARTIM et al., 2014).

Da mesma forma, componentes
especificos do veneno, tais como a
metaloproteinase, a batroxase, pode
desempenhar papel importante na
evolugdo dos sinais e sintomas
inflamatdrios, apds envenenamento,
uma vez que essa enzima € capaz de
clivar componentes do  Sistema
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Complemento, levar a sintese
aumentada de anafilatoxinas (C5a, C3a
e C4 a) e induzir a degranulacao de
mastocitos e o recrutamento de
neutrofilos (MENALDO et al., 2016).

Algumas pesquisas ja mostraram
que os efeitos inflamatorios induzidos
pelos venenos botropicos incluem a
liberacdo de eicosanoides, como
prostaglandinas, tromboxano e
leucotrienos (FARSKY et al., 1997;
ZAMUNER; TEIXEIRA, 2002; MOREIRA
et al.,, 2007; MOREIRA et al., 2012).
Estes compostos estao envolvidos na
promocdao de eventos inflamatdrios
locais, como dor, edema, quimiotaxia e
ativacdo de leucédcitos (OLIVO et al.,
2007; ZAMUNER; TEIXEIRA, 2002;
TEIXEIRA et al., 2009).

Em trabalho realizado por Moreira e
colaboradores (2012) para avaliar a
reacao inflamatdria provocada pelo
veneno de Bothrops atrox na cavidade
peritoneal de camundongos, com foco
nos eventos agudos, o0s autores
observaram que o veneno induz uma
resposta inflamatoria aguda no local da
injecao, pelo aumento da
permeabilidade vascular e do influxo
leucocitario. Neutrdfilos e mondcitos
(macrdfagos) foram as principais células
infiltradas, logo apds a injecao do
veneno. Os autores observaram, ainda,
a producao de eicosanoides
prostaglandinas (PGD>, PGE,),
tromboxanos (TXA;), leucotrienos (LTB4)
e das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-
12 e da quimiocina CCL-2, e relataram a
auséncia da INF-y. Outro achado
relatado foi a regulacdao da expressao da
cicloxigenase-2 (COX-2) pelo veneno em
células inflamatorias, o que pode ser um
mecanismo importante na producao de
PG e TXA2 pelo veneno (MOREIRA et

al., 2012).
Embora varios estudos tenham
demonstrado que mediadores

inflamatdrios sdo  produzidos em
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resposta ao veneno de Bothrops atrox,
existem poucas informagdes sobre as
vias  moleculares  envolvidas na
sinalizagdo do sistema imune inato. Um
dos artigos pioneiros foi o de Moreira e
colaboradores (2013) sobre o fator de
diferenciacao mieldide 88 (MyD88) que
€ uma molécula adaptadora responsavel
pela transmissao de sinais intracelulares
da maioria dos receptores “Toll-like”
(TLRs), com excecao do TLR-3, depois
que esses interagem com 0s seus
respectivos padroes moleculares
associados a patdgenos (PAMP) ou
outros estimulos, como com padrdes
moleculares associados aos danos
(DAMP), ou, provavelmente, aos
padroes moleculares associados aos
venenos (VAMP). A via dependente de
MyD88 leva a ativacdo de fatores de
transcrigbes, que por sua vez induzem a
sintese de mediadores inflamatorios,
como eicosanoides, citocinas e
quimiocinas (MOREIRA et al., 2013).
Para demonstrar a participacao do
MyD88 na resposta inflamatoéria aguda
induzida pelo veneno de Bothrops atrox,
camundongos do tipo  selvagem
C57BL/6 e camundongos nocauteados
para impedir a expressao do MyD88
foram injetados intraperitonealmente
com o veneno. Os animais nocauteados
apresentaram  resposta inflamatdria
prejudicada ao veneno, com menor
migracdo de células polimorfonucleares
e mononucleares para a cavidade
peritoneal. Além disso, leucdcitos
peritoneais nao induziram a expressao
da proteina COX-2 ou LTB4 e liberaram
baixas concentracdes de PGE, Esses
camundongos também falharam em
produzir citocinas dos perfis Thl e Th17
e CCL-2, mas os niveis de IL-10 foram
semelhantes nos dois grupos de
camundongos (MOREIRA et al., 2013).
Os TLR dependentes de MyD88 também
sao importantes no desencadeamento
das funcOes regulatoéria da inflamacdo e
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de reparo tecidual (ERRIDGE, 2010, YU
et al., 2010).

Em trabalho realizado por Moreira e
colaboradores (2016) para avaliar o
papel desempenhado pelo TLR2 na
resposta inflamatdria aguda induzida
pelo veneno de Bothrops atrox, foi
demonstrado por protocolos, /in vivo,
que o TLR2 exerce fungao importante
na modulagao de alguns componentes
envolvidos no processo inflamatdrio
local induzido pelo veneno, conferindo
efeitos  protetores em  respostas
excessivas mediadas por moléculas
como a citocina IL-6. Os autores
observaram ainda que o TLR2 ativa vias
de sinalizacdo que desencadeiam a
producdo de IL-1- e LTB4, porém nao
exercem influéncia na producdo de PGE;
e TXA; via COX-2 e COX-1,
respectivamente (MOREIRA et al,,
2016). O TLR-2 pode ser ativado pela
presenca de DAMP  (PICCININI;
MIDWOOQOD, 2010).

Em trabalho realizado por Almeida e
colaboradores para avaliar os efeitos
inflamatorios  induzidos por duas
metaloproteinases, com 0 objetivo de
compreender melhor o0s mecanismos
envolvidos na reacdo inflamatdria, os
autores observaram que Atroxlysin-Ia
(ATXL) e Batroxrhagin  (BATXH),
isoladas no veneno de Bothrops atrox
podem induzir resposta inflamatdria por
acdo direta em células inflamatdrias ou
pela liberacdo de peptideos pré-
inflamatdrios de proteinas da membrana
basal que podem amplificar a agao
direta de SVMP, por meio da ativacao de
vias de sinalizagao endogenas (ALMEIDA
et al., 2020). Fragmentos de matriz
extracelular produzidos acdo proteolitica
das metaloproteinases podem ser
reconhecidos por PRR e atuarem como
DAMP, desencadeando uma série de
eventos pro-inflamatdrios da resposta
imune inata, que podem influenciar a
resposta imune adaptativa (FREVEST et
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al., 2018). A liberagao dos DAMP, nos
processos inflamatorios, pode modular a
sintese de mediadores préinflamatorios,
ativacao, diferenciacdao e proliferacao
celular e estimular processos de
regeneracao (SOROKIN, 2010; ANDERS;
SCHAEFER, 2014).

A resposta observada em humanos
apresenta um efeito semelhante aos
modelos experimentais, com aumento
de IL-6, IL-10, CXCL-8 (anteriormente
denominada como IL-8) e CCL-3/CCL4),
um processo relacionado a inducdo da
resposta imune, febre, migracao celular
e regulacao do perfil da resposta
(AVILA-AGUERO et al., 2001).

Em  pesquisa realizada com
pacientes de envenenamento por
Bothrops atrox, para descrever as
quimiocinas, anafilatoxinas e citocinas
presentes no processo inflamatorio
causado pelo veneno, os autores
observaram que todos os acidentados
apresentaram altos niveis de citocinas e
quimiocinas, e o perfil de resposta
circulante diferiu entre os pacientes que
apresentaram quadro de
envenenamento leve em relagao aos
classificados como moderados ou grave.
Individuos acidentados que
apresentaram leve complicacdo local,
com quadro envenenamento leve,
apresentaram um perfil misto de
resposta, com alta producao de
moléculas IL-6 e IL-10, enquanto
aqueles que apresentaram complicacao
local grave, com envenenamento
moderado ou grave e manifestacoes
locais como puUrpura, equimose, edema
grave, formacao de bolhas e necrose no
local da picada, um perfil mais
polarizado para resposta Thl, maiores
concentragoes circulantes de
quimiocinas CXCL-8, CCL-5, CXCL-10 e
CCL-2 e citocinas IL-6, IL-10 e IL-2, e
com uma resposta imune local da
picada mais intensa e polarizagao
Th1/Th2/Thl7, observando-se uma
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resposta local diferente da circulante
(IBIAPINA et al., 2019).

3.3 Tratamento para acidentes ofi-
dicos

No Brasil, o tratamento preconizado,
pelo Ministério da Salde, para acidentes
ofidicos € a administracdo endovenosa
do antiveneno, em doses que variam de
acordo com a gravidade do
envenenamento. No pais, quatro
instituicdes de pesquisas produzem
esses imunobioldgicos, que sdo: o
Instituto Butantan, em Sao Paulo (SP), a
Fundacdo Ezequiel Dias, em Belo
Horizonte (MG), Instituto Vital Brazil, em
Niterdi (RJ) e o Centro de Producao de
Pesquisa, em Imunobiolégicos em
Curitiba (PR).

A forma de producdo do soro
antiofidico ainda é baseada nos métodos
originalmente descritos, em que equinos
sao imunizados com misturas de
venenos de uma ou mais espécies de
serpentes de importancia médica, que
apés o término do esquema de
imunizacdo, os sangues desses animais
hiperimunes s3ao colhidos e as
imunoglobulinas  totais isoladas do
plasma (CARDOSO, 2009), ainda por
métodos, como o de Pope, 1938, que
nao separam eficazmente as
imunoglobulinas,  deixando  alguns
contaminantes séricos (DOS-SANTOS et
al., 1989).

Apesar da eficacia da soroterapia
contra os efeitos sistémicos induzidos
pelo veneno, esses imunobioldgicos
apresentam algumas desvantagens,
dentre estas, possiveis efeitos
colaterais, incluindo reacao anafilatica
ou Hipersensibilidade do tipo I, caso o
paciente ja tenha sido tratado com
imunoglobulinas equinas ou a
Hipersensibilidade do tipo III, que é a
doenga do soro causada pela presenca
de proteinas heterdlogas que induzem a
producao de anticorpos, em pacientes
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tratados com imunobioldgicos
heterdlogos (CARDOSO et al., 2009).

Outras espécies de animais como
ovelhas e camelideos (camelos, Ihamas
e alpacas) ja foram, alternativamente,
empregadas no processo de imunizacao
para obtencao de anticorpos antitoxinas,
a fim de reduzir as reacdes adversas
que podem ocorrer em pacientes,
devido a exposicao ao soro de cavalo
(WEN, 2009; RICHARD et al. 2013).
Ovelhas nao apresentam anticorpos da
classe G, altamente alergénicos, e
alguns antivenenos foram produzidos
comercialmente e testados mostrando
semelhanca ao soro de cavalos, porém a
biodisponibilidade do soro ovino
apresentouse menor que a obtida com
Soro equino, o que leva a necessidade
de doses adicionais, e reagdes ao soro
ovino também ja foram descritas (DART
et al., 2001; HOLSTEGE et al., 2002).
Por outro lado, os camelideos, devido as
caracteristicas Unicas do seu sistema
imune, menor imunogenicidade e
auséncia de cadeias leves em 50% de
suas imunoglobulinas, tém recebido
crescente interesse, nos Ultimos anos,
em pesquisas para producao de
antivenenos, porém nao ha, ainda,
antiveneno comercial disponivel
(HAMERSCASTERMAN et al., 1993;
HERRERA et al., 2005; RICHARD et al.
2013).

No Brasil, os soros produzidos sdo
classificados como monovalente ou
bivalente e esta classificagdo é baseada
no nimero de géneros de serpentes, as
quais os venenos foram empregados na
imunizacao de equinos, para obtencdo
do imunobioldgico (CARDOSO, 2009).
Estes soros monovalentes ou bivalentes
sao capazes de neutralizar as toxinas de
venenos dos principais géneros de
serpentes causadoras de
envenenamento no pais e, assim, estao
disponiveis: antielapidico elaborado com
os venenos duas espécies do género
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Micrurus sp. (M. frontais e M. coralinus);
antilaquético, com o de Lachesis muta;,
anticrotalico, com os venenos das
subespécies Crotalus durissus terrificus
e C d. colilineatus, antibotropico para
0s venenos de Bothrops jararaca,
Bothrops jararacussu, Bothrops
alternatus, Bothrops moojeni e Bothrops
neuwiedi; antibotrdpico-laquético, com
acao sobre  envenenamento  por
Bothrops sp. e Lachesis sp.; e
antibotrdpico-crotalico, contra 0S
venenos das serpentes dos géneros
Bothrops sp. e Crotalus sp. (CARDOSO
et al., 2009).

Apesar de a maioria dos acidentes
botrdépicos na regido Amazonica serem
atribuidos a espécie Bothops atrox, os
antibotrdpicos produzidos, no Brasil,
utilizados no acidentes por Bothrops sp.
e Bothrocophias sp. (BRASIL, 2017), sao
elaborados pela imunizacdao de equinos
com misturas de venenos que incluem
somente cinco espécies de Bothrops sp.,
das 30 existentes no pais: Bothrops
Jjararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B.
alternatus e B. neuwiedi (BRASIL,
1996), espécies que habitam
principalmente as regides Sul, Sudeste e
Centro-oeste (PINHO; PEREIRA, 2001;
CAMPBELL; LAMAR, 2004). Portanto, o
veneno de Bothrops atrox nao foi
incluso na mistura usada na imunizagcao
devido a dificuldade de se obter uma
quantidade padronizada desse veneno
(CALVETE et al., 2011).

A falta de antigeno na produgao de
soro especifico também pode ser
observada no antielapidico, produzido
apenas a partir de Micrurus frontalis e
Micrurus corallinus, sendo utilizado no
tratamento das 36 espécies do género
Micrurus sp. e trés espécies do género
Leptomicrurus  sp., existentes no
territorio brasileiro (PINHO; PEREIRA,
2001). Dentre essas, Micrurus
surinamensis a espécie existente na
Amazonia, que possui veneno
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evolutivamente adaptado para
alimentagdo em ambiente aquatico,
para imobilizar rapidamente a presa
(SANZ et al., 2019), pode apresentar
toxinas diferentes das outras espécies
do seu género e, portanto, ndo serem
neutralizadas pelos antielapidicos
existentes.

Alguns estudos sugeriram que 0s
antivenenos botropicos produzidos no
pais nao neutralizam eficazmente os
danos locais induzidos pelo veneno de
Bothrops atrox (MUNIZ et al., 2000;
FURTADO et al.,, 2010), mas outros
demonstram que o soro antibotrdpico
pode neutralizar as toxinas deste
veneno (CAMEY et al., 2002; SEGURA et
al., 2010; SOUSA et al., 2013). Todos
esses estudos foram  realizados
utilizando-se  incubagdo prévia do
veneno com o0 antiveneno, 0 que nao
representa a situacao real, uma vez que
o tratamento com antiveneno da-se
apds o inicio dos efeitos induzido pelo
veneno (PARDAL et al., 2004) ou por
ensaio imunoenzimaticos, que
demonstram titulos de anticorpos, mas
nao eficacia de neutralizacdo.

Uma alternativa terapéutica para os
efeitos locais desencadeados pelos
acidentes botropicos seria a utilizacao
de imunoglobulinas integras (Ig totais
com regiago Fc), associadas aos
fragmentos de imunoglobulinas, Fab ou
F(ab’),, obtidos pela clivagem
enzimatica induzida pela pepsina ou
papaina, respectivamente. A forma
integra de imunoglobulinas permanece
mais tempo no organismo, mas se
difunde menos que a Fab para atingir
um fluido intersticial. Dessa forma, a
associacao  destas  imunoglobulinas
poderia proporcionar um Soro com
maior tempo de permanéncia no
organismo, para neutralizar as toxinas
com acoes sistémicas, e com melhor
distribuicdo, neutralizando as toxinas
presentes no intersticio (GUTIERREZ, et
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al., 2011). No Brasil, a Farmacopeia
Brasileira (1938) recomenda a produgao
dos soros com o fragmento F(ab’),, pois
a presenca da regidago Fc, das
imunoglobulinas equinas, ativaria os
componentes do Sistema Complemento,
0 que nao foi observado (MORAIS et al.,
1994).

Segundo Laustsen e colaboradores
(2018) pode-se esperar uma maior
avidez (afinidade funcional entre
multiplos anticorpos com o veneno) de
um antiveneno baseado em IgG ou
F(ab"), do que o elaborado com Fab,
tendo em vista a natureza bivalente dos
dois primeiros formatos, aumenta a
possibilidade de ligacdao da toxina com o
anticorpo (LAUSTSEN et al., 2018).
Adicionalmente, ligagdes cruzadas com
outros complexos de toxina-anticorpo
podem ocorrer fazendo com que seja
menos possivel o escape de toxinas,
durante a dissociacdo transitéria do
complexo (RUDNICK; ADAMS, 2009).

A oferta dos soros antiofidicos para
a populacdo brasileira apresenta
algumas deficiéncias. As dificuldades
enfrentadas incluem a necessidade de
cuidados de estocagem correta do soro
liguido (ndo liofilizado) e com prazo de
validade (CARDOSO et al.,, 2009);
indisponibilidade do soro em algumas
regioes do pais, onde ndo existe
atencdo  médica  estruturada; e
dificuldades de distribuicao do soro para
algumas localidades com longas
distancias geograficas e acesso precario
(DOS-SANTOS, 2009).

Dessa forma, nessas localidades
onde os antivenenos estao indisponiveis
ou em pouca quantidade, os
acidentados, como os da Amazonia,
buscam tratamento alternativos, por
exemplo, 0 uso de plantas medicinais,
tradicionalmente utilizadas como
antiofidicas, para que possam atuar
como complementacdo a soroterapia, ou
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ainda como o Unico recurso terapéutico
(DOSSANTOS, 2009).

3.4 Plantas medicinais e
fitoterapicos utilizados no
tratamento de envenenamento por
serpentes

O uso de plantas medicinais para o
tratamento de envenenamento por
serpentes é relatado ha muito tempo,
especialmente em locais onde é dificil
obter antiveneno especifico. Em alguns
paises, onde o Acidente Ofidico é um
problema de saude publica, as
populacdes se vém obrigadas a procurar
alternativas terapéuticas para esse tipo
de agravo, geralmente buscando o
campo da fitoterapia ou do
conhecimento tradicional (CARDOSO,
2009). Em todo o mundo, um grande
numero de extratos e seus compostos
isolados tém sido testado,
demonstrando, pelo menos em testes,
in vitro, capacidade de bloqueio frente
as atividades bioldgicas induzidas pelo
veneno de serpentes (SAMY et al.,
2012; FELIX-SILVA et al., 2017).

No Brasil, o extrato aquoso de
Jatropha gossypiifolia, uma planta
utilizada na medicina popular para tratar
mordidas de serpentes, foi capaz de
inibir  efeitos locais hemorragicos,
edematogénicos e miotoxicidade
induzidos pelo veneno de espécies de
Bothrops sp., utilizando protocolos que
simulam o uso popular da planta
(FELIX-SILVA et al., 2014; FELIX-SILVA
et al., 2017; FELIX-SILVA et al., 2018).
Metabolitos secundarios isolados do
extrato vegetal da casca da raiz de
Bombacopisis glabra bloquearam a
atividade fibrinogenolitica induzida pelo
veneno de Bothrops pauloensis e sua
toxina metaloproteinase isolada,
inibindo também eficientemente a
hemorragia e atividade miotdxica
induzidas pela toxina metaloproteinase
de B. jararaca (MENDES et al., 2013). O
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extrato etandlico de Morus nigra L. e
seus compostos encapsulados
exerceram efeitos anti-inflamatdrios no
edema local induzido por Bothrops
jararacugu, em camundongos (RIBEIRO
et al., 2019).

Na Amazonia, espécies vegetais da
regiao também tém se mostrado
eficazes em inibir as atividades do
veneno de Bothrops atrox, como a
espécie  Marsiphyanthes  chamaedris
(Lamiaceae), cujos extratos de folhas e
contusos inibiram a atividade
edematogénica, coagulante do veneno e
inibiram a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias (MAGALHAES et al., 2011).
Na regido de Parintins (AM) os contusos
de paracari, nome popular dado tanto
para as espécies vegetais Peltodon
radicans e Marsiphiantes chamaedrys,
sao usados para o tratamento do
acidente ofidico e ambas espécies foram
testadas pelos métodos tradicionais e
foram eficazes em bloquear a agao
edematogénica induzida pelo veneno de
Bothrops atrox (BORGES et al., 1996 e
MAGALHAES et al., 2011).

Em levantamento  etnobotanico
realizado por Moura et al., (2015) em
comunidades de Santarém, PA, foram
citadas 24 espécies de plantas de uso
antiofidico, sendo que 12 das espécies
indicadas foram testadas
experimentalmente contra veneno de
Bothrops jararaca, e apresentaram
resultados expressivos para atividade
antiedematogénica e anti-hemorragica
induzidas pelo veneno, entre essas, a
espécie vegetal Bellucia dichotoma
apresentou atividade antiedematogénica
significativa.

O extrato aquoso produzido a partir
de cascas de Bellucia dichotoma, em
forma de cha por decoccdo, quando
testado quanto ao seu potencial de
bloqueio contra atividade hemorragica
induzida pelo veneno de Bothrops
Jjararaca apresentou 100% de inibicao
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no protocolo de pré- incubacao
(veneno: extrato) (MOURA et al., 2015),
porém estes resultados ndo foram
obtidos com ensaios que simulam o uso
tradicional. Em outro trabalho, quando
testado por via oral, de acordo com uso
tradicional, o edema induzido pelo
veneno de B. atrox foi
significativamente (p<0,05) reduzido
pelos pré e pds-tratamentos (v.0), nas
doses testadas, e a reducao foi ainda
mais efetiva, quando o extrato foi
administrado como coadjuvante ao soro
antibotrépico (MOURA et al., 2014).
Além disso, nao foram observadas
variacdes geograficas nos constituintes
dos extratos aquosos de B. dichotoma
provenientes de coletas em dois
Estados, Amazonas e Para, pois
demonstraram potencial inibitorio
semelhante contra atividades bioldgicas
do veneno de Bothrops atrox,
fornecendo subsidios importantes para o
controle de qualidade da matéria-prima
e a padronizacao de fitoterapicos
(MOURA et al., 2017).

Os achados positivos quanto ao
bloqueio do veneno de serpentes por
espécies vegetais foram atribuidos a
atividade bioldgica de alguns
metabdlitos secundarios presentes na
sua constituicdo quimica, tais como:
flavondides, alcaldides, taninos,
cumarinas, triterpenos, dentre outros,
que tém a capacidade de inibir o veneno
de serpentes, atuando diretamente
como inibidores  enzimaticos ou
inativadores  quimicos, os  quais
interagem diretamente com
macromoléculas alvo (MORS et al.,
2000), ou quelando ions importantes
para as atividades enzimaticas ou
estruturais de moléculas (MOURA et al.,
2014).

Apesar de existirem varios trabalhos
que evidenciam o potencial antiofidicos
de plantas medicinais, nao existe, até o
momento, um produto padronizado para
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esta finalidade. Porém, vale ressaltar,
que a maioria desses estudos foi
realizada por protocolos de pré-
incubagdao o que pode superestimar os
resultados (MOURA et al.,, 2014;
SHABBIR, et al.,, 2014) e dessa forma,
varias espécies vegetais devem ser
reavaliadas quanto as suas atividades
antiofidicas.

Atualmente, no Brasil, muito dos
fitoterapicos indicados como
bloqueadores das atividades dos
venenos, disponiveis no comércio, sao
utilizados sem embasamento cientifico.
O Especifico Pessoa, o produto mais
comercializado nas regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste, foi o Unico
estudado e ndo apresentou acao
terapéutica, /n vivo, frente ao veneno de
Bothrops atrox (BORGES et al., 1996).
Ja, para o produto Pau-X, largamente
utilizado na regido Oeste do Para, nao
foram encontrados trabalhos cientificos,
que evidencie sua eficacia (MOURA;
MOURAO, 2012). Além da utilizacdo de
fitoterapicos, como o Pau-X, a
populacdo da regidao Oeste do Para usa
com bastante frequéncia plantas
medicinais isoladas em formas de chas,
cataplasmas, tinturas ou em conjunto
similar ao produto Balsamo da Amazonia
(MOURA et al., 2015), produzido a partir
de trés espécies vegetais (Philodendron
megalophyllum, Libidibea ferrea,
Connarus favosus) e comercializado no
Eixo Forte da regiao de Santarém, Para.

Segundo Moura e colaboradores
(2014), de modo geral, com raras
excecOes, a fitoterapia antiveneno no
meio cientifico esta baseada em dados
que superestimam a capacidade
antiofidica dos extratos vegetais, devido
a metodologia aplicada nos testes, por
exemplo, a pré-incubacdo. Portanto, ha
necessidade de uma avaliagao criteriosa
da eficacia desses extratos e compostos
vegetais por protocolos, que simulem o
uso tradicional, quando o objetivo é a
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producao de um fitoterapico
coadjuvante a soroterapia convencional.

4. Consideracoes finais

Os acidentes por Bothrops atrox sao
caracterizados por disturbios
hemostaticos e inflamagao local
acentuada. As toxinas SMVP e PLA2 sdo
fortemente pré-inflamatdrias,
produzindo seus efeitos pela inducao da
liberacdo de eicosanoides, ativacao do
Sistema Complemento, sintese de
citocinas e quimiocinas e também pela
ativacdo leucocitaria. A compreensao
dos mecanismos imunoldgicos
envolvidos no envenenamento é
importante para a elucidacao da
sintomatologia observada nos pacientes,
assim como auxiliar na busca de
tratamentos que possam reverter os
efeitos locais, observados nas vitimas de
acidentes por Bothrops atrox, que nao
sao neutralizados eficazmente pelos
antivenenos disponiveis.
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Ciéncias da Saude

Plantas Medicinais e Fitoterapicos no sistema de saude
brasileiro: uma revisao da literatura

Luana Travassos Batista*; Keyla Emanuelle Ramos da Silva®; Maria Cristina Dos-Santos
Sobreira de Sampaio®

Resumo

A fitoterapia € um importante recurso terapéutico no tratamento de diversas afeccOes
agudas e cronicas. O seu uso foi regulamentado no Brasil a partir da Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e pela Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF). Essas duas politicas estimulam o uso de plantas
medicinais e fitoterapicos, em especial no ambito do Sistema Unico de Salde, de forma
segura a seus usuarios. A fitoterapia pode ser utilizada na forma de plantas medicinais ou
fitoterapicos, o que torna seu uso acessivel a populacdo. Pela PNPMF foram instituidos
recursos para a criacdo das Farmacias Vivas que sdo importantes para o plantio, oferta e
distribuicdo de plantas medicinais e fitoterapicos na atencao primaria, além do
desenvolvimento de importantes ferramentas para auxiliar os profissionais de salde na
prescricao de fitoterapicos, no pais. Nessa revisdao foram abordados aspectos do uso da
fitoterapia nos servicos de salde brasileiro, apresentando dados de plantas medicinais e
fitoterapicos que sdo prescritos e estao disponiveis nesses servicos.

Palavras-chave: Fitoterapia; politica de saude; SUS

Medicinal Plants and Herbal Medicines in the Brazilian Health System: a
Literature Review. Phytotherapy is an important therapeutic resource in the treatment of
a range of acute and chronic illnesses. Its use in Brazil is regulated by the National Policy
on Integrative and Complementary Practices (PNPIC) and the National Policy on Medicinal
Plants and Phytomedicines (PNPMF). Both these policies encourage the use of medicinal
plants and phytomedicines in a way that is safe for users, particularly in the Integrated
Health System (SUS). Phytotherapy can use the plant itself or medicines prepared from a
plant and is therefore accessible to the public. The PNPMF made resources available not
only for the creation of “Living Pharmacies”, which are important for the planting, supply,
and distribution of medicinal plants and phytomedicines in primary care, but also for the
development of tools needed to help healthcare professionals prescribe phytotherapy in
Brazil. This review looks at the use of phytotherapy in the Brazilian health-care system and
provides data on medicinal plants and phytomedicines that are prescribed and available in
the system.

Keywords: Phytotherapy; health policy; SUS

1. Introducao A criagdo da Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares
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(PNPIC), pela Portaria de N° 971, de 3 de
Maio de 2006, deu inicio a uma crescente
atencao no que diz respeito a fitoterapia
no tratamento de diversas afeccoes. Com
essa proposta, a oferta das opgOes
terapéuticas disponiveis aos usuarios do
Sistema Unico de Saude (SUS) incluiu,
além de Plantas Medicinais e Fitoterapia,
outras terapias alternativas (BRASIL,
2006a). Porém, a introducdo da
fitoterapia na assisténcia a saude, no
Brasil, so foi possivel devido a aprovagao
da Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (PNPMF) pelo Decreto N°
5.813 no mesmo ano (BRASIL, 2006b) e a
partir dessa politica, a criacdo do
Programa Nacional de Plantas medicinais
e Fitoterapicos com o intuito de atingir os
objetivos da politica.

Apesar do medicamento sintético ser o
tratamento convencional, ainda é muito
alto o percentual de pessoas que, com
base no conhecimento popular, fazem uso
de plantas medicinais, isoladamente ou
em conjunto com o medicamento
(BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).
Entre os motivos que levaram a populacao
ao uso de espécies vegetais com fins
medicinais, estao a insatisfaggo com
reacoes adversas causadas  pelos
medicamentos sintéticos, o baixo custo, a
busca por solugdes alternativas para as
doencas e, ainda, a existéncia da crenca
de que tudo que é natural ndo traz
maleficios a saude, o que favorece o
consumo € a aceitacao das terapias
alternativas, especialmente da fitoterapia
(FURNHAM; BHAGRATH, 1993).

Sdo varias as vantagens para
implementacdo da Fitoterapia, entre essas
estao a variedade de recursos, uma vez
que o tratamento pode ser pelo uso da
espécie vegetal fresca, pelo medicamento
fitoterapico ou  produto tradicional
fitoterapico (BRASIL, 2006b). Dessa
forma, o material vegetal pode ser
facilmente obtido em quintais de casas ou
hortas, desde que orientado por
profissionais da saude.

O Brasil possui uma grande
biodiversidade, sendo parte desta utilizada
para fins medicinais, desde antes da

colonizagao, pelos habitantes nativos, que
tinham nas plantas medicinais o principal
meio de cura de suas enfermidades
(BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).
Dessa forma, uma das diretrizes da
PNPMF e o incentivo & pesquisa para o
conhecimento e validacgao do uso de
plantas medicinais para o}
desenvolvimento de fitoterapicos,
priorizando a biodiversidade do pais
(BRASIL, 2006a,b), o que podera dar ao
Brasil um papel de destaque na produgao
desses medicamentos (CARVALHO et al.,
2018).

A PNPMF atende ainda um dos
principios norteadores do SUS, a
participacao popular (BRASIL, 1990). A
populacao usuaria do servico de salude do
SUS é detentora de extenso conhecimento
e experiéncia sobre o uso tradicional de
plantas medicinais e fitoterapicos, e uma
perspectiva de troca de informacgdes, que
pode levar a aproximagao entre a
populacdo e os servicos de salde que
oferecem esse tipo de tratamento
(BRUNING; MOSEGUI; VIANNA,

2012).

Embora as espécies vegetais para uso
medicinal representem uma alternativa
terapéutica, muitas possuem efeitos
adversos e podem provocar interagoes
farmacoldgicas com outras plantas ou com
medicamentos  sintéticos  (SILVEIRA;
BANDEIRA; ARRAIS, 2008). Ressalta-se,
portanto, a necessidade da utilizagao da
fitoterapia com a orientacao de
profissionais.

Percebe-se que a uso da fitoterapia,

seja na forma de plantas medicinais,
produto manipulado ou industrializado é
um tema importante para a salde publica.
Embora exista uma politica especifica para
regulamentacdo,  ainda ha muita
desinformagao sobre o tema.
Pelo exposto, o objetivo desse trabalho,
foi realizar uma revisao bibliografica sobre
as espécies vegetais oferecidas aos
usuarios, no sistema de saude publico do
Brasil.



2. Metodologia

O objetivo desse trabalho foi realizar
uma revisao da literatura a respeito da
prescricdao e oferta da fitoterapia nos
servicos de saude brasileiro. A pesquisa
bibliografica foi realizada nos seguintes
sites de busca, Scopus, Pubmed/Medline e
SCiFLO, sem periodo delimitado, além de
manuais do ministério da salde. Foram
utilizadas para a busca as palavras-chave:
fitoterapia, "fitoterapia no SUS”, "sistema
de saude brasileiro", “SUS”, “RENAME”,
“Aloe verd', “Cynara scolymus”, “ Glycine
max”, “Harpagophythum procumbens”,
“Maytenus ilicifolia”, “Mentha piperita’,
“Mikania glomerata’”, “Plantago ovata’,
“Rhamnus  purshiana” “Salix alba”’
“Schinus  terebinthifolius” e “Uncaria
tomentosa”. As buscas foram realizadas
no periodo de setembro de 2020 a Abril
de 2021. Para selecao de trabalhos foram
utilizados os seguintes critérios de
inclusdao: 1) artigos completos publicados
2) Idiomas: inglés e portugués; 3)
trabalhos que abordassem plantas
medicais e fitoterapicos prescritos e
ofertados pelo sistema de saude
brasileiro. Os critérios de exclusao foram:
1) teses, dissertagdes, comunicagdes em
congresso, livros e referéncias de
trabalho; 2) outros idiomas; 3) trabalhos
com uso de plantas medicinais e
fitoterapicos sem recomendacao/
prescricdo de profissionais da saude; 4)
trabalhos experimentais.

3. Resultados e Discussao
3.1 Utilizacao da fitoterapia nos
servigcos de saude do Brasil

A Fitoterapia é definida como “terapia
com plantas medicinais em suas
diferentes formas farmacéuticas, sem
utilizacdo de substancias ativas isoladas”
(BRASIL, 2018). Plantas medicinais sao
caracterizadas como  aquelas que
produzem principios ativos capazes de
alterar o funcionamento de o¢rgaos e
sistemas fisioldgicos (ANVISA, 2016). J3,
o termo fitoterapico refere-se ao produto
derivado de matéria-prima vegetal, com
producdo  técnica, com finalidade

profildtica, curativa ou paliativa, nao
incluindo, portanto, produtos com
substancias ativas naturais ou sintéticas
isoladas (BRASIL, 2014a). A Resolucdo de
n ° 26/2014 classifica, ainda, os produtos
fitoterapicos em  duas categorias:
medicamento fitoterdpico, que possui
seguranca e eficacia comprovadas por
ensaios clinicos e nao clinicos e produto
tradicional fitoterapico, licenciado pela
tradicionalidade de uso.

A insercao de plantas medicinais e
fitoterapicos no tratamento de doengas se
apresenta como uma alternativa ao
modelo biomédico de salde, porém ainda
pouco utilizado nos servicos de saude
tanto publicos quanto privados
(GUIZARDI; PINHEIRO, 2008). Para a
PNPIC ha quatro tipos de produtos que
podem ser oferecidos aos usuarios do
SUS: planta medicinal /n natura, planta
medicinal seca (droga vegetal),
fitoterapico manipulado e fitoterapico
industrializado (BRASIL, 2015).

O uso de plantas medicinais, drogas
vegetais e derivados vegetais foi
regulamentada com a criacdo das
Farmacias Vivas, pela Portaria MS de n°
886, de 22 de abril de 2010 (BRASIL,
2010a). A Farmacia Viva se caracteriza
por realizar todas as etapas da produgao
do produto fitoterapico, desde o cultivo,
coleta, processamento, armazenamento
de espécies vegetais, manipulacdo e a
dispensacao de preparacdes magistrais e
oficinais de plantas medicinais e
fitoterapicos (ANVISA, 2013). Além das
Farmacias Vivas, os fitoterapicos podem
ser produzidos pelas farmacias de
manipulagao do SUS.

No Brasil, varios Estados da Federacao
ja introduziram a fitoterapia nos seus
sistemas publicos de saude. Segundo os
dados do Ministério da Saude do Brasil,
em 2016, foram registrados 89.037
atendimentos de Fitoterapia, em 1.205
estabelecimentos de Atencao Basica a
Saude, distribuidos em 822 municipios
(Sistema de Informagao em Saude para a
Atencdao Basica - SISAB), e na Média e
Alta complexidade foram registrados 57
servicos em funcionamento, segundo 0s



dados do Cadastro Nacional de
Estabelecimentos de Salde (BRASIL,
2017a).

Nos servicos publicos de saude sao
ofertados a populacdo, pelos recursos
Tripartite: Unido, Estados e Municipios,
doze medicamentos fitoterdpicos que
constam na Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME), e
sao indicados, para uso ginecoldgico,
tratamento de queimaduras, auxiliares
terapéuticos de gastrite e Ulcera, além de
medicamentos com indicacao para artrite
e osteoartrite. Assim como 0s demais
medicamentos autorizados pela RENAME,
cabe aos Estados, Distrito Federal e
municipios a selecdo, programacao,
aquisicdo, armazenamento, controle de
estoque e prazos de validade, distribuicao
e dispensacdo dos medicamentos e
insumos dos fitoterapicos da assisténcia
farmacéutica (BRASIL, 2017b).

Os medicamentos fitoterapicos
ofertados foram incluidos na RENAME
segundo a Portaria n® 533, de 28 de
marco de 2012, sdo estes: Aloe vera
(babosa), Cynara scolymus (alcachofra),

Glycine max (soja-isoflavona),
Harpagophythum  procumbens (garra-
dodiabo), Maytenus flicifolia

(espinheirasanta) Mentha piperita
(horteld), Mikania glomerata (guaco),
Plantago ovata (plantago), Rhamnus
purshiana (cascara-sagrada), Salix alba
(salgueiro), Schinus terebinthifolius
(Aroeirada-praia) e Uncaria tomentosa
(unhade-gato). Em 2017, houve uma
atualizacao dos medicamentos
fitoterapicos ofertados em relacdo a
coluna concentragdo/composicdao, que
passou a apresentar a quantidade de
marcador para cada fitoterapico, e a
mesma atualizacdo foi mantida na versao
de 2020 (BRASIL, 2020).

Os doze fitoterapicos incluidos na
RENAME foram selecionados a partir da
Relacao Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS), aprovado
em 2009, que lista 71 espécies vegetais,
identificadas pelo seu nome cientifico, de
interesse do SUS e prioritarias para
realizacdo de pesquisas, para posterior

incorporacdo de espécies medicinais a
RENAME (BRASIL, 2009). As plantas
presentes no RENISUS s3ao usadas
tradicionalmente no pais e consideradas
potencialmente Uteis para a producdo de
fitomedicamentos e outros compostos. O
RENISUS  propde o cultivo, o
gerenciamento, a producao, a
comercializagao e a distribuicdo de plantas
medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2009).

A disponibilidade dos fitoterapicos da
RENAME na atencao primaria a saude
depende de fatores como, o interesse dos
municipios em comprar esses
medicamentos, a existéncia de médicos
que estejam habilitados para prescrevé-
los, o custo do fitoterdpico e sua
disponibilidade no mercado, e a
prevaléncia de  doencas naquela
populagao que justifiquem sua oferta
(CACCIA-BAVA et al., 2017). Além dos
fitoterapicos que estdo na RENAME, os
municipios podem adquirir com recursos
proprios, outros fitoterapicos e outras
plantas medicinais que nao estejam na
lista, mas que sejam prescritos por
profissionais de salude. Para isso, é
necessario apenas que a equipe da
Secretaria de Salde defina o que sera
prescrito, adquirido ou manipulado e
dispensado (BRASIL, 2014b).

Outra possibilidade do uso de
fitoterapia pela populacdo usudria dos
servicos de saude publico sdo as
preparacoes caseiras a partir de plantas
medicinais (BRASIL, 2006b). Tais espécies
vegetais sdo de facil acesso, disponiveis a
qualquer hora, normalmente as pessoas
tém plantadas em torno de suas casas, e
podem ser utilizadas como alternativa
para tratar afeccOes simples, desde que
orientadas por profissionais da salde, que
foram capacitados a partir de cursos de
formacao ou, ainda, buscaram informacao
na Farmacopeia Brasileira (GUIZARDI;
PINHEIRO, 2008).

Os produtos a base de plantas
medicinais sd3o seguros para a saude,
quando utilizados corretamente. A ANVISA
€ a responsavel por realizar controle
desses medicamentos, sendo responsavel
por orientar a realizagao de testagem para



a confirmacao da eficacia e dos riscos dos
produtos vegetais, e para garantir a
qualidade do insumo (ANVISA, 2018).

O Formuldrio  Fitoterapico da
Farmacopeia Brasileira (FFFB) instituido
pela PNPMF, em 2011 pela RDC de n°
60/11, que da suporte as praticas de
manipulacao e dispensacao de
fitoterapicos nos Programas de Fitoterapia
no SUS, contém formulagdes utilizadas em
servicos de Fitoterapia, com dados de
eficdcia e seguranca embasados na
literatura cientifica. Neste formulario estao
presentes monografias de drogas vegetais
em infusdes, decoctos, tinturas, xarope,
géis, pomadas, sabonete, creme, bases
farmacéuticas e solucao conservante e
estdo registradas, ainda, informagdes
sobre a forma correta de preparo,
indicacOes e restricdbes de uso de cada
espécie vegetal (BRASIL,

2011a).

Outro documento instituido a partir do
FFFB, importante para prescricaio de
fitoterapicos no SUS, foi o Memento
Fitoterdpico da Farmacopeia Brasileira
(MFFB), criado pela RDC n° 86/16. O
objetivo do MFFB foi orientar a prescrigao
de Fitoterapicos e Plantas Medicinais, pela
exposicdo de evidéncias cientificas, com
informagoes sobre identificacao,
nomenclatura popular e cientifica,

parte da espécie vegetal utilizada,
indicacOes terapéuticas, contraindicacdes,
precaucdes de uso, efeitos adversos,
interagdes ~ medicamentosas, = formas
farmacéuticas, vias de administracdo,
posologia, tempo de utilizagao,
superdosagem,  prescricdo,  principais
classes quimicas, seguranca, eficacia e
referéncias bibliograficas (BRASIL, 2016).

O conjunto de agbes promovidas pela
PNPMF permitiu a estruturagdo da
Fitoterapia, em especial, na Atencao
Basica no SUS, entre essas a possibilidade
de financiamento de medicamentos, pelo

Componente Basico da  Assisténcia
Farmacéutica. Além disso, possibilitou a
ampliacao da abrangéncia e o escopo das
acoes da Atencdo Basica pelos Nucleos de
Apoio a Saude da Familia (NASF), e
regulamentou as Farmacias Vivas no SUS,
assim como o adequado processamento e
manipulagdo dos Fitoterapicos (BRASIL,
2006b). Por fim, foram estabelecidos
guias fitoterapicos e mementos
terapéuticos, nas esferas de governo:
unido, estados e municipios, tais
ferramentas auxiliam os profissionais de
saude, na prescricio de plantas
medicinais e fitoterapicos (FONTENELE et
al., 2013).

3.2 Plantas medicinais e fitoterapicos
no SUS

Os medicamentos fitoterdpicos ou
plantas medicinais sao utilizados para
diversas finalidades terapéuticas, como:
calmante; estomaquica; anti-inflamatdria;
indutor do sono; tratamento das afeccoes
do sistema respiratdrio; circulacdo
sanguinea e circulagdo  periférica;
tratamento de sintomas do climatério;
hipocolesterolemiante; cicatrizante, além
de efeito laxativo, tratamento das
afeccbes do sistema urinario, reducao da
pressdo arterial e hipoglicemiante (ROSA;
CAMARA; BERIA, 2011).

Dos materiais encontrados, foram
selecionados os artigos que abordavam o
uso da fitoterapia nos servicos de saude
brasileiro. O Quadro 1 apresenta as
plantas medicinais e fitoterapicos,
encontrados a partir da busca
bibliografica, que sdo utilizados pelos
usuarios dos servicos de saude publica, ou
por recomendacdao, ou por prescricao de
profissionais, ou pela disponibilidade nos
servicos de saude, sua indicacdo e forma
de uso.



Quadro 1- Espécies vegetais prescritas/ofertadas nos servigos de saide publico brasileiro.

Nome da espécie

Nome popular/
nome fitoterapico

Indicacao

Forma de uso

Plectranthus barbatus Andrews
SOUZA et al., 2019;
BEZERRA et al., 2020.

Boldo

Distlrbios digestivos, estimulante
hepatico, estomacal

Cha

Melissa officinalis L.
SOUZA et al 2019;
BEZERRA et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2006

Erva cidreira

Dor de estdbmago, diarreia,
flatuléncia, dor de cabeca, anti-
hipertensivo

Cha/ Capsula

Foeniculum vulgare Mill.
SOUZA et al., 2019

Erva doce

Dor de estdbmago, ansiolitica, dor
abdominal

Cha

Mesosphaerum pectinatum (L.)
Kuntze

SOUZA et al 2019;

BEZERRA et al., 2020

Sambacaita

Antimicrobiano e anti-
inflamatorio

Cha/ cataplasma

Mentha spicata L.
SOUZA et al., 2019;

Gripe, estimulante do sistema

BEZERRA et al., 2020

BEZERRA et al.,2020; Horteld . - P Cha

OLIVEIRA et al., 2006 imunologico, flatuléncia

Schinus terebinthifolius Raddi ; ]

SOUZA et al., 2019 Aroeira anti-inflamatdrio Cha/ cataplasma
Chenopodium ambrosioides L. Ché/ suco/ extrato
SOUZA et al., 2019; Mastruz anti-inflamatério

aquoso

Malva sylvestris L.
SOUZA et al., 2019;

Malva-branca

Dor de estébmago, diarreia, dor

Cha/ xarope

SOUZA et al 2019

secrecao

OLIVEIRA et al., 2006 de dente caseiro
Matricaria chamomilla L.

SOUZA et al., 2019; . a .

BEZERRA et al., 2021; Camomila Flatuléncia, calmante Cha

OLIVEIRA et al., 2006

Stryphnodendron barbatimam Antimicrobiano, cicatrizacao de

Mart Barbatimao feridas, coceira vaginal e Extrato aquoso

Pressao alta, calmante

Cha

Cymbopogon citratus (DC)
Stapf.

SOUZA et al., 2019;
BEZERRA et al.,2020;
OLIVEIRA et al., 2006

Capim santo /
Capim limao

Allium sativum
SOUZA et al 2019;
BEZERRA et al.,2020;
OLIVEIRA et al., 2006

Alho

Pressao alta, gripe

Tintura de ervas/
xarope caseiro

Aloe vera (L.) Burm. F.
SOUZA et al 2019;

BEZERRA et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2006

Babosa

Queimaduras, cicatrizagdo de
feridas

Gel de folha




Ocimum basilicum L.
SOUZA et al 2019;

Influenza, infeccdes intestinais,

Chd/ suco/ xarope

Manjericao renais e estomacais, insonia, .
OLIVEIRA et al., 2006 picada de inseto caseiro
Mikania glomerata Sprengel Broncodilatador e expectorante,
OLIVEIRA et al., 2006; Guaco® afeccdes do trato respi- ratdrio Xarope
SOUZA et al.,2019; P
GASPARETTO et al., 2009
Passiflora sp. Maracuja ] o
BEZERRA et al., 2020 /passiflora® Calmante Cha/ Comprimido
Plectranthus amboinicus L.
(Sprengel) . . . . Xarope
SILVA et al., 2005; Malvarico resfriado, gripe, bronquite expectorante
BEZERRA et al., 2020
Lippia sidoides Cham. Alecrim Pimenta antisséptico de pele dor Sabonete/
SILVA et al., 2005; muscular Capsula/
PEREIRA et al., 2015 Tintura
Bauhinia forficata L.
SILVA etal., 2005 Morord Controle de glicemia Tintura
Symphytum officinale L.
SILVA et al., 2005; . -
OLIVEIRA et al., 2006 Confrei Condigdes de pele Pomada
Ageratum conyzoides L. .
SILVA et al., 2005 Mentrasto Condigodes de pele Pomada
Ocimum gratissimum L.
SILVA et al., 2005 Alfavaca Problemas gastrointestinais Antisséptico oral
Miracrodruon urundeuva Fr. All. Aroeira CondigGes ginecoldgicas/ Creme/ elixir
SILVA et al., 2005 problemas gastrointestinais
Gt ot

Y Malva Santa Problemas gastrointestinais estomacais/
Tintura

Cecropia spp.
SILVA et al., 2005; Torém/ Embaulba | Controle de pressdo arterial Cha
OLIVEIRA et al., 2006
Ageratum conyzoides L.
OLIVEIRA et al., 2006 Mentrasto Anti-inflamatério Cha
Bauhinia forficate i
OLIVEIRA et al., 2006 Unha de vaca Diabetes Cha
Calendula officinalis. .
OLIVEIRA et al., 2006 Caléndula Cicatrizante Pomada
Maytenus ilicifolia Planch. Espinheira santa , ) ;
OLIVEIRA et al., 2006 Ulcera gastrica Cha
Baccharis trimera .
OLIVEIRA et al., 2006 Carqueja Digestivo Infusao
Salvia officinalis
OLIVEIRA et al., 2006 Salvia Anti-inflamatdrio Cha
Phyllonthus niruriL.

Quebra pedra Litiase renal Infusdo

OLIVEIRA et al., 2006




Pantago major L.
OLIVEIRA et al., 2006

Diarréia, Anti-inflamatorio,
Expectorante e broncodilatador

Tangagem (associado ao Guaco para Cha
adultos)
Equisetum sp. .
OLIVEIRA et al., 2006 Cavalinha Problemas renais Cha
Taraxacum officinale OLIVEIRA
et al., 2006 Dente de ledo Digestivo Cha

Justicia pectoralis Jacq. PEREIRA

et al., 2015 Chamba

Anti-inflamatdrio, Expectorante e
broncodilatador

Lambedor de
chamba

Embora exista uma extensa literatura
quanto ao uso da fitoterapia pela
populacao brasileira, sdao poucos o0s
trabalhos que evidencie a oferta desse
servico no SUS. Os trabalhos disponiveis,
sao referentes ao uso de plantas
medicinais e fitoterapicos na atengdo
primaria a saude, em especial aos
programas da Estratégia Salde da
Familia. A relagdo com esse nivel de
atencao deve-se aos fundamentos e
principios desses servicos por estratégia,
e pela caracteristica da fitoterapia, que
permite a interagao entre o saber popular
e acOes preventivas e de promogao a
saude (BRASIL, 2012).

Pode-se perceber que o emprego da
fitoterapia no sistema publico brasileiro
possui tendéncia ao uso de plantas
medicinais e preparacdes farmacéuticas
das Farmacias Vivas instituidas pelo
PNPMF. Segundo o Ministério da Saude,
em 2020, foram investidos R$ 7,9 milhdes
em projetos para melhoria do acesso da
populacdo a medicamentos fitoterapicos
por meio das Farmacias Vivas e, até o
momento, ja foram apoiados 134
projetos, distribuidos em todo o pais, com
recursos financeiros destinados a cadeia
produtiva de plantas medicinais e
fitoterapicos (BRASIL, 2021).

Nessa revisao foram encontradas vinte
e cinco espécies, entre uso de plantas
medicinais e fitoterapicos, sendo nove dos
doze fitoterapicos do RENAME. Em estudo
que avaliou a situagao da regulamentagao
de fitoterdpicos no Brasil, os autores
encontraram 359 produtos fitoterapicos
licenciados no Brasil, todos em processo

de registro, sendo 27 em combinacao
(contendo mais de uma espécie de planta
ativa) e 332 como um Unico produto, e
nao foi encontrado  medicamento
tradicional fitoterapico com notificacdo
valida (CARVALHO et al., 2018).

Em relacao aos laboratdrios
farmacéuticos para  producdo de
fitoterapicos  licenciados no  Brasil,
atualmente, existem empresas
distribuidas em onze estados brasileiros,
sendo a maior parte dessas empresas
concentradas na regidao Sudeste. A regidao
Norte, embora possuidora de uma rica
biodiversidade, em especial na Floresta
Amazonica, ndo possui nenhuma empresa
com fitoterapico licenciado (CARVALHO et
al., 2018).

Quanto aos constituintes vegetais,
existem 101 espécies vegetais licenciadas
como ingredientes farmacéuticos ativos
em fitoterdpicos no Brasil, sendo oito
nativas endémicas, nove nativas nao
endémicas, seis naturalizadas, seis
cultivadas e 62 nao sdo originarias do
Brasil (CARVALHO et al., 2018). Apesar da
rica biodiversidade brasileira, a maioria
dos produtos fitoterapicos produzidos no
pais, tem como principios ativos plantas
medicinais ndo nativas. Entre os fatores
que podem justificar esses dados estao:
um grande numero de informacoes
cientificas e etnofarmacoldgicas, e de
protocolos de controle de qualidade,
seguranca e eficacia para espécies nao
nativas em relacao as nativas; escassez
de estudos com ensaios clinicos com
espécies nativas brasileiras; e a falta de
documentagdo adequada do  uso




tradicional para algumas dessas (SANTOS
et al., 2011; CARVALHO et al., 2018) além
dos entraves e dificuldades impostas por
6rgaos governamentais, para que O0s
pesquisadores possam validar as espécies
vegetais utilizadas tradicionalmente.

Apesar disso, existem muitos estudos
avaliando as propriedades bioldgicas das
plantas medicinais nativas da
biodiversidade brasileira, mas sao poucos
os trabalhos que focam na geragao de
produtos fitoterapicos. Dessa forma, sdo
necessarios mais estudos que atendam a
legislacdo sanitaria e possuam uma
abordagem  direcionada ao  setor
produtivo, gerando mais informagoes
sobre as espécies vegetais nativas e
garantindo o registro de mais produtos
fitoterapicos (TOLEDO et al., 2003).

Mesmo diante dos incentivos da
PNPMF para o emprego das plantas
medicinais e fitoterapicos nos servigos de
saude, estudos mostram que o0s
profissionais de salde detém pouco
conhecimento sobre as propriedades
farmacoldgicas conferidas a  esses
produtos, o que dificulta as suas
prescricoes (MATTOS et al., 2018;
BEZERRA et al., 2020). Portanto, se faz
necessario o desenvolvimento de material
técnico e a capacitacdo continua desses
profissionais para promover 0 uso seguro
de plantas medicinais e fitoterapicos
(THIAGO E TESSER, 2011).

3.3 Prescricao de plantas medicinais
e fitoterapicos por profissionais da
saude

A prescricdao de medicamentos de
forma geral é atribuicdo de profissionais
legalmente habilitados, médicos, médicos
veterindrios e cirurgides dentistas, porém
outros profissionais, como enfermeiros,
farmacéuticos e nutricionistas podem
realizar prescricdo ou indicacdo de
medicamentos conforme a
regulamentagao dos seus conselhos
profissionais e conforme a RDN de n°
98/2016. Dessa forma, os medicamentos
fitoterapicos isentos de prescricdo médica
podem ser prescritos por profissionais nao

médicos e podem ser consultados no
Memento Fitoterdpico da Farmacopéia
Brasileira (MFFB) (BRASIL, 2016).

O profissional médico pode realizar a
prescricao de fitoterapicos, no entanto,
sua utilizacao precisa estar fundamentada
em bases farmacoldgicas. O Conselho
Federal de Medicina (CFM), pela
Resolucdo de n° 1.499 (BRASIL, 1998),
estabelece a proibicao de terapias nao
comprovadas pelos modelos nao
reconhecidos cientificamente na pratica
médica, assim é necessario que esses
profissionais tenham conhecimento
cientifico da eficacia e seguranca dos
produtos  fitoterapicos para  assim
prescrevé-los. Ja no campo odontoldgico,
o Conselho Federal de Odontologia (CFO)
regulamentou pela Resolucao de n° 82/08
a habilitacao para prescricdao de plantas
medicinais e fitoterapicos pelo cirurgido-
dentista, reconhecendo o uso de praticas
integrativas e complementares a salde
bucal (BRASIL, 2008).

A regulamentacao da pratica da
fitoterapia pelo nutricionista foi
determinada pelo Conselho Federal de
Nutricao (CFN) em 2013, pela Resolugao
de n° 525/13, e atribuiu ao profissional as
competéncias para, em modalidades
especificas, a prescricdo de plantas
medicinais, drogas vegetais e fitoterapicos
como complemento da  prescricao
dietética. Essa resolucdo foi alterada pela
Resolucdao de n° 556/15, redefinindo os
critérios de prescricao para os diferentes
produtos fitoterapicos, em que: a
prescricdo de plantas e chas medicinais
pelo profissional nao requer titulacao de
especializagdo na 4drea, enquanto a
prescricdo de fitoterapicos, produtos
tradicionais fitoterapicos e preparagbes
magistrais como complemento dietético sé
é permitida ao nutricionista com
especializacao em Fitoterapia (BRASIL,
2015).

A Resolucgao de n° 625/2020, atualizou
no ambito do Sistema COFEN/COREN, os
procedimentos para Registro de Titulos de
Pos-graduacao Lato e Strictu Sensu
concedido a enfermeiros e aprova a lista
de especialidades que incluem a



Enfermagem em Praticas Integrativas e
Complementares, dentre estas a
Fitoterapia, concedendo ao enfermeiro a
possibilidade de obter titulo de
especialista na area (BRASIL, 2018b).
Além disso, foi estabelecido pelo ato
administrativo do Ministério da Saude, da
Portaria MS de n° 2.488/11, a permissao
para prescricdo de medicamentos, dentre
esses os fitoterapicos, pelo profissional
enfermeiro, no ambito do Programa Saude
da Familia (PSF), desde que cumpram os
protocolos pré-estabelecidos pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2000).

Em relacdao a atuacdo do farmacéutico
na Fitoterapia, o Conselho Federal de
Farmacia  (CFF) regulamentou as
atribuicbes deste profissional no uso de
plantas medicinais e fitoterapicos pela
Resolugao de n°® 459/07 (BRASIL, 2007).
Somado a essa, a Resolucao de n°
546/11, permite ao farmacéutico, dentro
dos parametros legais, a indicacdo
terapéutica de medicamentos fitoterapicos
sem prescricdo médica, para condicdes de
baixo risco (BRASIL, 2011b). Estara
habilitado para essa indicacdo, o
farmacéutico que comprove qualificagdes
como: ter cursado na graduacao a
disciplina de Fitoterapia, com carga
hordaria.  minima de 60  horas,
complementada com  estagio em
manipulacao e/ou  dispensacao de
Fitoterapicos e Plantas Medicinais de no
minimo 120 horas; ou titulo de
especialista ou curso de especializagao em
Fitoterapia que atenda a Resolucdo de n°
546/11 do CFF. Além dessas resolucoes
especificas, o CFF publicou duas outras, a
Resolucao de n° 585/13 e a Resolugdo de
n° 586/13, que regulam a concretizacao
da habilitacdo do farmacéutico como
prescritor em ambito geral (BRASIL,
2013a, b).

Outro conselho de classe que
regulamentou a utilizagdo das PIC para a
categoria profissional foi o Conselho
Federal de Fisioterapia e Terapia
Ocupacional (COFFITO), de acordo com a
Resolugao de n° 380/10. Para estar
habilitado, o] fisioterapeuta deve
apresentar titulos que comprovem o

dominio nessas Praticas Integrativas
(BRASIL, 2010b). A Fitoterapia e a
indicacdo de substancias de livres
prescricao foram normalizados pelo
Acdrdao n° 611/17 (BRASIL, 2017b).

A oferta de conteldo voltado a
Fitoterapia e Plantas Medicinais, nos
cursos de Graduacdo ou Pdsgraduacdo,
conforme o recomendado pela PNPIC
(BRASIL, 2006b), nao se faz suficiente
para adequada prescricao da Fitoterapia
nos servicos de salde, e assim, o FFFB
representa uma ferramenta importante
para auxiliar os profissionais da saude na
prescricao correta da fitoterapia.

4. Consideracoes finais

A populagdo brasileira possui um
histérico cultural de utilizagdo de plantas
para fins medicinais, isso esta relacionado
em especial as origens do pais e a riqueza
de sua flora. Apds o estimulo da OMS
para a utilizacdo de Terapias Integrativas
e a criacdo da Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC), e ainda a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e  Fitoterapicos
(PNPMF), a utilizacao de plantas
medicinais e produtos de origem vegetal
passou a ser estimulada e regulada no
pais.

Desde 2006 quando a PNPIC e PNPMF
foram implantadas no Brasil, varios
Estados e Municipios adotaram
0 uso de plantas medicinais e fitoterapicos
nos servicos de saude, sendo ofertados,
atualmente, varias formas para uso da
fitoterapia, sejam estes /n natura,
manipulado ou industrializado. Observou-
se, ainda, que as plantas medicinais e
fitoterapicos sao bem aceitos pela
populacdo, como tratamento para varias
afeccOes, em especial pelos usuarios do
servico de salude de atengdo basica.
Porém, observa-se que apesar das
estratégias da PNPMF para a
regulamentagdo do uso de plantas
medicinais e fitoterapicos de forma segura
aos usuarios da saude, a formacdo dos
profissionais da salde nessa area ainda é
deficiente, dificultando a pratica segura



dessa terapia. Conclui-se, portanto, que a
Fitoterapia é uma importante terapia
integrativa e complementar, porém mais
esforcos precisam ser feitos para a
adequada implementacdo dessa pratica
nos servigos de saude brasileiro.
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CAPITULO IV

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DE Bellucia dichotoma Cogn
SOBRE O VENENO DE Bothrops atrox

Resumo

A serpente Bothrops atrox é a principal espécie causadora de acidentes ofidicos na regido
Amazonica, e as toxinas do veneno sdo reconhecidas por induzir efeitos inflamatérios no local
da picada, que podem evoluir para repercussdes sistémica graves. Plantas medicinais sdo
comumente utilizadas por comunidades rurais amazonica para tratamento de envenenamento
por serpentes, entre essas a espécie Bellucia dichotoma. Este estudo avaliou o potencial de
bloqueio sobre vias inflamatorias induzidas pelo veneno de B. atrox e o potencial efeito
cicatrizante do extrato aquoso de B. dichotoma. Os ensaios para avaliar o efeito anti-
inflamatério foram realizados em macrofagos diferenciados da linhagem THP-1 e o efeito
cicatrizante em fibroblastos humano da linhagem MRC-5. Os resultados encontrados mostram
que B. dichotoma foi capaz de reduzir a producéo da citocina pro-inflamatoria TNF-a e da
citocina 1L-12p70 induzidas pelo veneno de B. atrox. Além disso, B. dichotoma apresentou
efeito antioxidante dose dependente sobre espécies reativas e oxigénio induzidas pelo veneno.
Na linhagem de macro6fagos testados, 0 veneno de B. atrox ndo induziu a expressdo de COX,
portanto, ndo foi possivel avaliar o efeito de B. dichotoma sobre essa via inflamatéria. O
extrato de B. dichotoma mostrou potencial cicatrizante, por meio do ensaio de migracao
celular, em que fibroblastos tratados com o extrato apresentaram um efeito migratério
superior ao de células tratadas com o controle vitamina C. Juntos, os resultados mostram o
potencial de B. dichtoma de reduzir os efeitos inflamatorios locais induzidos por veneno de B.
atrox.

1. INTRODUCAO

O envenenamento ofidico na regido Amazdnica possui 0os maiores indices quando
comparados as outras regides do Brasil, e a espécie Bothrops atrox é notificada como a
principal serpente causadora desses envenenamentos (BRASIL, 2019; 2022). O
envenenamento por B. atrox é caracterizado por danos teciduais locais e sistémicos induzidos
em suas vitimas (BORGES et al., 1999). Os efeitos locais incluem mionecrose, formacéo de
bolhas, hemorréagia e resposta inflamatdria intensa, com edema, dor, eritema e equimose e
mais severamente, a sindrome compartimental (BORGES et al., 1999; OLIVEIRA et al.,
2018) e as manifestacbes sistémicas incluem alteracbes na coagulacdo sanguinea e
insuficiéncia renal (FEITOSA et al., 2015a).

Estudos em modelos experimentais sobre os efeitos inflamatérios induzidos pelo

veneno de Bothrops atrox sugerem a participacdo de mediadores inflamatorios protéicos,
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como as citocinas, quimiocinas e componentes do Sistema Complemento; lipidicos
(eicosanoides), como as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos; e influxo leucocitario
local na resposta imune ao envenenamento (BARROS et al., 1998; TEIXEIRA et al., 2009;
MOREIRA et al., 2012; 2013; 2016; MENALDO et al., 2017). Em pesquisas clinicas, para
avaliar a resposta inflamatdria nas vitimas de acidentes botrdpico, efeitos semelhantes foram
encontrados, com ativacdo da cascata de imunomediadores e vias de receptores do tipo toll
(TLR) associados ao mecanismo de danos teciduais e formacdo de bolhas (GIMENES et al.
2021) e observagdo de aumento de citocinas IL-6 e IL-10 e quimiocinas circulantes, como a
CXCL-8, relacionados a inducédo e regulacdo do perfil da resposta imune, febre e migragéo
celular (AVILLA-AGUERO, 2001; IBIAPINA 2019). Uma anélise protedmica do veneno de
B. atrox mostrou que as metaloproteinases, fosfolipases Az, serinoproteases e L-aminoéacido
oxidases sdo seus principais constituintes (NUNEZ et al., 2009; CALVETE et al., 2011), que
podem estar associadas ao quadro clinico observado no envenenamento pela espécie
(GUERCIO et al., 2006; CALVETE et al., 2011).

Atualmente, o tratamento padrdo ao envenenamento por espécies de Bothrops sp. é o
Soro Antibotrépico (SAB), porém sua eficacia, sobre os efeitos locais do envenenamento pela
espécie B. atrox, ainda é discutivel. Além disso, a utilizacdo de SAB pelas populacdes rurais e
ribeirinhas na regido Amazonica enfrenta alguns desafios, como: disponibilidade em
localidades mais distantes, dificuldade de acesso aos servigos de salde equipados para
armazenamento e administracdo desse imunobiolégico, além dos préprios desafios
relacionados aos riscos de reacdes de hipersensibilidade (BORGES; SADAHIRO; DOS-
SANTOS, 1999; DOS-SANTOS, 2009; WALDEZ E VOGT, 2009; FEITOSA et al., 2015b).
Assim, os acidentados fazem uso de plantas regionais, que séo utilizadas tradicionalmente ou
como coadjuvante a soroterapia ou como medicamento alternativo (MORS et al., 2000;
MOURA et al., 2015).

Bellucia dichotoma é uma espécie de planta nativa da regido Amazdnica apontada
como antiofidica por comunidades rurais da regido Amazénica (MOURA et al., 2013). Ao ser
investigada quanto ao seu potencial de bloqueio sobre a peconha de serpentes de Bothrops,
apresentou atividade anti-hemorragica induzida pelo veneno de Bothrops jararaca e
antiedematogénica sobre o veneno de B. atrox. Os resultados foram ainda mais significativos
quando a espécie foi utilizada como coadjuvante ao soro antibotrdpico, de acordo com 0 uso
tradicional (MOURA et al., 2014; MOURA et al., 2015; MOURA et al., 2017).
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Embora os resultados de outros trabalhos sugiram um perfil anti-inflamatério de
Bellucia dichotoma sobre o veneno de Bothrops atrox, ndo ha estudos que abordem os
mecanismos moleculares dos efeitos anti-inflamatérios da espécie. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar por meio de ensaios baseados em celulas e ativacdo enzimatica, o
potencial de Bellucia dichotoma sobre o estresse oxidativo e produgdo de mediadores
lipidicos e de TNF-o, IL-10 e IL-12 induzidos pelo veneno. Além disso, baseado nas
propriedades curativas de B. dichotoma para envenenamento botropico, foi realizado o ensaio
in vitro de cicatrizacdo celular, a fim de avaliar um possivel beneficio sobre os danos

teciduais locais observados em envenamentos por espécies de Bothrops.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

2.1.1 Coleta do Material vegetal

O material vegetal utilizado na pesquisa foi produzido a partir de espécimes coletadas, no
periodo de Marco a Maio de 2019, que corresponde ao periodo chuvoso na regido, as 9 horas
da manhd, no bairro de Taruma4, na cidade de Manaus, Amazonas, Brasil, em uma érea de
floresta tropical de baixa altitude com solo latossélico sendo o local de coleta marcado pelo
Sistema Global de Medigdo de Posicdo (GPS — GARMIN, Map 60csx, Kansas, EUA):
2°58'46.62"Sand 60° 5'20.86"W. Exsicatas foram confeccionadas para a identificacdo dos
espécimes coletados e depositadas no Herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia- INPA, com sob a referéncia INPA n° 268216.

2.1.2 Preparo do extrato de Bellucia dichotoma

O extrato aquoso de B. dichotoma foi preparado a partir das informacdes populares, de acordo
com a préatica dos moradores de uma comunidade rural em Santarém, Para (MOURA et al.,
2014). O material vegetal de B. dichotoma foi submetido a secagem em estufa, moagem e
preparo de cha por decoccdo. Para isto, foram adicionados 50 gramas de pé da casca, obtido
por moinho de facas, a 4gua destilada na proporcdo de 1:10 (m:v) e o preparo submetido a
agitagdo constante de 1.250 rpm, em temperatura de 100° C, até a fervura. O material obtido
foi filtrado, liofilizado e armazenado em frasco &mbar sob refrigeragcdo. Este estudo segue as

resolugbes do CGEN n° 35/11, com autorizacdo do acesso ao Conhecimento Tradicional



87

Associado para fins de pesquisa cientifica sob o nimero de referéncia 01450.008934/2014-68
SisGen.

2.2 Obtencao do veneno de Bothrops atrox

O veneno foi gentilmente cedido pelo professor MSc. Hipdcrates Chalkidis, do Laboratério de
Pesquisa Zoologica (LPZ)/ Faculdades Integradas do Tapajos. A peconha foi extraida de
serpentes adultas de B. atrox, provenientes da Floresta Nacional do Tapajos (FLONA),
localizada no Km 83 da BR-163, Santarém, Para, Brasil. A coleta de serpentes e a extragao do
veneno foram aprovadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade —
ICMBIo, pelo Sistema de Autorizagao e Informacao em Biodiversidade (SISBIO - n°14018) e
com autorizagdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
ref. n® 26/2013. O veneno foi coletado in natura e liofilizado no laboratorio de Bioprospecgéo
e Biologia Experimental, da Universidade Federal do Oeste do Para, Santarém, PA. Apds o
processo de liofilizacdo, foi feito um “pool” do veneno e mantido a -20° C, até 0 momento do

uso.

2.3 Avaliacao das atividades bioldgicas do extrato aquoso de Bellucia dichotoma.

2.3.1. Atividade bloqueadora da inflamag&o em células

2.3.1.1 Preparo das Células THP-1 em Cultura

A linhagem celular de monoécitos humanos derivados de leucemia monocitica THP-1 foi
cultivada em atmosfera imida, a 37 °C, contendo 5% de CO2, em meio RPMI (Gibco®, Life
Technologies, EUA) suplementados com 10% de SFB (Gibco®, Life Technologies, EUA), e
antibiético gentamicina 1% (Gibco®, Life Technologies, EUA). Para induzir a diferencia¢ao
dos monocitos em macrofagos (células aderentes), as células foram ressuspendidas em meio
novo contendo forbol 12-miristato-13 acetato (PMA) a 10ng/mL (PARK et al., 2007). De
acordo com o experimento, as células foram acondicionadas em placas de 24 ou 96 pogos, a
uma densidade de 1.000.000 ou 100.000 células/pogo respectivamente e incubadas por 48h
em estufa a 37 °C em 5% de CO2. Apos esse periodo, os macrofagos aderentes foram tratados

com meio RPMI e permaneceram incubadas, nas mesmas condicdes, por 24h, antes do uso.
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2.3.1.2 Realizagdo do ensaio de Alamar Blue

Para a avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o método de Alamar Blue, método
simples, rapido e sensivel, aplicado em larga escala a estudos in vitro (NAKAYAMA et al.,
1997). O corante azul de alamar na forma oxidada (resazurina) possui coloracdo azul, com
baixa fluorescéncia intrinseca e entra com facilidade nas células. Na presenca de células
viaveis é convertido em resofurina, forma reduzida, composto de coloracdo rosa fluorescente
(O’BRIEN et al., 2000). A taxa de intensidade de fluorescéncia torna possivel quantificar o
numero de células. Foi realizado a exposicdo da cultura de células as amostras de extrato
liofilizado de B. dichotoma e veneno de B. atrox liofilizado em diferentes concentragdes. A
determinagao da Concentragao Inibitoria (ICso) das amostras foi realizada utilizando-se
concentragdes crescentes do extrato de B. dichotoma (0,5ug/mL, 1pg/mL, 10ug/mL,
50pg/mL, 125pg/mL, 250 pg/mL, 500pug/mL e 1000 pg/mL), veneno bruto liofilizado de B.
atrox e controle negativo de Doxorrubicina, nas mesmas concentragdes por 24h. Apés 24h os
sobrenadantes foram desprezados e as células expostas a solu¢do de resazurina na
concentragao de 3mM (5uL) em meio RPMI (95uL) durante 3h. As analises foram realizadas
por avaliacdo da fluorescéncia em leitor de placas Glomex com excitacdo de 560nm e emissao
de 590 nm. Sendo linearmente proporcional ao namero de células viaveis.

A viabilidade celular foi calculada usando a equagao: Viabilidade celular em % =
(FIfinal — Flinicial x 100 / Flcontrole). Onde: FIfinal= intensidade de fluorescéncia de células
tratadas final; Flinicial= intensidade de fluorescéncia de células tratadas inicial; Flcontrole =
intensidade de fluorescéncia das células s6 com o meio de cultura. Os resultados obtidos
foram calculados em escala logaritmica e analisados no software GraphPad Prisma 7.0 para

obtenc¢ao da dose ICso (indice de citotoxidade que causa 50% de morte celular).

2.3.1.3 Deteccao de Espécies Reativas de Oxigénio Intracelular (iROS)

Os niveis de iROS foram analisados por meio da sonda fluorescente 2’7’-Acetato
Diclorofluoresceina (DCFDA) (WOLFE; LIU; HAI, 2007). O DCFDA ¢ utilizado para
avaliar os niveis intracelulares de ROS devido a sua capacidade de atravessar facilmente as
membranas celulares em uma forma detectavel, formada através de reagoes de hidroélise
catalisada pela esterase intracelular. As células THP-1 foram plaqueadas, apds o periodo de
incubacéo para diferenciacdo foram marcadas com a sonda DCFDA a 25uM por 45 minutos,
em seguida e sonda foi removida e as células desafiadas com veneno de B. atrox na dose que

corresponde a ICso e tratadas com extrato de B. dichotoma nas concentracfes de 50, 10 e 1
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mg/mL por um hora a 37°C em 5% de CO2 ao abrigo da luz (FIGUEROA,
ASADUZZAMAN; YOUNG, 2018). Foi realizado também analise com adicdo das mesmas
concentracdes do extrato de B. dichotoma com desafio perdxido de hidrogénio (H202) 200
UM por 1 hora. A quercetina (50 uM) foi utilizada como controle positivo e células sem
tratamento para controle negativo. Foi medido o nivel de fluorescéncia em leitor de placas

(Chameleaon TM V Multitecnologico) com emissédo de 485nM e excitacdo de 535nM.

2.3.1.4 Avaliacdo do bloqueio da expressdao de COX induzida pelo veneno de Bothrops
atrox

A inibicdo da expressdo de COX total, COX-1 e COX-2 foi obtida usando um kit de ensaio de
triagem de inibidor fluorescente de COX (Cayman Chemical, MI, EUA). A medicdo foi
realizada de acordo com o manual do fabricante. Para isso, células THP-1na concentracao de
3x10° receberam desafio com veneno de Bothrops atrox na dose que corresponde a ICso
(527,8ug/mL) e tratamento de Bellucia dichotoma nas concentracGes de 50, 10 e 1 pg/mL e
por 24 horas. A quantidade de COX foi analisada medindo a fluorescéncia em leitor de placas
(Chameleaon TM V Multitecnol6gico) com excitacdo de 535nM e emissdao de 587 nM. Os

resultados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata.

2.3.1.5 Citometria de fluxo para avaliacdo da expressado de citocinas

Para avaliar o potencial do extrato de Bellucia dichotoma em inibir a expressdo e a atividade
bioldgica de citocinas de perfil pro-inflamatorio TNF-a, anti-inflamatéria I1L-10 e IL-12p70
para perfil Thl, in vitro, foi empregada a citometria de fluxo. Células THP-1 foram expostas
aos seguintes estimulos: veneno de Bothrops atrox na concentracdo de 527,8ug/mL (1Cso);
extrato de B. dichotoma na concentracéo de 50 pg/mL; LPS 1 ug/mL; DMSO a 1%; controles
PMA e meio RPMI, e os tratamentos com extrato de B. dichotoma + veneno de B. atrox e
extrato de B. dichotoma + LPS, nas mesmas concentracfes dos estimulos. Apos os estimulos
e tratamentos as células foram incubadas em estufa Umida por 24 horas a 37 °C, contendo 5%
de COz2 por 24 h. Para avaliagdo em citometria de fluxo, foram adicionados 2 pL de brefeldina
e 10 uL de ionomicina em cada pogo, 4 horas antes do término dos tratamentos. Apds esse
periodo de incubacdo o sobrenadante foi descartado e realizado a soltura mecénica das
células, posteriormente transferidas para o tubo de citometria. Aos tubos foi adicionado
tampdo de lise, e em seguida realizado lavagens com PBS-Wash e a permeabilizacdo das
células com PBS-P. Apos a permeabilizacdo, o sobrenadante foi novamente descartado e

realizado a marcagdo intracelular com anti-TNF-o e anti-IL-10 para avaliar o perfil pro-
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inflamatorio e anti-inflamatdrio das amostras, e a anti-IL12p70 para avaliar perfil Thl. Apos a
marcacdo foi realizada a leitura das amostras no citdmetro de fluxo FACSCantoTM Il (BD
Bioscience), no software FACS Diva 6.0, ap6s os dados brutos foram analisados no software
FlowJo 10.1. A selecdo da regido de interesse (R1) foi realizada em gréficos de distribuicéo
em pontos (dot plot) de tamanho celular relativo (Foward angle light scatter — FSC) versus
granulosidade celular (Side angle light scatter — SSC), de onde foram excluidos tanto restos
como grumos celulares através da analise de single cells (FSC-A/FSC-H), sendo analisados

um minimo de 30 mil eventos por amostra.

2.3.2 Avaliacéo da atividade cicatrizante in vitro

2.3.2.1 Avaliacéo da citotoxicidade em células MRC-5

A linhagem celular MRC-5 (fibroblasto humano) foi obtida do Banco de Células do Rio de
Janeiro, Brasil, e mantidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (FBS), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina
(100 U/mL). As células foram mantidas incubadas a 37 °C com atmosfera umidificada com
5% de CO,. A citotoxicidade do extrato seco de B. dichotoma, foi avaliada pelo método
Alamar blue segundo Nakayama et al. (1997). As células foram plaqueadas na concentragao
de 5 x 10® células/pogo em placas de 96 pocos. Apés 24 de incubacio e aderéncia das células,
as mesmas foram tratadas com o extrato na concentracao de 50 pg/mL, durante um periodo de
72 horas. Como controle positivo de morte, foi avaliada a citotoxicidade da Doxorrubicina (25
pg/mL) e controle negativo DMSO (0,2%).

2.3.2.2 Realizacéo do ensaio de motilidade celular

Para avaliagao da capacidade de migragao celular foi utilizado o método descrito por Liang;
Park; Guan (2007). O ensaio baseia-se na criacdo de uma &rea de descontinuidade, por
raspagem (“arranhdo”), em uma monocamada de células confluentes, em que as células da
borda irdo mover-se para fechar completamente o novo espaco criado, ou seja, uma ferida, e 0
acompanhamento do seu fechamento. Para a realizacdo do ensaio, as células MRC-5,
fibroblastos humano, foram transferidas para placas de 24 pogos, na densidade de 50 x 10*
células/poco e as mesmas foram incubadas em atmosfera Umida a 37°C a 5% de CO2. Apés 24
h, foi realizada a descontinuidade das células contidas nos po¢os, com o auxilio de uma

ponteira esteéril de 1-200uL, fazendo um risco no meio da monocamada de células. Em
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seguida, foi adicionado o tratamento com extrato aquoso de B. dichotoma nas concentragdes
ndo toxicas de 0,5, 1 e 5 pg/mL por 24 h. Para o controle negativo foi utilizado DMSO (0,2%)
e para o controle positivo, Vitamina C na concentragdo de 5 uM. A migracdo celular foi
avaliada por meio de fotografias, na qual se mensurou a area lesionada nos momentos de 0, 24
e 48 h. As imagens foram capturadas com camera digital acoplada ao microscépio invertido
de fase e foram obtidas do mesmo campo de viséo da ferida, criando pontos de referéncia na

parte externa da placa e na platina do microscopio.

2.4. Analise estatistica

Utilizou-se Analise de Variancia com um fator ou dois fatores (ANOVA One-Way ou
Two-Way), de acordo com o delineamento experimental, utilizando-se o teste de Tukey para
comparagao pos-teste. A correcao de Bonferroni foi aplicada para corre¢iao de comparagdes
multiplas. As curvas de ICso foram obtidas por regressao nao-linear. Os dados foram
expressos como média e desvio padrao, nivel de significancia adotado de 5%. Os graficos

foram gerados utilizando-se o software GraphPad Prisma.

3. RESULTADOS

3.1 Rendimento do material vegetal
O rendimento médio do material liofilizado foi de 7,56%. Apos a obtencdo do extrato aquoso

liofilizado foram realizados 0s ensaios para avaliacdo do potencial anti-inflamatério da planta.

3.2 Ensaio de Citotoxicidade em cultura de células THP-1

Em relacdo ao efeito citotoxico do extrato de Bellucia dichotoma e veneno de Bothrops atrox
em THP1por 24 h, através do ensaio de Alamar Blue, foi observado que o uso de extrato de B.
dichotoma até a concentracdo de 50 pug/mL ndo afetou significativamente a viabilidade das
células THP-1 e apenas a concentracdo 1000 pg/mL apresentou maior toxicidade aos
macrofagos THP-1(Fig 1A). Por outro lado, o veneno de B. atrox na dose 1000 pg/mL foi
capaz de levar a 100% da morte celular em 24 horas, sendo a ICso estimada na concentragao
527,8 ug/mL (Fig 1B). Foi utilizado a doxorrubicina, nas mesmas concentracdes, como
controle de morte, com ICso de 14 pg/mL. O DMSO na concentragéo de 1% néo foi capaz de

induzir morte celular.
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Figura 1: Determinacédo de citotoxicidade do extrato de Bellucia dichotoma e do veneno de Bothrops atrox
em macréfagos THP-1 pelo ensaio Alamar Blue. Diferentes concentracdes do extrato de Bellucia dichotoma
(A) e veneno de Bothrops atrox (B) foram avaliados por 24h.
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3.3 Efeito do extrato de Bellucia dichotoma sobre a producédo de Espécies Reativas de

Oxigénio Intracelular (iROS)

Na Figura 2, pode-se observar que o extrato de Bellucia dichotoma apresentou eficacia na
inibicdo da producdo de iROS induzida pelo veneno (A) e pelo H202 (B), de forma dose
dependente. O antioxidante quercetina apresentou efeito antioxidante basal.

Figura 2: Efeito do extrato de Bellucia dichotoma sobre a producdo de iROS em macréfagos THP-1. O
tratamento com Bellucia dichotoma foi avaliado em estimulo com veneno de Bothrops atrox (A) e com H,0;
(B), por 1 hora. Onde: CTL (controle negativo), VBa (veneno de Bothrops atrox), EBd (extrato de Bellucia
dichotoma), Quercetina (antioxidante padrdo), Dexa (dexametasona). **** diferenca significativa em relagdo
ao grupo controle p < 0,05.
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3.4 Blogueio da expressdo de COX

Conforme mostrado na Figura 3, o veneno de Bothrops atrox ndo foi capaz de induzir
atividade expressiva de COX nas células avaliadas, e consequentemente ndo foi possivel

mensurar o bloqueio da expressdo de COX-1 e COX-2 para 0 extrato.

Figura 3: Efeito do extrato de Bellucia dichotoma sobre a producdo de COX total, COX-1 e COX-2
em macréfagos THP-1 desafiados com veneno de Bothrops atrox. Controle negativo corresponde a
células sem tratamento e o controle positivo, solugdo padréo fornecido pelo kit do ensaio. Onde: VBa
(veneno de Bothrops atrox); EBd (extrato de Bellucia dichotoma). **** diferenga significativa em
relagdo ao grupo controle p < 0,05.
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3.5 Ensaio de quantificacéo de citocinas

Através de um grafico de ponto (dot plot) delimitado na regido R1 (Figura 4), pode ser
observado que as células do controle negativo, meio sem PMA, ndo apresentaram
descolamento (Figura 4A), permanecendo no lado direiro e as células do controle positivo
veneno de Bothrops atrox apresentaram deslocamento para o lado esquerdo, caracterizado
pelo dano e morte das células (Figura 4B), demonstrando a efetividade dos controles. Foi
observado ainda, que o tratamento com B. dichotoma das células THP-1 desafiadas com

veneno de B. atrox reduziu essa resposta (Figura 5).
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Figura 4: Marcacdo em citometria de fluxo de macréfagos THP-1 controle negativo (A) e
controle positivo (B).
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Figura 5: Marcacdo em citometria de fluxo de macr6fagos THP-1 desafiadas com veneno de
Bothrops atrox e tratadas com extrato de Bellucia dichotoma.
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Na Figura 6 sdo demonstrados a expressdo de citocinas de células THP-1 expostas a
diferentes desafios e tratamentos. Células tratadas com o veneno de Bothrops atrox tiveram
alta produgédo de TNF-q, 1L-10 e IL-12p70, celulas que receberam tratamento somente com o
extrato ndo demonstraram aumento expressivo das citocinas de forma geral, enquanto as
tratadas com desafio veneno + extrato apresentaram uma redugdo nos niveis de TNF-a e IL-
12 em relacdo ao desafio veneno. Foi realizado ainda desafio com LPS, mostrando um perfil
de aumento de citocinas, e quando adicionado o extrato observou-se uma reducédo da citocina
pro-inflamatoria TNF-o. e da citocina 1L-12p70 que induz perfil Thl. Foram realizados
controle de meio e do PMA, mostrando que este, usado para diferenciar as células em
macrofagos, induz estresse nas células, com aumento da producdo de citocina pro-
inflamatoria. Células tratadas com o veneno, além de mostrarem alteragdo na producéo de
citocinas, pelo estresse celular, mostraram uma mudanca da morfologia, com diminuicdo do

tamanho celular, quando comparadas aos controles.
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Figura 6: Efeito dos desafios veneno de Bothrops atrox e LPS, e
tratamento com extrato de Bellucia dichotoma na producdo de
TNF-a, IL-12p70 e 1L-10 por macrofagos THP-1. A) Porcentagem
de células com producdo de citocinas em diferentes desafios. B)
Média da intensidade de fluorescéncia para produgdo de citocinas
por células em diferentes desafios.
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3.6 Ensaio de Motilidade celular

O ensaio de motilidade celular tem por objetivo observar os efeitos de migracao e proliferacdo
em fibroblastos, células envolvidas no processo de cicatrizacdo tecidual. Os resultados obtidos
demonstram que o extrato de Bellucia dichotoma nas concentragdes 0,5, 1 e 5 pg/mL
contribuiram para efeito proliferativo que pode favorecer o potencial de cicatrizacdo (Fig. 7) e
as concentragdes 1 e 5 pg/mL apresentaram um potencial proliferativo 20% mais eficaz que o

padrdo vitamina C (p<0,05) (Fig. 8).



Figura 7: Efeito proliferativo do extrato de Bellucia dichotoma e do controle positivo
vitamina C no ensaio de motilidade celular com linhagem MRC-5, nos tempos 0, 24 e
48h ap0s a exposicdo ao tratamento.
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Figura 8: Efeito do extrato de Bellucia dichotoma sobre a motilidade celular de
MRC-5 em relagdo aos controles, nos tempos de tratamento 0, 24 e 48h. * p<0,05
foi considerado estatisticamente significativo, quando comparado a Vitamina C
por ANOVA Two way seguido de Bonferroni posttest.
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4. DISCUSSAO

Bellucia dichotoma, espécie nativa da regido Amazonica, conhecida popularmente
como muuba ou goiaba-de-anta, € comumente utilizada pela populagdo para fins medicinais,
em especial para o tratamento de envenenamentos ofidicos. A partir do uso popular, foi
observado em trabalhos anteriores o potencial antiofidico das cascas dessa espécie vegetal. O
extrato aquoso de B. dichotoma, preparado como cha por decoc¢do, forma utilizada pela
populagdo, quando testado em protocolos que simulavam o uso tradicional, ou seja, extrato
aquoso por via oral, mostrou a capacidade de reduzir edema de pata induzido por veneno de
Bothrops atrox em ensaios in vivo (MOURA et al., 2014; MOURA et al., 2017). No presente
estudo, investigou-se as possiveis ac¢des inibidoras da inflamacéo induzida por veneno de B.
atrox em macrofagos da linhagem THP-1 e o efeito cicatrizante do extrato aquoso de B.
dichotoma in vitro.

A inflamacdo é a primeira resposta que ocorre ap6s dano ou infeccdo. O
envenenamento das serpentes do género Bothrops sp. € caracterizado pela capacidade das
toxinas presentes no veneno de ativar diretamente células inflamatorias circulantes ou
localizadas nos tecidos (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; MOURA-DA-SILVA et al.,
2007;) ou indiretamente pelo reconhecimento de produtos de dano tecidual causados pela
acdo de componentes do veneno (RUCAVADO, 2016) ou fragmentos de dano celular
(ALMEIDA et a., 2020). Células leucocitérias ativadas liberam uma ampla gama de citocinas
pro-inflamatorias e anti-inflamatorias, quimiocinas que estdo envolvidas na resposta imune e
reparo tecidual. Por outro lado, a reacdo inflamatoria exacerbada intensifica o dano tecidual
enquanto reduz os mecanismos de reparo, contribuindo para o aparecimento de complicagdes
locais em envenenamentos ofidicos, dentre essas 0 edema que pode progredir para necrose,
sindrome compartimental, déficit funcional e amputacdo (GUTIERREZ et al., 2018; SOUZA
et al., 2018). Estudos em modelos experimentais mostram que a sintese e liberacdo
substancial de mediadores inflamatorios proteicos (citocinas, quimiocinas e proteinas do
Sistema Complemento) e lipidicos (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) estdo entre
0s mecanismos envolvidos nos efeitos inflamatorios locais induzidos pelo veneno de B. atrox
(BARROS et al., 1998; RODRIGUES et al., 2004; MOREIRA et al., 2012; MENALDO et al.,
2017).

Primeiramente, realizou-se a avaliacdo de citotoxicidade em cultura de células do
extrato de Bellucia dichotoma e do veneno de Bothrops atrox, para que fosse possivel

identificar as concentracGes do extrato que ndo fossem capazes de causar danos/estresse as
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celulas, e, portanto, avaliar as possiveis propriedades bloqueadores do extrato sobre o veneno.
Em relacdo ao veneno, foi determinado a dose capaz de causar maior estresse as células, e
assim, avaliar os efeitos protetivos do extrato. A linhagem celular de macréfagos THP-1,
células leucémicas imortalizadas de origem humana, mostrou uma ICso de 527,8 pug/mL para o
veneno de B. atrox. J& as linhagens MRC-5, de fibroblastos humanos, utilizadas no ensaio de
cicatrizacdo celular, tiveram até a dose 50 pg/mL testadas quanto a viabilidade, podendo
observar assim a capacidade de o extrato de B. dichtoma né&o inibir o crescimento celular. Foi
possivel observar que o extrato de B. dichotoma nédo apresenta efeito citotdxico significativo
em diferentes linhagens celulares. A investigacdo de atividades biologicas em células
fibroblastos humanos MRC-5 com extrato de B. dichotoma ja foi realizada em outro trabalho,
mostrando que essas células também ndo tiveram efeitos citotoxicos observados (MOURA et
al., 2017). Séo escassos os trabalhos avaliando citotoxicidade de B. dichotoma em linhagens
de macrofagos, sendo esses dados relevantes, por ser um grupo de células frequentemente
utilizadas em ensaios para avaliar acdo bloqueadora de inflamagdo, mostrando-se como uma
alternativa para o uso de animais.

O envenenamento ofidico pode ocorrer pela acdo direta das toxinas presentes no
veneno sobre células, tecidos, plasma ou matriz extracelular, ou ainda pela geracéo de efeitos
enddgenos no organismo, que resultam na fisiopatologia do envenenamento (GUTIERREZ,
2021). Dessa forma, foi proposto que a acdo do veneno nos tecidos desencadeia a geracdo de
padrdes moleculares associados a danos (DAMP), que ao interagirem com o sistema imune
inato promovem a geracdo de mediadores com mdltiplas acGes (ZORNETA et al., 2012;
MOREIRA et al., 2016), e o conceito de padroes moleculares associados ao veneno (VAMP),
em que se propdem que 0s componentes do veneno podem ativar diretamente as células da
resposta imune inata (ZOCCAL et al., 2014). Portanto, a investigacdo de recursos terapéuticos
para reduzir as acOes toxicas do veneno se baseiam na capacidade de blogueio de receptores
ou das vias intracelulares relacionados a agcdes de DAMP e VAMP. No presente trabalho, foi
avaliado o potencial de blogueio do extrato de B. dichotoma sobre o veneno de B. atrox
através da quantificacdo de iROS, de citocinas pro e anti-inflamatérias, e bloqueio na
expressao de COX.

Os macrofagos desempenham papel fundamental na iniciacdo e propagacdo da
resposta inflamatéria (POLTORAK et al., 1998; KANNO et al., 2006). Ao serem
estimulados, os macrofagos da linhagem THP-1 ativada, podem liberar diferentes mediadores
inflamatdrios, entre eles ROS, citocinas e mediadores lipidicos (SZEKANECZ; KOCH, 2007;
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Ql et al, 2013). O ROS, predominantemente produzido nas mitocondrias, atua como
mensageiro que regula diferentes vias de transducéo de sinalizacéo intracelular e atividades de
fatores de transcrigdo (SANO et al., 2021). Pelo estresse oxidativo, pode ocorrer a ativagéo do
Fator Nuclear-KB (NF-KB) que € um importante fator de transcricdo de citocinas pro-
inflamatérias (YOKOO; KITAMURA, 1996; BHAT et al,, 1998). Dessa forma, séo
comumente implicados no desenvolvimento de doencas inflamatorias, por serem capazes de
promover eventos que desencadeiam a inflamacdo (FILIPPIN et al., 2008; BUREK; ROSE,
2008; ZHOU et al., 2011; BULUA et al., 2011). Os envenenamentos estdo associados a
geracdo de espécies reativas de oxigénio nos tecidos afetados, e dessa forma, o uso de
antioxidantes tem sido proposto como recurso terapéutico complementar (SHARMA et al.,
2015).

Macrofagos THP-1 apresentaram niveis de iROS aumentados significativamente apos
0 estimulo com veneno de Bothrops atrox e com o estimulo H202, em comparacdo com 0
grupo controle, e tiveram uma reducéo na producdo quando tratados com Bellucia dichotoma,
de maneira dose dependente. Esses resultados evidenciam o efeito antioxidante de B.
dichotoma sobre a producéo de ROS, que pode representar um importante recurso terapéutico
sobre o estresse oxidativo induzido pelo envenenamento ofidico. Resultados do efeito
antioxidante do extrato de B. dichotoma foram encontrados em outro trabalho utilizando o
modelo de estudo de radical livre DPPH e em cultura de células MRC-5, onde os autores
atribuiram o propriedade antioxidante a provavel acdo de compostos fendlicos do
metabolismo secundéario da espécie (MOURA et al., 2017). Esses resultados corroboram com
0 potencial antioxidante de B. dichotoma encontrado em células THP-1, o que pode contribuir
com sua atividade anti-inflamatoria.

Embora outros estudos in vitro, tenham mostrado a expresséo de COX induzida por
subtancias desencadeadoras de inflamacdo, como o LPS, no presente estudo ndo foi
encontrado aumento da expressdo enzimatica de COX-1 e COX-2 induzidas pelo veneno de
Bothrops atrox em células THP-1, quando comparados ao controle negativo (ANWAR et al.,
2011; MACEDO et al., 2021). No entanto, em estudo realizado in vivo para avaliar a
expressdao de COX induzido pelo veneno de B. atrox, 0s autores encontraram um aumento
acentuado de COX-2 e da producdo de prostaglandinas, tromboexamos e leucotrienos em
leucocitos peritoneais, apos 1 a 4 horas da injecdo de veneno na cavidade peritoneal de

camundongos (MOREIRA et al., 2012). Vale ressaltar que em outro estudo foi observado por
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Western blot, que a expressdo de COX foi fortemente aumentada pelo PMA, utilizado para
diferenciacdo de mondcitos THP-1 em macréfagos (LE et al., 2014).

A avaliacdo e quantificacdo de citocinas sdo consistentemente empregados em estudos
pré-clinicos e clinicos, como marcadores de ativacao e/ou supressdo da resposta imune. Dessa
forma, foi realizada por citometria de fluxo a detec¢éo intracelular das citocinas TNF-a, 1L-10
e IL12p70, expressas em macrdfagos diferenciados em cultura celular, induzidos por veneno
de Bothrops atrox. Os resultados encontrados mostram o aumento das citocinas TNF-a, I1L-10
e IL12 induzidas por veneno de B. atrox, e a reducdo destas quando tratadas com extrato de B.
dichotoma. TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria, que contribui com aumento do influxo
leucocitario ativando e estimulando a maturacdo de células polimorfonucleares, e regula
positivamente a expressdo de moléculas de adesdo endotelial (SEDGWICK et al., 2000;
FASSHAUER et al.,, 2003) e IL-12p70 desempenha papel importante para uma resposta
imune do tipo Thl, além de ser potente estimulo para células natural killer (NK) e células
TCD8+ (THINCHIERI, 2003). Enquanto IL-10 est4 relacionada ao controle do processo
inflamatdrio, inibindo a expressdo de enzimas e mediadores pré-inflamatérios (HOWARD; O
'‘GARRA, 1992). Portanto, o aumento de IL-10 induzida pelo veneno de B. atrox, observado
em macrofagos diferenciados em cultura celular, pode estar relacionado a uma tentativa de
controle do processo inflamatdrio e inibicdo de mediadores pro-inflamatérios como 0 TNF-a,
(HOWARD; O 'GARRA, 1992; HERNANDEZ-CRUZ et al., 2008).

O uso de plantas medicinais no processo de cicatrizacdo de feridas € mencionado em
varios estudos experimentais, pré-clinicos e clinicos com extratos vegetais, latex, oOleos
vegetais ou fitoterapicos, em diferentes formas, como pomadas, géis e membranas (NAYAK
et al., 2009; ESTEVAO et al., 2013; BINIC et al., 2010; SILVA et al., 2015; PEREIRA et al.,
2016; VASCONCELOS et al., 2017). Em relacdo a Bellucia dichotoma, sdo escassos na
literatura pesquisas experimentais que atribuam a espécie essa atividade bioldgica. Neste
estudo, foi possivel observar o potencial de cicatrizagdo do extrato de B. dichotoma, por meio
do estimulo a migracao e proliferacao de fibroblastos MRC-5, com resultados estatisticamente
superiores a vitamica C, utilizado como padrdo. A migracdo de fibroblastos ¢ uma fase
fundamental para a cicatrizacdo de feridas, por desempenharem um papel importante na
producdo e deposi¢do dos componentes da matriz extracelular, entre os quais, o coldgeno
(CHEN et al., 2014; DESJARDINS-PARK et al., 2018). O potencial cicatrizante de B.
dichtoma pode estar relacionado a constituicdo quimica do metabolismo secundario. Em

trabalho que avaliou o perfil quimico de B. dichotoma, foi observado que 0s taninos séo o
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grupo de fendis predominantes no extrato aquoso dessa espécie (MOURA et al., 2017). Os
taninos sdo compostos que se caracterizam pela sua capacidade adstringente, e o potencial
cicatrizante desse grupo pode estar relacionado a formacdo de uma camada protetora,
complexo tanino-proteina ou polissacarideo e tecidos epiteliais lesionados (OKUDA; ITO,
2011; SU et al., 2017).

CONCLUSOES

Em conjunto, este estudo mostrou que o extrato aquoso de Bellucia dichotoma pode reduzir
os efeitos inflamatorios induzidos pelo veneno de Bothrops atrox. O tratamento com o extrato
aquoso pode reduzir o estresse oxidativo, assim como a inflamacdo, pela producdo de ROS
em células THP-1 desafiadas com o veneno. N&o foi possivel avaliar o efeito do extrato de B.
dichotoma sobre a producdo de COX in vitro, pelas células incubadas com o veneno de B.
atrox. O extrato também possui acdo sobre mediadores protéicos, com acgéo inibitdria sobre a
producéo de citocina pré-inflamatéria TNF-a, e citocina IL-12p, induzidas pelo veneno de B.
atrox. Além disso, o extrato de B. dichotoma mostrou um efeito proliferativo em células de
fibroblastos humanos, sugerindo seu efeito cicatrizante. Esses achados mostram o potencial
do extrato aquoso de B. dichotoma em bloquear os efeitos pro-inflamatérios induzidos pelo

veneno de B. atrox e seu potencial cicatrizante.
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CAPITULO IV
(Artigo e patente a serem submetidos)

POTENCIAL ANTIOFIDICO DE UM GRANULADO EFERVESCENTE A BASE DE
Bellucia dichotoma

Resumo

Bellucia dichotoma é uma espécie vegetal utilizada por comunidades da regido Amazénica, na
medicina tradicional, para tratamentos de acidentes por serpentes. As cascas dessa espécie
vegetal sdo preparadas na forma de cha e utilizadas por via oral apds acidentes. Estudos in
vitro e in vivo mostraram o potencial antiofidico dessa espécie frente ao veneno de Bothrops
atrox. A partir dessas informacdes, este estudo teve o objetivo de desenvolver uma forma
farmacéutica solida granulado efervescente, seguro e eficaz com potencial anti-inflamatorio.
Primeiramente, os extratos de B. dichotoma, preparados de modo similar ao utilizado pelas
populacdes locais da regido Amazonica, cha por decoccéo, foi avaliado quanto a toxicidade
em ensaio pré-clinico. Em seguida, foi desenvolvido um granulado efervescente a base do
extrato de B. dichotoma, caracterizado quanto a estabilidade térmica, umidade e
caracteristicas organolépticas, e testado quanto a atividade anti-edematogénica em edema de
pata induzido pelo veneno de Bothrops atrox. Os resultados encontrados mostram que B.
dichotoma ndo apresentou efeitos toxicos no ensaio de toxicidade aguda. Portanto, de acordo
com a ANVISA, a espécie vegetal pode ser usada para a elaboracdo de um fitoterapico. O
granulado efervescente produzido apresentou estabilidade fisico-quimica, boa efervescéncia e
sem grande alteracdo quando comparadas a analise pré-formulacdo. O ensaio pré-clinico do
granulado efervescente mostrou efeito anti-inflamatério no modelo edema de pata, e essa
atividade foi mais eficaz na dose 566,6 mg/kg, com resultados similares ao controle positivo
soro antibotropico. A formulagdo placebo ndo apresentou atividade anti-inflamatoria e néo foi
observado diferenca estatistica entre os tratamentos com soro e fitoterapico administrados
simultaneamente. Dessa forma, este estudo mostra a potencialidade do extrato de B.
dichotoma para desenvolvimento de um agente anti-inflamatério oral promissor, seguro e
eficaz para tratamento de pacientes acidentados por serpentes Bothrops atrox.

1. INTRODUCAO

Plantas medicinais representam um importante recurso terapéutico em todo o mundo.
O uso dos produtos vegetais para fins medicinais pode ocorrer pelo consumo in natura, na
forma de ch4, infusdo ou formulacgdes fitoterapicas, ou como mistura em alimentos (POHL et
al., 2016). Em éreas rurais, 0 uso de plantas medicinais corresponde, em muitos casos, a Unica
forma de acesso a atencéo primaéria a saude (WHO, 2007).

Comumente conhecida como goiaba de anta, Bellucia dichotoma Cogn. é uma arvore
nativa da regido Amazonica, pertencente a familia das Melastomacea. A espécie apresenta
porte médio e com frutos comestiveis que sdo utilizados para producdo de sucos ou doces
caseiros (KINUPP; LORENZI, 2014) e as cascas do tronco utilizadas, pela populagéo, para

fins medicinais (MOURA et al., 2013; 2015). Trabalhos anteriores evidenciaram propriedades
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antiofidicas de B. dichotoma, quando utilizadas conforme o uso popular (MOURA et al.,
2014; 2015; 2017).

Com base em seu uso na atenuacdo dos efeitos locais do envenenamento botropico, a
casca de Bellucia dichotoma tem sido investigada e estudos relatam sua capacidade de inibir a
resposta inflamatoria, em modelos in vitro e in vivo da doenca. Moura et al. (2014) relataram
efeitos inibitorios sobre a fosfolipase A2 ap0s a exposi¢do aos extratos aquosos obtidos da
casca de B. dichotoma. Em outro estudo, os extratos de espécimes coletadas em diferentes
localizagdes geograficas reduziram significativamente o edema de pata em modelo murino,
induzido por veneno de Bothrops atrox (MOURA et al., 2017).

O uso de formulagdes fitoterapicas possui vantagens em relacdo as plantas medicinais
in natura, visto que precisam atender as exigéncias de legislacdo sanitaria. Medicamentos
fitoterapicos devem possuir seguranca e eficacia baseadas em evidéncias clinicas e que sejam
caracterizados pela constdncia de sua qualidade, e os produtos tradicionais fitoterapicos
possuem seguranca e efetividade baseados em dados de uso seguro e efetivo publicados na
literatura técnico-cientifica e de uso sob vigilancia de profissional médico (BRASIL, 2014).
Dessa forma, é possivel garantir a qualidade da matéria-prima vegetal, reduzir os riscos de
intoxicacdo e de contaminagdo por micro-organismos.

Sendo assim, neste estudo o extrato de Bellucia dichotoma foi avaliado quanto a
toxicidade, para verificar possivel risco a salde, e posteriormente foi desenvolvida uma forma
farmacéutica sélida, granulado efervescente. A atividade farmacoldgica dessa formulacdo
fitoterapica foi avaliada em modelo, in vivo, de edema de pata induzido pelo veneno de
Bothrops atrox, com objetivo de demonstrar sua aplicacdo terapéutica, com base no uso

tradicional, validado em estudos publicados na literatura cientifica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal
2.1.1 Coleta do Material vegetal

Cascas de Bellucia dichotoma coletadas no periodo de Margo a Maio de 2019, na
cidade de Manaus, Amazonas, Brasil, em uma area de floresta tropical de baixa altitude com
solo latossolico sendo o local de coleta marcado pelo Sistema Global de Medicdo de Posicdo
(GPS — GARMIN, Map 60csx, Kansas, EUA): 2°58'46.62""Sand 60° 5'20.86"W, foram

utilizadas para o preparo de extrato. Exsicatas, para a identificacdo da espécie, foram
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coletadas e depositadas no Herbério do Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia- INPA,
com sob a referéncia INPA n° 268216.

2.1.2 Obtencao da solucéo extrativa e extrato seco

O preparo da solugdo extrativa foi realizado de forma similar ao preparado por
moradores de uma comunidade rural em Santarém — Pard, que utilizam a espécie na forma de
cha por decoccdo para tratar acidentes com serpentes (MOURA et al., 2015). Para isto, 0
material vegetal de Bellucia dichotoma foi submetido a secagem em estufa, moagem e
aquecimento. Foram adicionados 50 gramas de po da casca a agua destilada na proporgéo de
1:10 (m:v), e submetido a agitagdo constante de 1.250 rpm em placa aquecedora até a fervura.
O material obtido foi filtrado, liofilizado e armazenado em frasco ambar sob refrigeracdo. O
rendimento do material liofilizado foi de 7,56% em relacdo a planta seca. Este estudo segue as
resolugbes do CGEN n° 35/11, com autorizagdo do acesso ao Conhecimento Tradicional
Associado para fins de pesquisa cientifica sob o nimero de referéncia 01450.008934/2014-68
SisGen.

2.2 Obtencao do veneno de Bothrops atrox e do soro antibotropico

O veneno de Bothrops atrox, extraido de serpentes adultas, provenientes da Floresta
Nacional do Tapajés (FLONA), localizada no Km 83 da BR-163, Santarém/Para — Brasil, foi
cedido pelo professor MSc. Hipocrates Chalkidis, do Laboratério de Pesquisa Zooldgica
(LPZ)/ Faculdades Integradas do Tapajés. A coleta de serpentes e a extragdo do veneno foram
aprovadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagiao da Biodiversidade — ICMBIo, pelo
Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO - no 14018) e com
autorizacdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) ref. n°
26/2013. A peconha, obtida in natura, foi liofilizada no laboratério de Bioprospeccao e
Biologia Experimental, da Universidade Federal do Oeste do Para, e ap6s o processo de
liofilizagdo, foi produzido um “pool” do veneno e mantido a -20° C até o momento do uso. O
antiveneno padrdo utilizado foi o soro antibotrépico produzido pelo Instituto Butantan, S&o
Paulo, SP, Brasil, a partir de plasma de cavalos imunizados com a mistura dos seguintes
venenos: Bothrops jararaca (50%), Bothrops neuwiedi (12,5%), Bothrops alternatus (12,5%),

Bothrops moojeni (12,5%) e Bothrops jararacucu (12,5%).
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2.3 Animais

Os animais utilizados foram ratos Wistar para o ensaio de toxicidade aguda e
camundongos Swiss para ensaio de edema-de-pata. Os mesmos foram mantidos nas condi¢des
de temperatura a 22 + 1° C, em ciclo de 12 h claro/12 h escuro, em gaiolas-padrdo, com agua
e racdo a vontade. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
diretrizes da Lei Federal 11.794 de 08/10/2008, que estabelece 0s procedimentos para 0 uso

cientifico de animais e com aprovacio do Comité de Etica no uso de Animais.

2.4 Ensaio de Toxicidade Aguda do extrato aquoso de Bellucia dichotoma

Para a avaliacdo da toxicidade aguda oral do extrato seco de Bellucia dichotoma, 0s
ratos Wistar foram separados em 3 grupos: grupo controle (n= 4%) H20 destilada 1mL/Kg
(veiculo), grupo 1(n= 89) extrato liofilizado de B. dichotoma 1000 mg/Kg, e grupo 2 (n=8%)
extrato liofilizado de B. dichotoma 2000 mg/Kg. Apos a administracdo, durante as primeiras
24 horas (nos periodos de 0, 15, 30 e 60 minutos e a cada 4 horas) e diariamente durante 14
dias, os animais foram observados quanto a sinais toxicos de carater geral: agitacéo,
irritabilidade, depresséo, resposta ao toque, aperto de cauda, contor¢fes abdominais, forca de
agarrar, tremores, convulsdes, hipnose, alteracdo na locomocao, na frequéncia respiratoria,
piloerecdo, sialorreia, ptose palpebral, alteracdo no ténus muscular, diarreia, constipacao,
alteracdo nos pelos, pele e mucosas e também o nimero de mortos (ANVISA, 2013). A partir
da 242 hora até 14 dias apds a administracdo dos tratamentos, os animais foram monitorados
diariamente em relagdo a variacdo de peso e o consumo de alimentos. Ao fim do periodo de
observacao, foi contabilizado o nimero de mortos para calculo da DLso (Dose Letal capaz de
matar 50% dos individuos). Apés eutanasia, foram coletados sangue dos animais e avaliados
quanto a alteracbes hematoldgicas. A andlise hematologica foi realizada utilizando um
analisador hematoldgico automatico (Coulter STKS, Beckman). O parametros analisados
foram: contagem total de gldbulos vermelhos (RBC), diferencial de globulos brancos (WBC),
hemoglobina, hematdcrito, plaquetas e indices hematimétricos: coeficiente de variacdo de
distribuicdo de hemacias (RDW), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina

corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular (CHCM).
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2.5 Desenvolvimento da forma farmacéutica sélida granulado efervescente base de
Bellucia dichotoma

2.5.1 Ensaio preé-formulacao

2.5.1.1 Determinacéo do pH da solucgéo extrativa
O pH da solugao extrativa foi determinado em pHmetro de bancada (Bel Enginnering
PHS3BW) calibrado com solugdes tampao de pH 7,0 e 4,0.

2.5.1.2 Anélise térmica

Foi realizado a caracterizacdo do extrato seco de Bellucia dichotoma através da
Termogravimetria (TG) e a Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC). A analises foram
realizadas por meio de termobalanca, modelo TGA Q60, da marca Shimadzu®, em atmosfera
de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min, sendo a massa da amostra de cerca de 3 mg (x 0.4) de
extrato seco de Bellucia dichotoma, acondicionadas em cadinho de alumina, na faixa de
temperatura de 25-600°C, na razdo de aquecimento de 10°C/min. Oxalato de calcio foi
utilizado para calibrar a escala de temperatura e a perda de massa, conforme norma ASTM
E1582-93 (The American Society for Testing and Materials) (ARAUJO et al., 2006;
STORPIRTS et al., 2009, KLANCNIK et al., 2010).

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura entre 27 e 300°C, em célula
calorimétrica modelo DSC 60 da marca Shimadzu®, sob atmosfera dindmica de nitrogénio
(50 mL.min-1), razdo de aquecimento de 10°C.min? e utilizando cépsulas de aluminio
parcialmente fechadas contendo aproximadamente 2 mg de amostra. A célula DSC foi
calibrada antes dos ensaios no eixo de temperatura, utilizando padrdes de indio (Tfusdo =
156,6°C) e zinco (Tfusdo = 419,5°C) metalicos com pureza de 99,99%.

2.5.2 Desenvolvimento tecnoldgico para a forma farmacéutica sélida granulado
efervescente

No desenvolvimento tecnolégico para formulagao, foram utilizados como matérias-
primas: o extrato seco de Bellucia dichotoma, como insumo ativo, o polivinilpirrolidona (PVP
K30), como aglutinante, o acido citrico, o acido tartarico e o bicarbonato de so6dio, como

promotores de efervescéncia, e alcool etilico a 70% como co-solvente.
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Primeiramente, foi realizado um planejamento quali-quantitativo da formulacéo, a fim de
encontrar a melhor formulacdo, como demonstrado na Tabela 1. Foram manipulados lotes de

bancada (LB) com peso médio de 4,0 g cada lote.

Tabela 1: Porcentagem de extrato aquoso seco de Belucia dichotoma e dos excipientes utilizados na
formulacéo de granulado efervecente relativas aos Lotes de Bancada (I a V)

Componentes LBI (%) LBII (%) LBII1(%0) LBIV (%)
Extrato seco de 7,25 7,25 7,25 7,25
Bellucia dichotoma
Acido citrico 16,8 13,33 14 14
Acido Tartarico 26,8 26,67 24 24
Bicarbonato de sodio 32,15 30 38 38
Sacarina 16 16 9,75 9,75
PVP K30 1 6,75 7 7
Alcool etilico a 70% g.s q.s g.s q.s
TOTAL 100 100 100 100

O granulado everfescente foi obtido pelo processo de granulagdo por via tmida,
iniciando-se pela pesagem dos insumos, seguido da mistura do acido citrico, acido tartarico,
bicarbonato de sodio, sacarina e extrato seco de Bellucia dichotoma. O PVP K30 foi disperso
em alcool etilico a 70% e vertido sob a mistura de pds, contendo o insumo ativo e a base
efervescente, realizando assim a etapa de molhagem. A massa Umida foi submetida a etapa de
tamisacédo utilizando-se tamiz com malha de 2000 um. O granulado foi submetido a secagem
em estufa com fluxo de ar circulante, a temperatura entre 45 + 5°C, durante aproximadamente
40 min, até a completa secagem, e, em seguida, calibrado utilizando um tamis de malha de
1000 um. Nos lotes de bancada LBI, LBII e LBIII, procedeu-se a etapa de molhagem por
malaxagem, no entato observou-se dificuldade na etapa de granulacdo. Para obtencdo do
LBIV, a etapa de molhagem foi realizada por aspercdo. Ap6s a calibracdo a forma
farmacéutica obtida foi acondicionada em pote plastico com dessecante. Entre os granulados
obtidos, foi selecionado o lote que apresentou melhor desempenho de efervescéncia e
solubilidade. Foi obtido ainda, um placebo com os mesmos constituintes e utilizando-se o

mesmo processo de producéo do lote de bancada de escolha.
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2.5.3 Caracterizagio fisico-quimica da formulacéo

2.5.3.1 Avaliacéo das caracteristicas organolépticas

As formulagdes desenvolvidas foram avaliadas quanto & aparéncia, cor e odor.

2.5.3.2 Avaliacéo de pH

Para determinacgédo do pH, 4 gramas do granulado foi efervescido em 60 mL de &gua e
analisado em pHmetro (HI 3220 Bench Meter), a temperatura ambiente, em triplicata.

2.5.3.3 Determinaciao da umidade

Para determinacdo da umidade do granulado foi utilizado o analisador de umidade da
marca GEHAKA (IVV3100). Amostras de 1 grama do granulado foram colocadas no
equipamento o qual foram submetidas a infravermelho em temperatura ambiente por 1

minuto. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.6 Atividade bloqueadora da acdo edematogénica do granulado efervescente a base de

Bellucia dichotoma

2.6.1 Selecdo dos animais

Os animais utilizados foram camundongos Swiss, fémeas, pesando entre 34 a 41g. Os
mesmos foram mantidos em jejum de sélidos por 12 horas antes o tratamentos. Para a
realizacdo do ensaio, os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em grupos com n=4

para Dose minima edematogénica e n=6 para ensaio antiedematogénico.

2.6.2 Ensaio de atividade antiedematogénica

Para avaliar a atividade antiedematogénica foi determinado inicialmente a dose
edematogénica minima do veneno de Bothrops atrox. Para isso, injeces subcutaneas de 50
UL de diferentes concentracGes de veneno (1; 3,0; 4,5 e 6,0 pg / animal) foram administradas
no coxim plantar da pata direita dos animais (YAMAKAWA et al., 1976). Um volume
semelhante de solucdo salina estéril (controle) foi injetado na pata contralateral. O volume de
cada uma das duas patas foi medido até a articulacdo tibio-tarsal com um pletismémetro
digital (EFF 304, Plethysmometer Paw, Insight Equipamentos Cientificos) antes da
administracdo do veneno e controle salina (tempo zero) e 30 minutos, 1, 2, 4, 6 e 24 h ap6s
administracdo. O edema da pata foi expresso como diferenca de volume (mL) entre a pata

direita (com veneno) e a pata esquerda (salina) e o efeito antiedematogénico expresso como a
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reducdo percentual do valor controle no tempo zero e nos pontos subsequentes (FERREIRA,
1979).

A partir da Dose Minima Edematogénica (DME), foram realizadas injecdes
subcutaneas de veneno de Bothrops atrox, duas vezes a DME, no coxim plantar da pata direita
dos animais para inducdo do edema. Para avaliar o potencial antiedematogénico da forma
farmacéutica frente ao veneno de B. atrox, foram utilizados os seguintes grupos de
tratamentos: (1) veneno de B. atrox (2 x DME, via subcutanea) e dgua destilada via oral; (2)
granulado via oral apds a injecdo do veneno na dose 146 pg/mL; (3) granulado via oral apos a
injecdo do veneno na dose 146 pg/mL + SAB por plexo venoso oftadlmico; (4) granulado via
oral apos a injecdo do veneno na dose e 283 pg/mL; (5) granulado via oral apos a inje¢éo do
veneno na dose e 283ug/mL + SAB; (6) granulado via oral apés a injecdo do veneno na dose
566 pg/mL; (7) granulado via oral apos a inje¢do do veneno na dose 566 pg/mL + SAB; (8)
Padréo ouro: Soro Antibotrépico (SAB) via plexo venoso oftalmico (100 pL), apds injecdo do
veneno; (9) placebo via oral apds injecdo do veneno. A pata esquerda contralateral de cada
animal recebeu igual volume de solucéo salina estéril (controle negativo). O volume de cada
uma das duas patas foi medido até a articulacdo tibio-tarsal com um pletismémetro digital
(EFF 304, Plethysmometer Paw, Insight Equipamentos Cientificos) antes da administracdo do
veneno e controle salina (tempo zero) e 30 minutos, 1, 2, 4, 6 e 24 h posteriores a
administracdo. Antes de serem eutanasiados, os animais foram observados por um periodo de
72 horas, a fim de observar quaisquer sinais de toxicidade. O edema da pata foi expresso
como diferenca de volume (mL) entre a pata direita (com veneno) e a pata esquerda (salina) e
o efeito antiedematogénico expresso como a reducdo percentual do valor controle no tempo

Zero e nos pontos subsequentes.

2.7 Anédlise Estatistica

Utilizou-se Analise de Variancia com um fator ou dois fatores (ANOVA One-Way ou
Two-Way), de acordo com o delineamento experimental, utilizando-se o teste de Tukey para
comparagao pos-teste. A corre¢ao de Bonferroni foi aplicada para corre¢ao de comparagoes
multiplas. Os dados foram expressos como média e desvio padrdo, nivel de significancia

adotado de 5%. Os gréaficos foram gerados utilizando-se o software GraphPad Prisma.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Avaliagao da toxicidade aguda

O extrato seco de Bellucia dichotoma nas doses de 1000 mg/kg (Grupo 1) e 2000
mg/kg (Grupo 2) administrado por via oral em ratos, fémeas, Wistar ndo induziu morte em
nenhum dos animais por um periodo de 14 dias de observacdo. Ndo foram observadas
alteracdes no comportamento dos animais (Figura 1), na massa corporal dos animais (Figura
2), consumo de agua e consumo de racdo, quando comparados com o grupo controle. Nao foi
registrada a presenca de sinais clinicos de toxicidade no comportamento animal. Os perfis
hematoldgicos dos grupos controles e tratados estdo expressos na tabela 2, na qual observa-se

que ndo houve diferencas nos parametros analisados (p<0,05).

Figura 1: Medicéo diaria de tdnus muscular de ratos fémeas Wistar para
avaliaco de toxicidade do extrato de Bellucia dichotoma.

)

Figura 2: Média de peso diario de ratos fémeas Wistar para avaliagdo de
toxicidade do extrato de Bellucia dichotoma. Onde: Grupo |, animais
tratados com dose de 1000 mg/Kg; Grupo 2, animais tratados com dose de
2000 mg/Kg; e Grupo controle, animais que receberam apenas agua.
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Tabela 2: Efeito do extrato de cascas de Bellucia dichotoma Cogn. nos parametros hematologicos de ratos
Wistar fémeas tratados para toxicidade aguda. Onde: Grupo I, animais tratados com dose de 1000 mg/Kg;
Grupo 2, animais tratados com dose de 2000 mg/Kg; e Grupo controle, animais que receberam apenas agua.

Parametros Controle 1000mg/kg 2000mg/kg
Leucacitos 3800+ 1137.2 2788+ 1092.1 3112+ 1024.6
(mm3)
Hemacias
(mil/mma3) 7+0.29 7+05 6,75+ 0,2
Hemoglobina 14.3+ 0,50 14+ 07 14.25+ 07
(g/dI)
Hematocrito 4043+ 2,08 40+ 2.7 40+ 1.2
(%)
Plaquetas
(mil/mm3) 958750+ 124839.6 1013375+ 1251159 957750+ 1269058
RDW (%) 13+ 0,42 13+ 06 13,01+ 0.3
VCM (um3) 58+ 1,13 50+ 1,2 59,28+ 0.7
HCM (pg) 21+ 047 21+ 08 20,74+ 0,3
CHCM (g/dI) 35+ 0,92 36+ 1,5 35,01+ 0.4

Os resultados indicam que a administracdo do extrato aquoso de Bellucia dichotoma
por via oral com doses até 2000mg/Kg ndo produziu sinais de toxicidade ou morte em ratos,
sugerindo uma Dose Letal (DLso) maior que 2000 mg/Kg, sendo desta forma considerada
ndo-tdxica por via oral. No presente estudo ndo foram observados reducéo no peso corporal
dos animais, 0 que sugere o extrato de B. dichotoma, nas doses administradas ndo exerceu
nenhum efeito negativo sobre o crescimento, além do aumento do peso observado no decorrer
do periodo de experimento mostrar que o extrato ndo prejudicou o consumo de ragdo. A
variacao no peso corporal é um indicador de efeitos toxicos de produtos quimicos (NANDY:
DATTA, 2012). Além disso, os pardmetros hematoldgicos analisados mostraram que o
extrato de B. dichotoma ndo causou alteracdes significativas nos indices hematoldgicos
quando comparado ao grupo controle, sugerindo dessa forma, um efeito atdéxico ao sistema
sanguineo. Os indices hematolégicos sdo comumente utilizados como marcadores de
toxicidade, tendo em vista a susceptibilidade do sistema hematopoéitico a compostos toxico,
especialmente a medula 0ssea, local onde sdo produzidos os glébulos vermelhos (ARIKA et
al., 2016). Como sao raros estudos avaliando a toxicidade de espécies do género Bellucia por
ensaios in vivo, esse trabalho pode contribuir com informacdes sobre o género e a espécie B.

dichotoma para sua utilizagdo de forma segura.



119
3.2 Anélise pré-formulacao

3.2.1Caracteriza¢ao da solucio extrativa

O valor do pH da solugdo extrativa de Bellucia dichotoma foi 4,10. A determinagéo do
pH foi realizada para avaliar possiveis interferéncias na qualidade do extrato, uma vez que
esse analise fornece indicativos gerais sobre a natureza quimica dos compostos presentes na
solucdo extrativa, e mudancas nos valores obtidos podem indicar alteracdes na estabilidade da

amostra.

3.2.2 Anélise Térmica do extrato seco de Bellucia dichotoma

As figuras 3 e 4 mostram as curvas de Termogravimetria (TG) e Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC), respectivamente, do extrato seco, por liofilizacdo, de Bellucia
dichotoma. Os eventos térmicos evidenciados correspondem as perdas de massa indicadas nas

curvas TG e estdo de acordo com aqueles apresentados na curva DSC.

Figura 3: Curva de Termogravimetria do extrato de Bellucia dichotoma obtida na razao de aquecimento
de 10°C.min%, utilizando fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™L.
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A curva TG (Figura 3) mostra dois eventos de perda de massa nas seguintes faixas de
temperatura e percentuais de perda: 25-105°C (Am= 4,68%); 239- 318°C (Am=19,06%). A
curva DSC, observada na Figura 4 corrobora com os resultados obtidos na TG, mostrando
dois eventos com variacdo de entalpia sendo o primeiro endotérmico (desidratacdo) e o
segundo, também endotérmico (decomposicdo). O que demonstra a estabilidade térmica da

amostra.
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Figura 4: Curva de Calorimetria Diferencial Exploratéria do extrato de Bellucia dichotoma obtida na
razao de aguecimento de 10°C.min%, utilizando fluxo de nitrogénio de 50 mL.min,
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De maneira geral, a liberacao de umidade ou de agua superficial é evidenciada nas
curvas TG como uma perda de massa gradativa que ocorre desde a temperatura ambiente até
proximo a 100°C (STORPIRTIS et al., 2009). Os eventos encontrados na curva TG pode ser
relacionado a menor quantidade de agua contida no extrato seco. Os resultados encontrados
sdo fundamentais para o controle de temperatura durante o processo de producdo de formas

farmacéuticas solidas e armazenamentos do material vegetal.

3.3 Caracterizacdo fisico-quimica das formulagdes

As formulacdes obtidas foram inicialmente avaliadas quanto ao grau de efervescéncia
e solubilidade da amostra. Nesse sentido, o LBIV apresentou um bom grau de efervescéncia,
solubilizando a amostra de forma homogénea em 60 mL de agua destilada, sem formacao de
grumos. Dessa forma, o LBIV e placebo, formulacdo sem principio ativo de Bellucia
dichotoma, foram avaliados em testes fisico-quimicos 24 h ap6s o preparo dos granulados

efervescentes. Um resumo desses resultados é apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3: Caracterizagdo fisico-quimica do placebo e do granulado efervescente a base de Bellucia dichotoma.

~ Concentracéao
Formulacéo do extrato Odor Cor Aspecto pH
Placebo 0 Sem odor Branco Homogéneo 4,91+ 0,01
Granulado Odor
efervescente de 7,25% caracteristico  Marrom  Homogéneo 5,05+ 0,03
Bellucia dichotoma do extrato  Avermelhado

Os dados foram apresentados como média £ DP (n = 3).

Em relacdo as caracteristicas organolépticas (Tabela 3), observou-se que o granulado
placebo apresentou aspecto esbranquicado e homogéneo, 0s mesmos constituintes com a
adicdo do principio ativo, extrato seco de Bellucia dichotoma, tornaram o granulado de cor
marrom avermelhado, devido a coloragéo original do extrato. Quanto ao odor, o granulado
efervescente a base de B. dichotoma, apresentou também um odor amadeirado, caracteristico
do extrato liquido. Os valores de pH também sdo apresentados na Tabela 3, e pode-se
observar que a formulagdo ndo apresentou uma variagdo significativa do pH em relacéo ao
placebo e da solucdo extrativa (pH: 4,10). Além disso, este resultado representa um dado
determinante na escolha dos adjuntos empregados na formulacdo fitoterapica e que exerce
influéncia na estabilidade da formulacio (MACIEL; MOREIRA-CAMPOS; BRANDAO,
2008).

A figura 5 retrata amostras do granulado placebo e do granulado a base de Bellucia
dichotoma. Os granulados permaneceram sete dias em observacao, sem alteracdo de cor, odor,
aparéncia ou qualquer sinal de instabilidade. O rendimento do lote de bancada de escolha foi
de 72,92%. Em relacéo a efervescéncia, ocorreu de forma esperada, sem formacao de grumos.

N&o houve grandes mudancas de pH em relacdo aos lotes produzidos, mantendo-se entre 4-5.
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Figura 5: Granulado efervescente de Bellucia dichotoma 24 horas apés o
preparo. Na figura o granulado a base do extrato € mostrado a esquerda (A)
e o placebo a direita (B).

Em relacdo a umidade do granulado efervencente, o valor médio foi de 2,31%. A
umidade é um fator que exerce influéncia na estabilidade fisico-quimica e microbioldgica da
formulagéo fitoterapica, uma vez que valores acima do estabelecido como ideal favorecem a
proliferacdo de fungos e bactérias, podendo ainda afetar as caracteristicas reoldgicas das
formulacGes, com possiveis degradacdes de substancias quimicas por processos de hidrélise
(CHAVES; COSTA; FREITAS, 2009). O valor de umidade encontrado esta dentro da faixa
apontado pela Farmacopéia Brasileira (2010), que relata valor maximo de 5% para

granulados, o que é de grande relevancia para assegurar a qualidade da formulacdo obtida.

3.4 Ensaio de atividade bloqueadora da acdo edematogénica

No presente estudo, a formacdo do edema foi observada imediatamente apds a
administracdo intraplantar da peconha. Quando comparado a valores basais (tempo 0) o
edema de pata induzido pelo veneno de Bothrops atrox em camundongos teve acdo rapida,
com pico de atividade 30 minutos apos a injecao, seguida de lenta reducdo durante as 6 horas.
O edema foi revertido completamente ao final de 24 h, sendo observado apds esse periodo
uma area hemorragica no local da administracdo da peconha. A atividade edematogénica foi
inibida significativamente (p<0,05) a partir de 30 minutos de inducdo do edema, onde o
tratamento com fitoterapico a base de Bellucia dichotoma na dose 566,6 mg/kg reduziu em
58,33% em 30 minutos e 67,83% na 12 hora de tratamento, sendo mais eficaz que o controle

positivo SAB que reduziu 52,18% e 52,74%, respectivamente, no mesmo periodo observado.
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Pode-se notar, portanto, que na primeira hora o fitoterapico reduziu com mais eficicia do que
0 soro o0 edema de pata em camundongos. Em relacdo ao controle negativo, agua destilada, os
tratamentos do fitoterapico nas doses 283,3 mg/kg e 566,6 mg/kg apresentaram diferenga
estatistica para inibicdo do efeito edematogénico induzido pelo veneno de B. atrox (Figura 6).
Nao foi observado efeito sinérgico do fitoterapico, como coadjuvante, potencializando o
efeito do soro (Figura 7). Os animais ndo apresentaram sinais de toxicidade, mantendo o

consumo de agua e alimentos.

Figura 6: Potencial de bloqueio de diferentes doses do fitoterapico a base de extrato de Bellucia dichotoma
frente a atividade edematogénica induzida pelo veneno de Bothrops atrox. Onde: controle negativo,
corresponde a gua destilada via oral; Placebo, os excipientes da formulagdo, sem extrato de B. dichotoma; EBd
— Fitoterapico a base extrato de Bellucia dichotoma, trés doses: 141,6 mg/kg, 283,33 mg/kg e 566,6 mg/kg; e
controle positivo, SAB — Soro antibotropico. * diferenca significativa em relagao ao grupo controle negativo p
< 0,05 teste de Tukey, n=5/ por grupo.
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Figura 7: Potencial de bloqueio das doses 283,3 mg/kg e 566,6 mg/kg do fitoterapico a base de extrato de
Bellucia dichotoma, com e sem Soro antibitropico, como coadjuvante, frente a atividade edematogénica
induzida pelo veneno de Bothrops atrox. Onde: controle negativo, corresponde a agua destilada via oral;
Placebo, os excipientes da formulacdo, sem extrato de B. dichotoma; EBd — Fitoterdpico a base extrato de
Bellucia dichotoma nas doses:283,33 mg/kg e 566,6 mg/kg; controle positivo, SAB — Soro antibotrépico; doses
do fitoterapico de B. dichotoma 283,33 mg/kg com soro e 566,6 mg/kg com soro. * diferenga significativa em
relacdo ao grupo controle negativo p < 0,05 teste de Tukey, n=5/ por grupo.
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As concentragdes do fitoterdpico que foram administrados nos animais no ensaio de
edema de pata, foram definidas conforme trabalho anterior com o extrato aquoso de Bellucia
dichotoma, onde foi identificado seu potencial de bloqueio sobre a peconha de Bothrops atrox
em camundongos swiss, quando produzido em condic¢des que simulavam o uso tradicional, na
dose 283,6 mg/mL do extrato (MOURA et al., 2017). Dessa forma, o granulado efervescente
foi testado nas concentragdes 141,6 mg/mL, que corresponde a metade da dose do extrato
bruto que apresentou os melhores resultados de bloqueio da peconha, dose 283,6 mg/mL,
correspondente a dose de melhor atividade e na concentracdo de 566,6 mg/mL, ou seja, duas
vezes a melhor dose capaz de bloquear o edema a induzido pelo veneno. Os resultados
mostraram que na primeira hora o fitoterapico foi mais eficaz que o soro antibotropico, padréo
ouro, na reducdo do edema, com 68% de inibicdo, em relagéo ao soro com 53%.

O edema de pata induzido ¢ uma das metodologias mais comumente utilizadas para a
avaliagdo preliminar da atividade anti-inflamatoria de uma substancia, baseando-se na
capacidade desta em inibir o edema produzido na pata traseira do animal modelo, por injecéo
de um agente edematogénico, que no presente estudo foi o veneno de Bothorps atrox
(WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). O veneno de B. atrox possui em sua COMposi¢ao
proteinas e substancias complexas que induzem a resposta inflamatéria por diferentes
mecanismos, ainda ndo completamente elucidados, e que representam um obstaculo para a
abordagem terapéutica, em especial quanto aos efeitos locais observados nas vitimas
(GUTIERREZ; LOMONTE, 2009; MOREIRA et al., 2012). Propriedades anti-inflamatorias
de espécies vegetais podem representar importantes aliados a soroterapia, uma vez que alguns
estudos mostraram a pouca eficacia dos antivenenos disponiveis em bloquear os efeitos locais
induzidos pelo veneno de B. atrox, em especial quando ha demora na sua administragdo. O
potencial antiofidico do granulado efervescente a base de Bellucia dichotoma observado neste
estudo pode estar relacionado aos constituintes quimicos presentes no extrato. Moura et al.
(2017) mostraram os taninos como classe de compostos predominantes nos extratos aquosos
de B. dichotoma coletadas em diferentes regifes. Os taninos sdo um grupo de compostos
secundarios cuja principal funcdo é proteger as plantas contra insetos e fungos. Englobam
uma vasta variedade de oligbmeros e polimeros, sendo as duas principais categorias 0s
taninos hidrolisaveis e as protocianidinas, ou taninos flavonoides condensados (SZCZUREK,
2021; RAUF et al., 2019). Essas moléculas possuem propriedades antioxidantes bem
conhecidas e largamente empregadas na industria médica para prevencdo de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (CHUNG et al., 1998; LIU et al., 2017; LAl et al., 2018;
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FRAGA-CORRAL et al., 2020). Além disso, possuem capacidade de complexar proteinas
bem conhecida (HAGERMAN; BUTLER, 1978; COS et al.,, 2003). Essas propriedades
associadas aos taninos podem justificar as propriedades anti-inflamatdrias apresentadas pelo
granulado a base de B. dichotoma encontrada neste estudo.

Embora a concentragdo empregada do extrato seco de Bellucia dichotoma tenha sido
calculada para modelo animal murino, esses resultados contribuem para o calculo do principio
ativo para organismos maiores, conforme a complexidade do metabolismo. O extrato ndo
apresentou toxicidade e, portanto, concentracbes maiores de B. dichotoma podem ser
empregados para obter um granulado com doses proporcionais ao empregado pela populacéo.

Os resultados encontrados neste estudo sédo promissores, tendo em vista que o acidente
por Bothrops atrox induz edema acentuado nos acidentados, que pode evoluir para danos
locais graves, inclusive com amputagdo ou déficit funcional do membro afetado, e que o
fitoterdpico a base de Bellucia dichotoma foi capaz de bloquear a acdo do veneno. Além
disso, utilizar a espécie vegetal na forma de fitoterapico é mais seguro para a populagdo, por
ser um produto que pode ser submetido a avaliacdo dos padrdes de seguranca e qualidade do

principio ativo.

Conclusdes

Os resultados encontrados demonstram a potencialidade do granulado efervescente a base de
Bellucia dichotoma como um agente antiofidico oral promissor, seguro e eficaz para o
tratamento da resposta inflamatdria local induzida pelo veneno de Bothrops atrox. Além
disso, a estabilidade do granulado e manutencdo das atividades observadas com extrato
produzido por decoccao, similar a forma de preparo da populacdo, mostram que é possivel
garantir a oferta de um produto pratico, de facil manipulacéo e que possa estar prontamente
disponivel para vitimas de envenamento, reforcando a potencialidade de uma espécie vegetal

da regido amaz6nica como um agente antiofidico.
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