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RESUMO

Estudos etnobotanicos mostraram que comunidades rurais do pantanal sul-matogrossense
tradicionalmente usam a Tabebuia aurea (“’ipé-amarelo’” ou “’paratudo’’) através de sua
decoccdo ou mastigagdo de cascas de seu caule para o alivio da dor e demais sintomas
presente no acidente ofidico. A serpente Bothrops mattogrossensis (‘’boca-de-sapo’’) é
endémica no estado de Mato Grosso do Sul, sendo umas das responsaveis pelos acidentes
ofidicos que ocorrem no estado. Baseando-se nestas premissas, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade anti-hiperalgésica do Extrato hidroetanolico de Tabebuia aurea (EHETa)
utilizando a peconha de Bothrops mattogrossensis (PBm) como estimulo noxio. Foram
utilizados camundongos Swiss machos, adultos, pesando aproximadamente 25-30g. O teste
empregado para avaliacdo da nocicepcao foi o analgesimetro digital (von frey eletronico). Os
resultados foram expressos como média + EPM, ANOVA, pds-teste Bonferroni (p < 0,05).
Em cada grupo de animais testado (n= 6) havia um grupo controle tratado com solugéo
de NaCl 0,9% estéril. Assim, para a curva dose-resposta-tempo da PBm, no grupo
controle, foi inoculado 30 pL/animal da solucdo de NaCl 0,9% estéril por via intraplantar
(i.pl). Ao se avaliar o tratamento com EHETa, o grupo controle recebeu, via oral ou local,
conforme o teste, solucdo de NaCl 0,9% em substituicdo ao EHETa, com 0 mesmo
volume final. Inicialmente, foi elaborada uma curva dose-resposta-tempo para PBm. Testou-
se asdoses 1 pg; 1 ng; 0,3 ug; 1 ug e 3 pg/animal; 30 pL/animal; via i.pl. Os resultados foram
obtidos para os tempos 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 24 e 72 h. A PBm induziu hiperalgesia dose e
tempo-dependentes com pico de acdo em 2 h apos sua inoculacdo. A dose de 3 pg/animal
apresentou hiperalgesia maxima (7,84 = 0,22 g). Posteriormente, a dose de 3 pg/animal
(30pL) da PBm foi inoculada, via i.pl. e o EHETa foi administrado (10 mL/kg) por via oral
(v.0.) nas doses de 180, 540, 720, 810 ou 1080 mg/kg 30 min antes da PBm. O EHETa reduziu
a hiperalgesia da PBm em 2 h pds sua inoculagdo, nas doses de 720 mg/kg (26,29% ; 5,75 +
0,29 g), 810 mg/kg (32,31% ; 5,28 + 0,15 g) e 1080mg/kg (32,57% ; 5,26 + 0,29 g).Doses
superiores a 720 mg/kg ndo mostraram efeitos estatisticamente diferentes a esta.
Subsequentemente, a dose de 720 mg/kg (v.o; 10 mL/kg) do EHETa foi testada nos tempos
0,5;1;1,5;2; 3; 4; 24 e 72 h apds administragcdo da PBm (3 pg/animal; 30 pL; i.pl). O EHETa
reduziu a hiperalgesia da PBm em 1,5 e 2 horas pds sua inoculagdo. Em seguida, o efeito anti-
hiperalgésico do EHETa (720 mg/kg; v.o; 10 mL/kg) foi avaliado no modelo de hiperalgesia
da PGE:2 (100 ng/pata; 30 pL; i.pl). O EHETa reduziu a hiperalgesia da PGE2em 49,72%
(3,48 £ 0,53 g) em relacdo ao grupo controle (6,92 + 0,41 g). A analise histopatoldgica revelou
que o EHETa amenizou o infiltrado inflamatério induzido pela pegonha, tendo infiltrado
leucocitario de carater leve e significativamente diferente do grupo controle (NaCl 0,9%; v.0),
que apresentou infiltrado moderado e intenso. Por fim, A dose de 720 mg/kg (v.o; 10
mL/kg) do EHETa foi avaliada no teste do Rota rod. Ndo houve comprometimento motor
no tratamento com EHETa (178,4 + 1,07 s) ou grupo controle (177,2 = 0,86 s). Assim,
concluiu-se que o EHETa possui atividade anti-nociceptiva e anti-hiperalgésica, podendo
ser uma alternativa no tratamento da dor provocada pelos acidentes ofidicos.

Palavras-chave: Dor; Tabebuia aurea; Bothrops mattogrossensis



ABSTRACT

Ethnobotanical studies have shown that rural communities of the pantanal in Mato Grosso
do Sul traditionally use Tabebuia aurea ("ipé-amarelo” or "paratudo") through their
decoction or chewing the bark from her stem for the relief of pain and other symptoms
present in snakebites. Bothrops mattogrossensis ("boca-de-sapo™) is a snake endemic in
Mato Grosso do Sul, being one of the responsible for the snakebites that occur in the state.
Based on these premises, the objective of this work was evaluate the antihyperalgesic
activity of the Hydroethanolic extract of Tabebuia aurea (HEETa) using Bothrops
mattogrossensis venom (VBm) as noxious stimulus. Male Swiss adult mice weighing
approximately 25-30g were used. The test used to evaluate nociception was the digital
(electronic von frey) analgesimeter. The results were expressed as mean + SEM,
ANOVA, Bonferroni post-test (p <0.05). In each group of animals tested (n=6) there was
a control group treated with NaCl 0.9% sterile solution (saline). Thus, for the dose-
response-time curve of VBm, in the control group, 30 pL/animal of the sterile saline
solution was inoculated subcutaneously (s.c). When the treatment with HEETa was
evaluated, the control group received, by oral or subcutaneous route, according to the test,
saline solution in replace of EHETa, with the same final volume. Initially, a dose-response
time curve for VBm was developed. The doses of 1 pg; 1 ng; 0.3 pg; 1 ugand 3 pg/animal;
30 pL/animal; s.c; were tested. The results were obtained for the times 0.5; 1; 1.5; 2; 3;
4; 24 and 72 hours. VBm induced dose and time-dependent hyperalgesia with maximum
action within 2 hours after inoculation. The dose of 3 pg/animal presented the maximal
hyperalgesia (7.84 £ 0.22 g). Subsequently, the dose of 3 pg/animal (30 pL) of VBm was
inoculated subcutaneously and EHETa was administered (10 mL/kg) orally at doses of
180, 540, 720, 810 or 1080 mg/kg, 30 minutes prior to VBm. EHETa reduced VBm
hyperalgesia within 2 hours after inoculation at doses of 720 mg/kg (26.29%, 5.75 + 0.29
g), 810 mg/kg (32.31%, 5.28 £ 0.15 g) and 1080 mg/kg (32.57%, 5.26 + 0.29 g). Doses

greater than 720 mg/kg showed no statistically difference. Subsequently, the dose of 720
mg/kg (orally, 10 mL/kg) of EHETa was tested at times 0.5; 1; 1.5; 2; 3; 4; 24 and 72
hours after administration of VBm (3 pg/animal; 30 ul; s.c). EHETa reduced VBm
hyperalgesia in 1.5 and 2 hours after inoculation of the venom. Then, the antihyperalgesic
effect of EHETa (720 mg/kg, orally, 10 mL/kg) was evaluated in the hyperalgesia induced
by PGE> (100 ng/pata; 30 ul; s.c) assay. EHETa reduced PGE> hyperalgesia by 49.72%
(3.48 £ 0.53 g) compared to the control group (6.92 + 0.41 g). Histopathological analysis
revealed that EHETa attenuated inflammatory infiltrate induced by venom and had a mild
and significantly different leukocyte infiltrate from the control group (saline, orally),
which presented moderate and intense infiltrate. Finally, the dose of 720 mg / kg (orally,
10 mL/kg) of EHETa was evaluated in the Rota rod test. There was no motor impairment
in treatment with EHETa (178.4 + 1.07 s) or control group (177.2 £ 0.86 s). Thus, it was
concluded that EHETa has antinociceptive and antihyperalgesic activity, and may be an
alternative in the treatment of pain caused by snakebites.

Keywords: Pain, Tabebuia aurea, Bothrops mattogrossensis.
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1. INTRODUCAO

Os acidentes causados por serpentes pegonhentas representam um problema de
salde publica em paises tropicais (GUTIERREZ et al., 2010). A maior frequénciadestes
acidentes ocorre em zonas rurais e atingem, sobretudo, homens em idade
economicamente ativa (BOCHNER; STRUCHINER, 2003; GUTIERREZ et al., 2010;
MOTA-DA-SILVA et al., 2015).

No Brasil, registram-se anualmente em meédia 28.800 casos de acidentes ofidicos
causados por serpentes peconhentas, desses, 119 (0,41%) provocam 6bito (MOTA-DA-
SILVA et al., 2015). No entanto, a incapacitacdo traduzida por dor e mutilagdo nos
pacientes acometidos é cosiderada relevante (RIBEIRO; JORGE, 1997; FUNASA, 1998).

As serpentes do género Bothrops sdo responsaveis pela maior parte dos acidentes
que ocorrem em territorio nacional (ARAGON et al., 2016; FEITOSA et al., 2015;
BOCHNER; STRUCHINER, 2003). Em Mato Grosso do Sul, a espécie Bothrops
mattogrossensis, anteriormente denominada Bothrops neuwiedi (MACHADO et al.,
2014), é uma das principais espécies responsaveis pelos acidentes ofidicos que ocorrem
no estado (CARDOSO et al.,, 2003) e pode ser encontrada habitando regifes de
municipios que compdem parte da planicie do pantanal sul-matogrossense, como a de
Agquidauana (MACHADO et al., 2014) e Miranda (SILVA; RODRIGUES, 2008).

Durante o envenenamento botropico notam-se manifestacoes clinicas sistémicas e
locais decorrentes da inoculagdo da pegonha botropica. Dentre as locais, a dor é o
principal sintoma, estando presente em 95,6% dos casos, seguida do edema, equimose e
sangramento na regido da mordida. Em alguns casos, a lesdo tecidual induzida pela
peconha evolui para a sindrome compartimental, caracterizada por dor intensa, déficit
motor e necrose, ocasionando a perda funcional e anatdmica do membro afetado
(RIBEIRO; JORGE, 1997; FUNASA, 1998).

Ainda hoje a terapéutica dos acidentes ofidicos de origem botrdpica se faz pelo
uso do soro antibotrépico ou poliespecifico. Ambos possuem boa neutralizacdo de efeitos
sistémicos, porém, acdo limitada sobre os efeitos locais, tendo pouca eficacia na
amenizacéo da dor, edema e hemorragia (GUTIERREZ et al. 2006; PICOLO et al., 2002).
Outro aspecto é que embora a soroterapia seja o tratamento primordial, nem sempre se
encontra prontamente disponivel, sobretudo para populagdes rurais. Assim, visto que a

terapia apresenta estas peculiaridades, novas estrategias tem sido pesquisadas.
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Quando se considera a busca por novas terapias acessiveis capazes de
promoverem o tratamento de diversas enfermidades, as plantas medicinais tém papel
significativo. A exemplo disso temos a inclusdo de diversos fitoterapicos na lista de
medicamentos disponibilizados pelo Sistema Unico de Saude (SANTOS et al., 2011) ea
utilizacdo de plantas medicinais como fonte primaria de cuidados em saude pela
populacdo mundial (Calixto, 2005).

O género Tabebuia compreende varias espécies vegetais pertencentes a biomas
como Amazonia, Caatinga, Cerrado e Pantanal, tendo sua utilizag&o destinada tanto a fins
ornamentais quanto medicinais (SANTOS et al., 2015; LORENZI, 1992). Estudos
etnobotanicos realizados por Nunes et al. (2003) visando identificar o perfil regional do
consumo de plantas no municipio de Campo Grande-MS, identificaram que este género
era utilizado pelas populacdes locais devido a suas propriedades anti-inflamatéria e
cicatrizante.

Diversos trabalhos na literatura identificaram  varias  substancias
farmacologicamente ativas presentes no género Tabeuia, como saponinas, flavonoides,
cumarinas, lapachol e iridéides. A estas sdo atribuidas as propriedades antineoplésicas,
antimicrobianas, antivirais, anti-inflamatdrias, analgésicas e anti-parasitarias (HUSSAIN
et al., 2007; TUNDIS et al., 2008; VILJOEN et al., 2012).

Em Mato Grosso do Sul, a espécie Tabebuia aurea € utilizada por populacdes
residentes no pantanal através da decoccdo, mastigacdo, bem como em preparacdes
conhecidas como ‘’garrafadas’’, constituidas a partir de lascas de seu caule, para o
tratamento da dor e de outros efeitos locais provocados durante o envenenamento ofidico,
alegando amenizacdo dos sintomas e até mesmo, cura.

Nesse sentido, estudos pré-clinicos realizados pelo Laboratério de Farmacologia
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul identificaram que o Extrato
hidroetanolico da Tabebuia aurea foi capaz de neutralizar as atividades inflamatoria,
miotdxica e hemorrdgica da peconha de Bothrops neuwiedi, atual Bothrops
mattogrossensis (REIS et al., 2014).
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De fato, o atual cenério da terapéutica antiofidica frente ao acidente botrépico
reflete a necessidade do desenvolvimento de uma terapia complementar, com maior
cobertura terapéutica e enfoque na neutralizacdo das toxinas responsaveis pelos eventos
locais presentes na fisiopatologia do envenenamento. Desta maneira, considerando-se 0s
resultados obtidos até 0 momento, € evidente que a Tabebuia aurea exibe um potencial
farmacoldgico promissor.

Porém, h& escassez de dados no que diz respeito a atividade anti-hiperalgésica,
antinociceptiva e analgésica desta planta. Além disso, ha que se considerar que o acidente
botropico induz uma incapacitacdo breve ou permanente nos pacientes acometidos, sendo
que a dor é um dos fatores limitantes que predispde a esta condi¢do. Logo, tomando-se
uma perspectiva clinica e de eficacia terapéutica, a investigacdo da atividade anti-
hiperalgésica da Tabebuia aurea é plenamente justificavel.

Baseando-se em todas estas premissas, este trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade anti-hiperalgésica do extrato hidroetandlico da Tabebuia aurea em modelo
murino de hiperalgesia induzida pela inoculacdo da peconha de Bothrops

mattogrossensis.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Dor

2.1.1. Consideracdes Gerais

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define dor como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma leséo tecidual real ou
potencial. Assim, o fenébmeno da dor pode ser caracterizado como sendo a percepcao e
interpretacdo subjetiva de um sinal nociceptivo (PADDLEFORD, 1998).

A nocicepc¢do compreende o processo pelo qual um estimulo de carater térmico,
mecanico ou quimico, lesivo ou potencialmente lesivo a integridade tecidual, é detectado
por uma subpopulacdo de fibras nervosas periféricas, os nociceptores. Compreende a
resposta neuronal mediante aplicacdo de um estimulo néxio sem conotacdo emocional
(BASBAUM et al., 2009).

Estd bem estabelecido que trés grupos principais de fibras nervosas sensoriais
aferentes (Figura 1) participam da deteccdo e conducdo do estimulo nociceptivo. O
primeiro grupo inclui as fibras nervosas aferentes mielinizadas Aa e AP, as quais
apresentam grande didmetro e rapida velocidade de conducdo. Estas fibras séo
responsaveis pela transmissdo de estimulos de baixa intensidade, proprioceptivos e
indcuos, conduzindo estimulos de carater nociceptivo apenas em condi¢fes especificas
como alodinia (MILLAN, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al., 2009).

O segundo grupo inclui as fibras nervosas aferentes mielinizadas Ad. Estas fibras
apresentam didmetro médio e conduzem estimulos nociceptivos mecanicos, térmicos e
quimicos, estando relacionadas com a dor rapida, priméria e discriminativa. Estas fibras
se subdividem em duas classes principais. A primeira, fibras Ad tipo I, sdo nociceptores
mecanicos de alto limiar, podem responder tanto a estimulos de natureza mecanica quanto
quimica, detectando estimulos nociceptivos mecanicos de alta intensidade e possuindo
limiares altos para estimulos de temperatura (> 50 °C). Na segunda classe, fibras Ad tipo
I1, os limiares nociceptivos mecanicos sdo altos, porém, para estimulos de temperatura,
estas fibras possuem limiares menores (MILLAN, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001;
BASBAUM et al., 2009).
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Primary afferent axons

Ao and AB fibres

Myelinated
Large diameter
Proprioception, light touch

A3 Fibre

Lightly myelinated .
Medium diameter ~53°C Type |

Nociception i
(mechanical, thermal, chemical) =~ 43°C Type ll

Thermal threshold

None

C fibre

Unmyelinated

Small diameter

Innocuous temperature, itch ~43°C
Nociception

(mechanical, thermal, chemical)

Figura 1. Fibras aferentes sensoriais de condugdo da informacao nociceptiva. Fonte: Julius; Basbaum, 2001.

O terceiro grupo constitui-se pelas fibras C. Estas fibras possuem receptores de
carater polimodal, apresentam pequeno diametro e estdo relacionadas com propriocep¢éao
a estimulos indcuos de temperatura e coceira. Estas fibras estdo envolvidas com a dor de
ma localizac&o, lenta, secundéria ou tardia, conduzindo estimulos nociceptivos de carater
mecanico, térmico e quimico (MILLAN, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM
et al., 2009).

Ha ainda outra classe particular de nociceptores, denominada ‘’nociceptores
silenciosos’’. Estas estruturas ndo respondem a estimulos mecéanicos ou térmicos
imediatos, sdo ativados apenas em algumas condicdes patoldgicas como processos
inflamatdrios. Respondem preferencialmente a estimulos quimicos como capsaicina e
histamina, e suas aferéncias distribuem-se pelo tecido cutaneo, visceral e articulacbes
(BASBAUM et al., 2009; SCHAIBLE; SCHMIDT, 1988; SCHMIDT et al., 1995;
SCHMELZ et al., 1994; 2000; WILLIS; WESTLUND, 1997).

O fenébmeno da nocicepcdo (Figura 2) compreende 4 estdgios: transdugéo,
transmissdo, percepcdo e modulacdo (BASBAUM et al., 2009; KITCHELL, 1987
STEFFEY, 2003). Na transducdo o estimulo nociceptivo é detectado por nociceptores
dispostos em terminacGes nervosas presentes na pele, visceras e outros 0rgaos internos.

Propriedades biofisicas e moleculares permitem que 0s nociceptores possam responder a
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diversos estimulos potencialmente prejudiciais a integridade tecidual. Atingindo o limiar
de ativacdo, o estimulo nociceptivo é transduzido em sinais eletroquimicos, denominados
potenciais de acdo (MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2008; ROCHA et al, 2007).

PERCEPCAO
e \ D)

Projecoes Talamocorticais

Talamo

a

MODULACAO

TRANSMISSAO
TRANSDUCAO

()

Estimulo Noxio

Nociceptor
Trato Espinotalimico  aferente primirio

Figura 2. Os 4 processos que comp8em a nocicepgdo: transducdo, transmissdo, percepcdo e modulagao.
Fonte: Ferrante e VadeBoncouer, 1993. Adaptado.

Subsequente a transducdo inicia-se a etapa de transmissdo. O impulso nociceptivo
¢ agora transmitido da periferia ao sistema nervoso central pelas fibras nervosas aferentes
primarias mielinizadas e ndo mielinizadas. Os nociceptores que inervam a regido do
cranio e da face possuem corpos celulares localizados no ganglio trigeminal, e conduzem
a informag&o ao nucleo espinhal do nervo trigémeo, fazendo sinapse no nucleo sensitivo
principal e nicleo do trato espinhal do trigémeo. Em contrapartida, os nociceptores que
inervam membros e troncos possuem corpos celulares localizados no ganglio da raiz
dorsal (GRD), conduzindo a informacdo até o corno dorsal da medula espinhal, fazendo
sinapse com interneurdnios e neurdnios de segunda ordem localizados no corno dorsal da
medula espinhal (BASBAUM et al., 2009; BYERS; BONICA, 2001; BROOKS;
TRACEY, 2005; JULIUS; BASBAUM, 2001).

22



Dentro da medula espinhal o0s neurbnios encontram-se  dispostos
longitudinalmente em camadas celulares organizadas de acordo com suas propriedades
citoldgicas, denominadas ldminas de Rexed e enumeradas de | a X. Os neurdnios
responsaveis pela propagac¢do do estimulo nociceptivo encontram-se nas laminas I, 11, 111
e V (BASBAUM; JESSEL, 2000; BASBAUM et al., 2009; BROWN, 1982).

As fibras AP realizam sinapse com neuronios de segunda ordem nas laminas III,
IV eV, fibras Ad nas laminas | e V, enquanto que as fibras C realizam na lamina Il (Figura
3). Os neur6nios que compdem a lamina | e Il estdo relacionados diretamente com a

propagagdo da informag¢do nociceptiva, realizando conexdes diretas com fibras Ad e C

(BASBAUM; JESSEL, 2000; BROWN, 1982; PURVES et al., 2004).

A fiber

Wi

T

Figura 3. Conexdes sinapticas entre as fibras sensoriais nociceptivas e neurdnios de segunda ordem na
medula espinhal. Fonte: Todd, 2010.

A lamina | é composta por neurbnios que se projetam para estruturas
supraespinhais e respondem exclusivamente a estimulacdo nociva. A lamina Il é
composta por interneurdnios excitatorios e inibitérios que respondem a estimulos
nociceptivos e proprioceptivos. A lamina V contém os neur6nios de ampla faixa dindmica

que se projetam para o tronco encefalico e regides do tadlamo, e que recebem conexdes de
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fibras nociceptivas provenientes de estruturas viscerais. Os neurdnios das laminas I, 1l e
V constituem a principal via de transmissdo da informacéo nociceptiva que se direciona
da medula espinhal até o tdlamo e cortex cerebral (BASBAUM; JESSEL, 2000; BROWN,
1982;PURVES et al., 2004).

Duas vias e tratos ascendentes conduzem a informacdo até o talamo e cortex
cerebral: trato neoespinotalamico ou espinotalamico lateral e trato paleoespinotalamico
ou espinotalamico medial (BASBAUM; JESSEL, 2000; BROWN, 1982;PURVES etal.,
2004).

O trato neoespinotaldamico ascende através da substancia branca do funiculo
antero-lateral da medula espinhal, chegando ao nucleo talamico ventral postero-lateral
(NVPL) e nucleo talamico ventral postero-medial (NVPM). Este trato projeta-se para o
cortex somatossensorial e conduz informag@es nociceptivas de alta velocidade, estando
envolvido na propagacdo e transmissdo da dor aguda, rapida, primaria e discriminativa
(MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2008; WOLKERS, 2014).

O trato paleoespinotalamico transmite informagdes nociceptivas para Vvarias
regiGes do cortex cerebral, que incluem o trato espinorreticular, espinomesencefalico e
trato espino-hipotalamico (localizado no hipotadlamo). Estre trato ascende pelo funiculo
antero-lateral e emite as projecdes de seus axénios para 0s ndcleos mediais do talamo:
nucleo central lateral, niacleo parafascicular, porcdo ventrocaudal médio-dorsal e
complexo posterior medial. As informacGes nociceptivas conduzidas pelo trato
paleoespinotalamico séo de baixa velocidade, relacionadas com a dor lenta ou cronica
(MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2008; RUSSO et al., 1998; WOLKERS, 2014).

No talamo, os axénios provenientes dos tratos neoespinotalamico e
paleoespinotalamico realizaram sinapse com neurdnios de terceira ordem. Em sequéncia,
0s neurdnios de terceira ordem projetam-se para 0 cOrtex somatossensorial primario e
secundario, insula, cértex cingulado anterior e cortex pré-frontal. Essas regides
desempenham diversas funcbes na percepgdo da dor e interagem com outras areas do
encéfalo, como cerebelo e nucleos basais. A percepcdo do estimulo nociceptivo e 0
fendmeno da dor resultara da ativacao de varias estruturas encefalicas, com propriedades
sensoriais e discriminativas (cortex somatossensorial) e outras relacionadas ao
componente afetivo-motivacional da dor (cortex insular) (BASBAUM et al., 2009;
STEEDS, 2013; WOLKERS, 2014).
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Ocorrendo a percepgéo, os tratos supraespinhais enviam a resposta ao sinal noxio,
que sofre modulacdo pela a substancia cinzenta perireaquedutal (PAG), nicleo magno da
rafe e células adjacentes ao bulbo rostroventromedial (BUTLER; FINN, 2009;
HOFFMAN 2008; WOLKERS, 2014).

Estes sistemas modulatorios emitem projecdes para o corno dorsal da medula
espinhal, onde ocorre a convergéncia de informac@es inibitdrias de vias descendentes
sobre neurdnios envolvidos na transmissao nociceptiva. Estas células podem sofrer acdo
de neurotransmissores capazes de moludar o estimulo nocieptivo como serotonina,
noradrelanina, dopamina, acetilcolina e peptideos opidides (BASBAUM et al., 2009;
BEAR et al., 2014; WOLKERS, 2014).

2.2. Fisiopatologia do Acidente Botropico

O quadro clinico provocado pela peconha botropica é caracterizado por
manifestacdes clinicas sistémicas onde se observam alteraces de coagulacdo sanguinea
e cardiovasculares, insuficiéncia renal aguda e choque, e locais, nas quais se observa dor,
edema, equimoses e sangramento na regido da mordida acompanhada ou n&o denecrose,
podendo levar a perda funcional ou mesmo anatdmica dos membros afetados (PINHO;
PEREIRA, 2001; SAUDE, 1998).

A fisiopatologia do acidente botrépico é conduzida pela perturbacdo em trés
diferentes componentes: muscular, vascular e hemostatico. Estes, sdo sitios-alvo para as
toxinas presentes na peconha, que atuam promovendo a degradacdo de componentes
estruturais de membranas celulares e interferindo na hemostasia, por meio da degradacao,
inducdo ou inibicdo de componentes da cascata de coagulacdo sanguinea.

Dentre os componentes da peconha botropica, as enzimas fosfolipases Ao,
metaloproteinases e serinoproteinases sao as principais responsaveis pelas manifestacoes

locais e patogénese do envenenamento.

2.2.1. Hemorragia

Os eventos hemorragicos do acidente botropico sdo propagados
preponderanmente pelas enzimas metaloproteinases (MP). Estas enzimas pertencem a
subfamilia M1 de enzimas metaloproteicas e estruturalmente todas as classes de
metaloproteinases sao similares, apresentando em seu sitio ativo um dominio de ligagéo
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a um metal bi-valente, que na grande maioria das encontradas em peconhas de serpentes

caracteriza-se pelo metal Zinco (Zn?*) (ESCALANTE et al., 2011; MARKLAND, 1998).
Quatro classes de metaloproteinases estao descritas, distinguidas de acordo com a

composi¢éo da estrutura do dominio catalitico e combinag&o deste com outros dominios
de propriedades especificas, sendo elas:

a) P-1: dominio metaloproteinase

b) P-11: dominio metaloproteinase + dominio desintegrina

c) P-I1I: dominio metaloproteinase + dominio desintegrina + dominio rico em

cisteina

d) P-IV: dominio metaloproteinase + dominio desintegrina + dominio rico em

cisteina + dois dominios lectina.

Quanto a mecanismo de acdo hemorragica, as enzimas da classe P-1 atuam
degradando componentes estruturais como colageno tipo IV e laminina que estdo
dispostos na membrana basal de células epiteliais da pele, células musculares
esqueléticas, e células endoteliais, interferindo na manutencéo da hemostasia (BALDO et
al., 2010; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Ja classe P-1l, por possuir dominio
desintegrina, também exibe atividade de inibicdo da agregacdo plaquetaria inibindo a
ligagdo do fibrinogénio ao receptor de integrina ounPs das plaquetas, prejudicando a
formacdo de trombina e coagulacdo sanguinea (MATSUI et al., 2009; TAKEDA et al.,
2012).

As metaloproteinases da classe P-111 atuam de modo semelhante a classe P-II:
inibem a agregacdo plaquetaria degradando o receptor de colageno a2f: presente nas
plaquetas e também os seus receptores de adenosina, inibindo a ligacdo do ADP e
consequentemente ativacdo da cascata de coagulacdo. Por fim, a classe P-IV exerce sua
atividade hemorragica pelo mecanismo de ligacdo direta aos fatores 1X e X da cascata de
coagulacdo sanguinea, inibindo a producéo de trombina e consequentemente formacéo de
fibrinogénio (MARKLAND, 1998; ADAMS; BIRD, 2009).

Contribuindo com a acdo das metaloproteinases, as enzimas serinoproteinases
também atuam diratemente na cascata de coagulacdo sanguinea, prejudicando a regulagdo
do sistema hemostatico.

As serinoproteinases da peconha botrdépica (SP) sdo enzimas que pertencem a
familia S; e subordem S de enzimas proteoliticas (MACKESSY, 2010; SERRANO,

2013). Sao também denominadas ’trombina-semelhante’” por mimetizarem fun¢des da
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enzima trombina quando secretadas (SERRANO & MAROUN, 2005; MARKLAND,
1998).

De maneira geral, as SP afetam as vias da cascata de coagulacdo sanguinea
realizando hidrdlise da molécula de fibrinogénio, ativacdo de fatores da cascata de
coagulacdo como fator V, VIII e XIII, ativagdo da proteina C, fibrindlise, ativacdo de
plasminogénio e inducdo de agregacdo plaquetaria (MARKLAND, 1998; NISHIDA et
al., 1994; SERRANO & MAROUN, 2005). Além disso, estas enzimas também podem
gerar bradicinina por meio da clivagem de cininogénio, induzindo aumento da
permeabilidade vascular, hipotensao e propagacéao do processo inflamatério (GOLIAS et
al., 2007; SERRANO & MAROUN, 2005).

2.2.2. Miotoxicidade

A miotoxicidade desencadeada durante o envenenamento botrdpico é atribuida a
acdo de enzimas Fosfolipases A2 (FLA:2) presentes na peconha. Estas enzimas sdo
denominadas fosfatidil-acil-hidrolases, pois catalizam a hidrolise da ligacdo acil-éster de
fosfolipideos, obtendo como produto acidos graxos livres e lisofosfolipideos (SIX;
DENNIS, 2000).

Quatro grupos e quatorze subgrupos (I a XIV) compreendem a classificacdo das
FLA2. O subgrupo Il constitui-se por enzimas FLA: denominadas fosfolipases A
secretadas (SFLA:2), encontradas nas serpentes da familia Viperidae e género Bothrops
(CHACUR, 2004; MOREIRA, 2007; MURAKAMI et al., 1995).

As sFLA: da peconha botrépica sdo enzimas célcio-dependentes, pois dependem
do ion célcio para execucdo de sua atividade enzimética. Devido a sua acao litica ser
direta e especifica sobre as células musculares, estas sFLA. foram denominadas de sSFLA>
miotoxicas. Dois tipos sdo descritos: Asp-49 e Lys-49 (GUTIERREZ; OWNBY, 2003).

A isoforma Asp-49 possuem um residuo de aspartato na posicdo 49, e na Lys-49,
0 residuo de aspartato é substituido por um residuo de lisina na mesma posi¢do. A Asp-
49 representa a forma ativa da enzima, uma vez que este residuo coordena a interagdo do
ion célcio ao sitio ativo enzimatico durante a reacdo de hidrolise de fosfolipideos, sendo
crucial para a expressao da atividade catalitica destas enzimas e demais FLA:2 secretadas
(GUTIERREZ; OWNBY, 2003; LOMONTE et al., 2009).
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Na sFLA:z Lys-49 a substituicdo do residuo de aspartato pelo de lisina causa
impedimento estérico e com isso afeta a interacdo do ion calcio com a estrutura enzimatica
durante o processo de catalise, gerando perda de atividade catalitica (ARNI; WARD,
1996; LEE et al., 2001). Entretanto, esta isoforma também é capaz de promover
miotoxicidade e lise celular (DELATORRE et al., 2011; GUTIERREZ; OWNBY, 2003;
LOMONTE et al., 1994).

A acdo miotdxica destas enzimas é causada tanto pela hidrolise direta dos
fosfolipideos de membrana, quanto pela interferéncia na integridade da bicamada lipidica
atraves de interacOes eletrostaticas entre grupamentos dispostos na estrutura enzimatica e
nos fosfolipideos da membrana celular (GUTIERREZ; OWNBY, 2003).

Inicialmente, durante o evento miotdxico, a membrana plasmatica das células
musculares esqueléticas é o primeiro sitio de acdo. Apds a lise, ocorre o efluxo de enzimas
citoplasmaticas como a cretina quinase (CK), responsavel pela disponibilizacdo do ATP
durante o processo de contracdo muscular. Posteriormente, inicia-se a degeneracéo
celular, associada a perda de proteinas estruturais da membrana plasmética, como
distrofina e B-distroglicano (GUTIERREZ; OWNBY, 2003; VATER et al., 1995).

2.2.3. Dor

Esta bem estabelecido que a dor desencadeada durante o envenenamento
botropico esta relacionada tanto a acdo direta das enzimas presentes na peconha, que
exercem lesdo quimica do epitélio, endotélio e tecido muscular, quanto também, ao
processo inflamatério instalado mediante a lesdo tecidual induzida pelas toxinas,
predispondo ao quadro de hiperalgesia e dor inflamatéria (FRANCA; MALAQUE, 2009;
TEIXEIRA et al., 2009; BONAVITA et al., 2006).

Desta maneira, € sabido que a leséo tecidual propagada pelas metaloproteinases e
fosfolipases A, induz uma resposta inflamatoria inerente a apoptose das células
endoteliais e musculares, caracterizada pela presenca de macrofagos, neutrofilos e sintese
de citocinas pré-inflamatorias como IL-1B ¢ TNF-o (DE TONI et al., 2015; MAMEDE
etal., 2016; MOREIRA et al., 2012).

A IL-1P liberada pelas células inflamatorias € capaz de estimular a producao de
PGE, liberacdo de CGRP e aumento de expressdo das enzimas COX-Il no géanglio da

raiz dorsal e com isso contribuir para o processo de sensibilizacdo periférica durante a
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hiperalgesia inflamatoria (ARALDI et al., 2013; NEEB et al., 2011). J4 0 TNF-a, ao atuar
sobre os receptores TNFR-I, ativa a proteina quinase dependente de mitdégeno p38 (p38
MAPK). Em seguida, esta enzima induz a sensibilizacdo dos canais de sodio Nav 1.8,
levando ao aumento de correntes i6nicas neste canal (JIN; GEREAU, 2006; HUDMON
et al., 2008).

Além da participagdo das citocinas pro-inflamatorias, estd bem elucidado que
durante o evento inflamatério que procede o envenenamento botrépico tém-se a
participacdo da bradicinina e de prostandides, sobretudo, da isoforma E> pertencente a
classe das prostaglandinas (PGE2) (MOREIRA et al., 2009; CHACUR et al., 2002;
WANDERLEY et al., 2014). De modo complementar, é sabido que estes mediadores
bioguimicos contribuem para a manutencdo do quadro de hiperalgesia induzido pela
peconha botropica (CHACUR et al., 2002; 2004a).

Ao atuar sobre os nociceptores a bradicinina ativa a isoforma épsilon da proteina

quinase C (PKCg), que promove fosforilagao de receptores vanildides do tipo 1 (VR-1),

facilitando a abertura deste canal idnico e influxo de fons Ca®* para o interior do neurdnio,
e conquentemente, o processo de despolarizacdo (BASBAUM et al ., 2009; RANG et al.,
2004a). A PGE: é capaz de sensibilizar diretamente os nociceptores periféricos, via
receptores EP1, EP2 ou EP4 acoplados a proteina G, induzindo ao aumento de niveis de
AMPc e ativacdo da enzima PKA, culminando na fosforilacdo dos canais de sodio
resistentes a tetrodotoxina (TTXr), Nav 1.8 e Nav 1.9 expressos nos terminais periféricos,
facilitando sua abertura e reduzindo o limiar de ativacdo (DIB-HAJJ et al., 2009;JULIUS;
BASBAUM, 2001; LEVINE; REICHLING, 1999).

Paralelamente ao evento periférico do envenenamento botropico, ocorrem
mecanismos moleculares centrais na medula espinhal que também contribuem para
manutenc¢édo do quadro de hiperalgesia, onde a substancia P e 0 CGRP atuam diretamente
no processo de sensibilizagdo (CHACUR, 2004; CHACUR et al., 2004a).

Na medula espinhal, a substancia P tem acdo neuromoduladora, sendo liberada
durante as sinapses entre neurdnios aferentes primarios provenientes de ganglios
sensitivos e neurdnios de segunda ordem, induzindo ao aumento de excitabilidade de
neurénios do corno dorsal e contribuindo para o processo de sensibilizacdo central
(LAWSON et al., 1993; TRAUB et al., 1996). Em neurdnios aferentes primarios, atuando
sobre seus receptores CGRP1e CGRP2, 0 CGRP induz a liberacdo de substancia P e de

aminoacidos excitatérios como o glutamato. Em neurdnios pds-sinapticos da medula
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espinhal, sua acdo restringe-se a abertura de canais de célcio dependentes de voltagem,
promovendo ativacdo da fibra pds-sinaptica (NEUGEBAUER, 2009; SEYBOLD et al.,
2003; WILLIS; COGGESHALL, 2004).

Estudos também demonstraram que as células gliais da medula espinhal e no
ganglio daraiz dorsal, o ATP, participam diretamente no estabelecimento da hiperalgesia
induzida pela peconha botropica.

Chacur et al (2004a) verificaram por meio da técnica de imuno-histoquimica que
durante o evento hiperalgésico propagado pelas sSFLA2 Asp-49 e Lys-49 derivadas da
peconha de Bothrops asper, na medula espinhal ocorria ativacdo de células gliais:
astrécitos e microglia. Em sequéncia, foi observado que tratamento intratecal com um
inibidor metabdlico de células gliais, fluorocitrato, foi capaz de reverter a hiperalgesia
induzida pelas fosfolipases.

Observa-se em Zhang et al (2017) que o ATP esta diretamente envolvido na
hiperalgesia desencadeada pela Bomotx, uma toxina com estrutura enzimética de sFLA
Lys-49 derivada da peconha de Bothrops moojeni. Em sintese, neste trabalho foi
verificado que o evento noxio induzido por esta fosfolipase tem acdo neuronal direta,
sendo dependente da liberacdo intracelular de fons Ca?*, via reticulo endoplasmatico e
acdo da enzima fosfolipase C, que culminava na ativacdo de canais i6nicos associados as
juncoes celulares de panexinas. Estes realizavam a liberacdo do ATP que postetiormente
atuava via receptores P2X3 expressos nas fibras C nociceptivas ndo peptidérgicas,

facilitando a resposta neuronal.
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2.3. Terapéutica dos Acidentes Botrdpicos

Ainda hoje, a terapéutica dos acidentes botrdpicos se baseia no tratamento com
soro antiofidico poliespecifico ou antibotrépico. Ambos ndo possuem total eficacia na
neutralizacdo dos efeitos locais promovidos pela pegonha, mesmo quando inoculado no
local da mordida (GUTIERREZ et al 1981;1986; 2006; PICOLO et al., 2002).

A dose utilizada durante a terapia € variavel, sendo determinada de acordo com a
sintomatologia do acidente ofidico, a qual € classificada em leve, grave e moderada
(FRANCA; MALAQUE, 2009). Na maioria dos casos s&0 necessarias administragoes
sucessivas, ocasionando reacdes alérgicas nos pacientes como febre, urticaria, hipotensao,
e em casos mais graves, chogue anafilatico (CARDOSO et al., 1993; OTERO et al., 2002).

Quanto a ineficacia da terapia com o soro antiofidico, algumas hipéteses foram
sugeridas. A primeira baseia-se na rapida instalacao dos efeitos locais e o tempo decorrido
até a administracdo do soro na unidade de salde, o que contribui em uma dificuldade de
reversdo do processo ja instalado (CHACUR, 2000; DOMINGOS, 1990). A segunda,
seria 0 fato de que as toxinas responsaveis pelos efeitos locais presentes na peconha
apresentam baixa imunogenicidade em cavalos, tendo como consequéncia, a ausénciade
anticorpos capazes de neutralizar essas toxinas nos soros antiofidicos (GUTIERREZ et
al., 1985; TU, 1982).

Uma vez que a soroterapia apresenta tais peculiaridades, novas estratégias tém
sido buscadas com o intuito de fornecerem complementacéo a terapéutica convencional,
com enfoque na neutralizagcdo dos eventos locais induzidos pela pegonha. Outro ponto
que da suporte a este cenéario é o fato de que a maior incidéncia de acidentes ofidicos é
em zonas rurais e a acessibilidade a soroterapia pelas populacGes que residem nessas
localidades é escassa, 0 que muitas vezes conduz os individuos a utilizacdo de tratamentos
baseados na sabedoria popular, que em sua grande maioria, se faz pelo uso de plantas

medicinais.
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2.4. Tabebuia aurea

A Tabeuia aurea (Figura 4) € uma espeécie vegetal pertencente ao género Tabebuia
e a familia Bignomiaceae. As espécies deste género sdo encontradas em biomas como
Caatinga, Cerrado, Amazonia e Pantanal (SANTOS et al., 2015; LORENZI, 1992), sendo
popularmente conhecidas como ipé-amarelo, ipé-roxo, ipé-branco e pau-d’arco, com seu
uso destinado a fins ornamentais e medicinais (PANIZZA, 1997; SOARES, 2006).

Figura 4. Tabebuia aurea. Fonte: http://www.panoramio.com/photo/14331077, adaptado.

Com relacdo aos fins medicinais, o género Tabebuia € fonte de diversos
compostos bioativos com atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva como esteroides,
flavonoides e iridoides, tendo seu uso etnofarmacoldgico convalidado em alguns
trabalhos da literatura. Exemplificando, o icarisideo E4 (composto isolado da Tabebuia
réseo-alba) demonstrou atividade antinociceptiva inibindo o nimero de contor¢es no
teste do &cido acético e o tempo de lambida de pata na segunda fase do teste da formalina,
respectivamente (FERREIRA — JUNIOR et al., 2014). Lee et al (2015) evidenciaram que
0 B-lapachone, composto presente no género Tabebuia sp, foi capaz de inibir a inflamacao
de células da microgliais, atraves da inibicdo de sintese de 0xido nitrico, citocinas IL - 1,
TNF —a e IL -6, bem como inibindo a fosforilacdo da quinase AKT e posteriormente,
realizando modulacéo negativa da ativacdo do NF-kB.

E importante ressaltar que o espectro de atividade terapéutica tanto anti-
inflamatdria quanto antinociceptiva deste género é fator que condiciona o uso de suas

espécies para fins antiofidicos.
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Nesse sentido, Otero e colaboradores (2000) demonstraram que a espécie
Tabebuia rosea foi eficaz na neutralizacdo dos efeitos letais e hemorragicos promovidos
pela pegonha de Bothrops atrox. Como relatado anteriormente, estudos feitos por Reis et
al. (2014) demonstraram que a Tabebuia aurea foi capaz de neutralizar os efeitos
inflamatdrio, hemorragico e miotoxico da peconha de Bothrops mattogrossensis.

Posteriormente aos estudos realizados por Reis et al. (2014) e considerando 0s
estudos feitos por Vercosa (2011) que identificaram como composto majoritario do
Extrato hidroetanolico da Tabebuia aurea o iriddide especiosideo (ASTHANA et al.,
2015) (Figura 5), Moslaves (2016) demonstrou que este composto foi capaz de inibir a
atividade inflamatdria, miotéxica e coagulante induzida pelas peconhas de Bothrops
moojeni, Bothrops mattogrossensis e Bothrops jararaca, corroborando o potencial

antiofidico desta espécie vegetal.
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Figura 5. Estrutura quimica do iridoide especiosideo. Fonte: Silva, D.B (2017).

2.5. Acidentes Ofidicos

Os acidentes causados por serpentes peconhentas representam um problema de
satide publica em paises tropicais da Africa, América Latina, Asia e Oceania, afetando
principalmente trabalhadores agricolas de comunidades rurais (GUTIERREZ et al.,
2010). Estima-se que 421.000 envenenamentos e 20.000 mortes por acidentes ofidicos
ocorram a cada ano, mundialmente (KASTURIRATNE et al., 2008).

Na América Latina, 0 nimero estimado de acidentes por serpentes peconhentas
varia de 130.000 a 150.000 casos a cada ano, com uma estimativa anual de mortalidade
entre 540 a 2.298 mortes (CHIPPAUX, 1998; KASTURIRATNE et al., 2008). No Brasil,
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0S envenenamentos por serpentes registram 28.800 casos por ano e uma média de 119
6bitos (0,41%) (MOTA-DA-SILVA et al., 2015).

Dentre as espécies de serpentes pegonhentas que habitam o territdrio brasileiro, as
do género Bothrops séo as responsaveis pela maior parte dos acidentes (ARAGON et al.,
2016; FEITOSA et al., 2015; BOCHNER; STRUCHINER, 2003). A maioria dos casos
ocorre em zonas rurais com homens na faixa etaria entre 15 e 49 anos, sendo que 0s
membros inferiores sdo os mais frequentemente afetados (BOCHNER; STRUCHINER,
2003; MOTA-DA-SILVA et al., 2015; RIBEIRO; JORGE, 1990, 1997).

2.6. Bothrops mattogrossensis

A serpente Bothrops mattogrossensis pertence ao género Bothrops, inserido na
familia Viperidae (BERNARDE; GOMES, 2012). Esta familia de serpentes é composta
por 28 espécies, distribuidas em cinco géneros: Bothriopsis, Bothrocophias, Bothrops,
Crotalus e Lachesis (MELGAREJO, 2009).

Historicamente, a Bothrops mattogrossensis era classificada como uma
subespécie pertencente ao complexo Bothrops neuwiedi: um conjunto composto por oito
subespécies do género Bothrops com ampla distribuicdo pelo territério nacional
(MACHADO et al., 2014). Silva & Rodrigues (2008) em uma revisdo taxonémica,
reclassificaram seis subespécies deste complexo como espécies, dentre estas, a Bothrops
mattogrossensis.

A boca-de-sapo (Figura 6), denominacao pela qual é popularmente conhecida esta
serpente, possui sua alimentagdo constituida por pequenos mamiferos, passaros, lagartos
ou lagartixas, anuros (sapos, pererecas e ras) e centopeias, tendo habitos noturnos, e
podendo ser encontrada em habitats terrestres e arboreais (CICCHI et al., 2007,
HARTMANN et al., 2003; MARTINS et al., 2002; VALLE; BRITES, 2008). Sua
distribuicdo geografica compreende os estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Rond6nia, Sdo Paulo e Tocantins (MACHADO et al., 2014; SILVA; RODRIGUES,
2008).
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Em Mato Grosso do Sul, esta serpente representa uma das principais espécies
responsaveis pelos acidentes ofidicos que ocorrem no estado (CARDOSO et al., 2003;
FUNASA, 1998), sendo encontrada em localidades como a regido de Aquidauana
(MACHADO et al., 2014) e Miranda (SILVA; RODRIGUES, 2008) que constituem parte
da planicie do Pantanal sul-matogrossense (SILVA; CARLINI, 2014).

Figura 6. Exemplar da serpente Bothrops mattogrossensis. Pigmenta¢do do corpo variando de castanho
escuro a marron claro, manchas dorsais com coloragdo castanho escura ou preta, de bordas bem marcadas
na coloracdo branca, e presenca de manchas intercalares entre as manchas principais. Fonte:
http://www.luar.dcc.ufmg.br/bravesdb/index.

2.7. Variabilidade das Peconhas Botrdpicas

E sabido que a composicio da peconha esta relacionada a dieta da espécie
(KOCHVA et al., 1987; AIRD; JORGE DA SILVA, 1991). A exemplo disso temos as
serpentes Bothrops insularis, endémicas da llha da Queimada Grande, litoral sul de S&o
Paulo, que possuem habitos arboricolas e apresentam peconha mais ativa em passaros do
que em mamiferos (COGO et al.,1993). Outro exemplo sdo as serpentes marinhas, que
apresentam na composi¢do de sua pegonha toxinas pds-sindpticas, importantes para a
captura de presas rapidas em ambiente aquatico (LI et al., 2005).

Estd bem estabelecido que diferentes fatores contribuem para a variabilidade de
peconhas botropicas e as diferentes atividades biologicas observadas, sendo que estes fatores

se encontram distribuidos em cinco esferas: interespécie, ontogenética, geografica, sazonal e
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sexual (ANTUNES et al., 2010; DURBAN et al., 2011; JORGE et al., 2015; MENEZES et
al., 2006; SUNTRAVAT et al., 2010; ZAMUNER et al., 2004).

Variagdes geograficas foram observadas por Rodrigues et al. (1998), que
demonstraram diferenca quanto presenca de miotoxinas na pegonha de serpentes
Bothrops neuwiedi oriundas do estado de Sdo Paulo em relacdo a serpentes da mesma
espécie oriundas do estado de Minas Gerais. Posteriormente, um estudo de Jorge et al.
(2015) evidenciou diferencas na composicdo da peconha de serpentes Bothrops
erythromelas originadas dos estados da Bahia, Ceara, Paraiba e Pernambuco.

Com relacdo as variacOes sexuais, Menezes et al. (2006) observaram maior
atividade proteolitica em peconhas de serpentes machos de Bothrops jararaca. Outra
comprovacdo em relagdo a mesma espécie foi feita por Zelanis et al. (2011), que
evidenciou maior predominancia de enzimas fosfolipases Aze de peptideo potenciador da
bradicinina (BPP) em serpentes machos.

Variagcdes ontogenéticas foram diagnosticadas por Guércio et al. (2006) em
serpentes jovens e adultas de Bothrops atrox. Em serpentes jovens houve maior
predominancia de enzimas melatoproteinases da classe P-lll, enquanto que para as
serpentes adultas observou-se maior predominancia de metaloproteinases da classe P-I.

Com relacdo a variagdes interespécie, Furtado et al. (1991) mostraram diferenca nas
atividades necrosante, edematogénica, hemorragica, coagulante e proteolitica das pegonhas
de Bothrops alternatus, Bohtrops atrox, Bothrops cotiara, Bothrops jararaca, Bothrops
jararacussu, Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi. Posteriormente, Zamuner et al. (2004)
evidenciaram maior atividade miotoxica de peconhas de Bothrops jararacussu, Bothrops

moojeni e Bothrops neuwiedi em relacdo as peconhas de Bothrops jararaca e Bothrops

erythromelas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

e Avaliar a eficacia anti-hiperalgésica do extrato hidroetanolico da Tabebuiaaurea
3.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar a atividade nociceptiva da pegonha de Bothrops mattogrossensis

e Determinar a dose noxia ndo necrozante da peconha

e Determinar o tempo de acdo nociceptiva da peconha

e Auvaliar a atividade anti-hiperalgésica do extrato hidroetanélico da Tabebuia
aurea adminstrato por via oral

e Determinar a dose efetiva para o extrato hidroetandlico da Tabebuia aurea
administrado por via oral

e Auvaliar o efeito anti-hiperalgésico do extrato hidroetanélico da Tabebuia aurea
administrado por via subcutanea

e Avaliar os efeitos do extrato hidroetandlico da Tabebuia aurea sobre as lesdes
teciduais locais induzidas pela pegonha

37



4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do Material Vegetal

As cascas do caule de Tabebuia aurea foram coletadas na sub-regido de Miranda
do Pantanal sul-matogrossense (19°34'12.54"S, 57°00'44.15"W). Um exemplar foi
depositado no herbario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, campus de
Campo Grande-MS. O projeto possui autorizacdo do Conselho de Gestéo do Patrimdnio
Genético (CGEN/MMA) sob nimero CGEN n° 010273/2013-1, para 0 acesso e coleta

das amostras.

4.2. Obtencao do Extrato

As cascas do caule de T. aurea foram trituradas em moinho de facas e estas foram
submetidas a extragdo por percolagdo através de alcool etilico 70%. (70°GL). A extracdo
foi exaustiva e realizada por 12 h e 30 min com um fluxo de solvente de 1 mL/min. Em
seguida, esta solucdo foi concentrada em evaporador rotativo e a agua foi removida por
liofilizacdo. Os extratos secos foram armazenados sob refrigeracdo a temperatura de -
10°C.

4.3. Identificagéo dos Constituintes do Extrato de Tabeuia aurea por CLAE-DAD-
EM

As analises foram realizadas em um UFLC Proeminence da Shimadzu acoplado a
um detector de arranjo de diodos (DAD) e a um espectrometro de massas MicrOTOF-Q
Il (Bruker Daltonics, Billerica, USA), constituido por uma fonte de ionizacdo por
eletrospray (IES) e analisador do tipo quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF).

A coluna cromatografica usada foi uma Kinetex C18(2,6 p, 150 x 2.2 mm,
Phenomenex), a qual foi protegida com uma pré-coluna com o mesmo material. A fase
movel utilizada foi agua deionizada (A) e acetonitrila (B), ambas contendo 0,1% de acido
férmico (v/v). O gradiente de eluicdo foi o seguinte: 0-2 min- 3% de B, 2-25 min de 3-
25% de B, 25-40 min de 25-80% de B, seguido da lavagem e recondicionamento da
coluna (8 min). A vazdo foi de 0.3 mL/min, volume de injecdo foi de 1 pL e durante as
analises a coluna cromatogréafica foi mantida a 50 °C.
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O extrato foi preparado na concentragdo de 1 mg/mL e filtrado em filtro Millex®
(0,22 pm x 3.0 mm, Millipore) com membrana PTFE. As analises foram monitoradas no
comprimento de onda de 220-800 nm e no espectrdmetro de massas em ambos 0s modos
de ionizagdo, positivo e negativo (m/z 120-1200). Nitrogénio foi utilizado como géas de
colisdo, de nebulizagéo (presséo de 4 Bar) e de secagem (fluxo de 9 L/min). A voltagem
do capilar foi de 2,5 kV. A identificagédo dos constituintes foi baseada nos dados espectrais
de UV, EM e EM/EM comparados a dados publicados na literatura, e alguns constituintes

puderam ser confirmados através da co-injecéo de padrdes auténticos.

4.4. Obtencao da Peconha

Foi utilizado um pool de peconhas extraidas de varios exemplares adultos de
Bothrops mattogrossensis (PBm) fornecidos pela Profa. Me. Paula Helena Santa Rita da
Universidade Catolica Dom Bosco (Campo Grande-MS). As peconhas foram submetidas
a liofilizacdo e mantidas a -20 °C até o momento da utilizacdo, quando foram

solubilizadas em solucdo NaCl 0,9% estéril.

4.5. Animais

Foram utilizados 134 (cento e trinta e quatro) camundongos Swiss, machos,
adultos pesando 25-30g, oriundos do Biotério Central da UNICAMP. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno (32 cm x 20 cm x 21 cm), no Biotério de
manutencdo do Laboratorio de Estudos da Dor-UNICAMP a temperatura de 22 + 2°C,
com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo racdo apropriada para espécie (Nuvital®)
e 4gua a vontade.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas estabelecidas pelo
CONCEA e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Biologia da UNICAMP- CEUA/IB-UNICAMP, protocolo n° 3903-1A.

Os cuidados com os animais e 0s procedimentos realizados durante as analises
experimentais estiveram de acordo com o estabelecido pela Associacdo Internacional para
o Estudo da Dor (IASP) (ZIMMERMAN, 1983).

Os testes comportamentais foram conduzidos entre as 9 h e 17 h, sempre no
mesmo local, uma sala silenciosa (sala de testes) com temperatura de 22 + 2°C nas
dependéncias do Laboratério de Estudos da Dor-UNICAMP.
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4.6. Avaliacao da Nocicepcao
4.6.1. Teste Comportamental

A avaliacdo comportamental da nocicepgéo foi realizada conforme a metodologia
descrita por Cunha et al. (2004). Sessenta minutos antes da realizacdo de todos o0s
experimentos, os animais foram colocados em caixas de acrilico (23 cm x 20 cm x 18 cm)
para ambientacdo e posteriormente, realizacdo dos testes comportamentais.

O equipamento utilizado (Figura 7A) — von Frey eletrénico ou analgesimetro
digital (Insight®, Brasil) - constitui-se por um transdutor de forga, em cuja extremidade
foi fixada uma ponteira de polipropileno de 0,5 mm?, ligado a um aparelho que fez a
leitura da forca aplicada convertendo-a em gramas.

Com o animal em estado de alerta e posicionado em decubito esterno-abdominal,
aplicou-se a ponteira nos coxins metatarsicos dos membros pélvicos esquerdo (MPE) e
direito (MPD) de forma perpendicular e em movimento progressivo ascendente (Figura
7B) até que o reflexo de retirada dos membros fosse obtido.

Para todos os experimentos, foram realizadas medidas basais e pds-tratamento e,
embora somente o0 MPE tenha recebido PBm ou tratamento local, o membro contralateral
(MPD) também foi avaliado.

O valor basal representa a média aritmética de trés medi¢cdes obtidas antes que
qualquer estimulo ou tratamento tivesse sido realizado. O resultado desta média gerou um
valor chamado intensidade basal (IB). De forma similar, foram obtidas trés medidas ap6s
o0 estimulo noxio (peconha) cuja média aritmética € o valor da intensidade de hiperalgesia
pos-tratamento (IHt). A diferenca entre IB e IHt, isto €, delta (A) da reacdo de retirada foi
o valor utilizado nas analises estatisticas e esta representado nos gréaficos.
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Figura 7. Analgesimetro digital (von frey eletronico) (A). Imagem representativa do movimento
progressivo ascendente que promove o reflexo de retirada do membro posterior do animal (B). Fonte:
MALANGE, K. F. 2016.

4.7. Avaliacdo da Motricidade e Sinais de Ataxia
4.7.1. Teste Comportamental

Realizou-se a avaliacdo da motricidade e verificacdo de sinais de ataxia por meio
do teste Rota rod (Figura 8B) nos animais submetidos ao tratamento oral com o EHETa.
O aparelho utilizado - rota rod - (Figura 8A; Insight®, Brasil) contém uma barra de ferro
giratoria com velocidade reguldvel em rotacbes por minuto (rpm), separada em 4
compartimentos permitindo a avaliagcdo simultanea de 4 animais.

Um dia e meio (36 horas) anterior ao teste, foi realizado a selecdo dos
camundongos, excluindo os animais que ndo foram capazes de permanecer equilibrados
na barra giratoria na velocidade constante de 14 rpm em um periodo de 60 segundos em
pelo menos 3 tentativas consecutivas.

Os camundongos selecionados foram submetidos a se¢des de treinamento na barra
giratoria durante 3 periodos diferentes (manhd e tarde no dia anterior ao experimento e
no periodo da manha no dia do experimento), deixando os animais na barra giratdria por
um periodo que ndo excedesse 180 segundos (*’cut-off”’).

Na ultima secdo de treinamento, todos os camundongos selecionados foram
capazes de permanecer em equilibrio na barra giratéria durante 180 segundos
consecutivos. Deste modo, a selecdo e treinamento prévio dos animais foram
procedimentos que garantiram o nivelamento da performance locomotora dos animais a
serem observados, garantindo assim, efetiva avaliacdo da substancia teste.
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Figura 8. Aparelho Rota rod (A). Imagem representativa do teste utilizado para avaliagdo da motricidade
e sinais de ataxia nos animais(B). Fonte: MALANGE, K. F. 2016.

4.8. Determinacdo do Tempo de Resposta e Reposta Maxima da Peconha

Foi realizada a curva dose-resposta-tempo para o estimulo com a peconha. Grupos
constituidos por 6 camundongos foram formados de forma aleat6ria. Em cada grupo, 5
animais receberam, por via intraplantar (i.pl), no coxim metatarsico do membro pélvico
esquerdo (MPE) a peconha de B. mattogrossenssis (PBm) e 1, solucéo estéril de NaCl a
0,9% (Salina; animal controle). O volume final da injecdo foi ajustado, quando
necessario, para 30 uL pela diluigdo da PBm com NaCl 0,9% estéril. Foram testadas as
doses de 1 pg, 1 ng, 0,3 ug, 1 pg e 3 pg/animal.

Apos a fase de ambientacdo, descrita no item 4.6.1, foram obtidos os valores
basais (IB) tanto para o MPE quanto para o membro pélvico direito (MPD). Em sequencia
a PBm foi injetada no MPE e ambos os membros pélvicos tiveram o reflexo de retirada
testado (IHt) nos tempos 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 24 e 72 horas apo6s a aplicacdo da PBm. A
dose méaxima ndo necrosante da PBm obtida pela curva dose-resposta-tempo foi utilizada

Nos ensaios posteriores com o extrato.
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4.9. Determinacdo da Dose Maxima Efetiva para Tratamento por Via Oral: curva

dose-resposta

Inicialmente, previamente aos experimentos, os animais foram deixados sob jejum
de 8 horas antes, de serem realizados os tratamentos com o extrato ou controle
administrados por via oral. Posteriormente, as doses de 180; 540; 720; 810 ou 1080 mg/kg
do EHETa foram administradas por via oral 30 minutos antes da inoculacdo da PBm (30
pL; via intraplantar; MPE). Utilizou-se 30 animais dos quais 5 foram tratados com
solucdo salina estéril (controle; 10 mL/kg; via oral) e 25 com extrato (5 animais por dose
do extrato; 5 doses; 10 mL/kg; via oral). A hiperalgesia foi avaliada no momento da

maxima resposta obtida com a PBm no item 4.8.

4.10. Avaliacdo da Motricidade e Sinais de Ataxia apds Tratamento por Via Oral

Inicialmente, previamente aos experimentos, os animais foram deixados sob jejum
de 8 horas, antes de ser realizado os tratamentos com o extrato ou controle administrados
por via oral. Em sequéncia, conforme metodologia descrita no item 4.7.1., 0s animais
foram tratados 90 minutos antes do experimento com solucdo salina estéril (controle; via
oral, 10 mL/kg; n= 4 animais) ou com a dose efetiva do EHETa (via oral; 10 mL/kg; n=
4 animais), obtida pela curva dose resposta do item 4.9. Os resultados foram expressos
pela média do tempo de permanéncia de cada grupo de animais na barra giratéria, na

velocidade de 14 rpm, em um periodo total de 180 segundos.

4.11. Andlise Temporal da Resposta ao Tratamento por Via Oral

Inicialmente, previamente aos experimentos, os animais foram deixados sob jejum
de 8 horas, antes de ser realizado os tratamentos com o extrato ou controle administrados
por via oral. Em seguida, a dose maxima efetiva do extrato, obtida pela curva dose-
resposta, foi administrada por via oral 30 minutos antes da administragdo da PBm (30 uL;
via intraplantar; MPE). Os animais do grupo controle receberam solucao salina estéril (10
mL/kg; via oral). Os animais foram divididos em dois subgrupos para avaliacdo da

hiperalgesia:
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Subgrupo Gi: constou de 12 animais dos quais 6 receberam a dose maxima
efetiva do extrato (10 mL/kg; via oral) e 6, solucdo NaCl 0,9% estéril (10
mL/kg; via oral). O limiar de retirada foi medido nos tempos 0,5, 1, 1,5 horas
e 0s animais foram submetidos a eutanasia no tempo de 2 horas apos apés a
aplicacdo da PBm. Em seguida, foi coletado o tecido subcutaneo plantar do
membro pélvico ipsolateral (MPE) a administracdo da peconha para analise
histopatoldgica.

Subgrupo Gz: constou de 12 animais dos quais 6 receberam a dose maxima
efetiva do extrato (10 mL/kg; via oral) e 6, solucdo NaCl 0,9% estéril (10
mL/kg; via oral). O limiar de retirada foi medido nos tempos 0,5, 1, 1,5, 2, 3,
4, 24 horas e os animais foram submetidos a eutanasia no tempo de 72 horas
apos a aplicacdo da PBm. Em seguida, foi coletado o tecido subcuténeo plantar
do membro pélvico ipsolateral (MPE) a administracdo da peconha para analise

histopatologica.

4.12. Anélise Temporal da Resposta ao Tratamento por Via Subcuténea

Nesta etapa, a PBm foi incubada por 30 minutos com o EHETa na proporcéao de

1:100 (PBm:EHETa, respectivamente) a temperatura de 37°C, em banho-maria.

Imediatamente apds a incubacdo, a mistura previamente incubada foi injetada por via

intraplantar (30 pL/animal; MPE). Os animais controle receberam a mistura incubada de

PBm com solucgdo salina estéril no mesmo volume final e condi¢des utilizadas para a

mistura PBm: EHETa. Os animais foram divididos em dois subgrupos para avaliacdo da

hiperalgesia:

Subgrupo Gs: constou de 12 animais dos quais em 6 foi injetado a mistura
PBm:EHETa e em 6, a mistura de PBm:NaCl 0,9% esteéril (30 uL; i.pl.; MPE).
O limiar de retirada foi medido nos tempos 0,5, 1, 1,5 horas e os animais
foram submetidos a eutanasia no tempo de 2 horas apés apés a aplicacdo da
PBm. Em seguida, foi coletado o tecido subcutadneo plantar do membro
pélvico ipsolateral (MPE) aos tratamentos para analise histopatoldgica.

Subgrupo Ga: constou de 12 animais dos quais em 6 foi injetado a mistura
PBm:EHETae em 6, a mistura de PBm:NaCl 0,9% esteril (30 uL; i.pl.; MPE).

O limiar de retirada foi medido nos tempos 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 24 horas e 0s
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animais foram submetidos a eutanasia no tempo de 72 horas apos a aplicacédo
da PBm. Em seguida, foi coletado o tecido subcutaneo plantar do membro

pélvico ipsolateral (MPE) aos tratamentos para andlise histopatologica.

4.13. Avaliacdo da Resposta ao Tratamento por Via Oral em Modelo de Hiperalgesia

Induzida pela Prostaglandia E:

Inicialmente, previamente aos experimentos, os animais foram deixados sob jejum
de 8 horas, antes de ser realizado os tratamentos com o extrato ou controle administrados
por via oral. Apds o periodo de jejum, foi realizada a administracéo de prostaglandina E:
(PGE2) (100 ng/pata; 30 pL; via intraplantar; MPE). Em seguida, 90 minutos apds a
administracao de PGE-: realizou-se a administracdo por via oral da dose efetiva do EHETa
(10 mL/kg; n=6). Os animais controle receberam solucdo salina estéril por via oral
(Controle EHETa; 10 mL/kg; n= 6) ou intraplantar (Controle PGEz; 30 uL; MPE; n=6),
sendo a hiperalgesia avaliada no tempo de 3 horas apds a administracdo de PGEz, tempo

que este mediador bioquimico atinge seu efeito maximo (Cunha et al., 2004).

4.14. Eutanasia e Preservacao dos Tecidos para Coleta de Estruturas

Foi realizada a perfusdo transcardiaca e exsanguinagdo dos animais para fixacdo
e preservacdo de tecidos destinados a andlise histopatologica. Os animais foram
anestesiados com a mistura de Cetamina (120mg/kg) e Xilazina (16mg/kg), emvolume
final de 0,4 mL aplicada por via intraperitoneal (i.p).

Apos parada respiratdria, realizou-se a toracotomia e exposicao do coracdo. O
atrio direito foi seccionado e uma agulha, acoplada a uma bomba de circulacdo
extracorpdrea, foi inserida no ventriculo esquerdo.

Inicialmente, foram infundidos 30 a 50 mL de solu¢cdo NaCl 0,9% estéril
(Solucdo Salina) e em ato continuo, 0 mesmo volume de solugdo de Paraformoldeido
(PFA) a 4% resfriada a = 4°C. Em seguida, foi coletado o tecido subcutaneo plantar do

coxim metatarsico do membro pélvico ipsolateral a administragdo da peconha.
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4.15. Andlise Histopatologica

Os tecidos dos animais submetidos e ndo submetidos aos tratamentos nos itens
4.11 e 4.12, foram emblocados em parafina, seccionados a 5 um e corados com
hematoxilina-eosina para observacdo em microscépio.

Para qualificacdo e quantificacdo das lesdes apresentadas pelos animais, o grau de
alteracdo tecidual ap6s os tratamentos foi delineado por meio de escores e o tipo de leséo
classificado como ausente, leve, moderado ou intenso. Os graus de lesdo e respectivos

escores correspondentes encontram-se dispostos no quadro abaixo:

Quadro 1. Escores e grau de lesdo relacionado para qualificacdo e quantificagéo de lesdes
apresentadas pelos animais durante a analise histopatologica

LESAQ ESCORE
Ausente 2 pontos
Leve 4 pontos
Moderada 6 pontos
Intensa 8 pontos

4.16. Andlise Estatistica

Foram realizados célculos estatisticos por meio do software Graphpad Prism 6
(Graphpad Software Inc., USA) para determinacdo da média, desvio e erro-padrdo. A
comparacao entre os grupos para determinacdo dos niveis de significancia estatistica foi
realizada por meio da analise de variancia de uma via ou duas vias (One way ou Two-way
ANOVA) seguida do teste de Bonferroni para comparacdes multiplas.

Na anélise histopatoldgica (item 4.15) foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis para
verificar se havia diferenca entre os grupos e teste de Mann-Whitney para localizar onde
estavam as diferencas estatisticas.

Na analise do item 4.9, realizou-se a confeccdo da curva dose-resposta por meio
da regressdo néo linear dos valores obtidos para as doses utilizadas [ Log (dose) ]. No
ensaio de avaliacdo da motricidade ap0s tratamento por via oral (item 4.10) foi utilizado

0 teste de t-student para determinacao de diferenca estatistica entre os grupos analisados.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacdo dos Constituintes do Extrato de Tabebuia aurea por CLAE-
DAD-EM

Os constituintes de T. aurea foram identificados através seus dados espectrais

(UV, EM e EM/EM) em comparacdo com dados publicados para tais constituintes. Os

cromatogramas encontram-se ilustrados na Figura 9 e todos os dados espectrais foram
sumariados na Tabela 1.

Foram detectados onze metabolitos a partir do extrato de T. aurea, sendo estes

pertencentes a classe dos iridoides e derivados fendlicos. O principal componente do

extrato, o especiosideo (Figura 5), foi confirmado a partir de injecdo de padrdo auténtico.

Os picos cromatograficos 2 e 6-11 foram identificados como iridoides glicosilados. Os

compostos 6 e 10 produziram ions intensos de m/z 523.1469 e 537.1620 [M-H]
compativeis com as formulas moleculares C2sH2s013 € C2sH30013, além disso ambos
revelaram espectros de UV compativeis com a presencga de acido cafeico (Amax =

299 e 327 nm).

O composto 6 apresentou fragmentos de m/z 179 e 161 correspondentes o acido
cafeico seguido de uma perda de agua, bem como o ion de m/z 361 que confirma a
presenca da hexose. Ja 0 composto 10 exibiu os fragmentos 261, 193 e 161, 0s quais sdo
relativos a clivagem do anel ciclopentano, acido ferulico e a hexose. Desta maneira, as
substancias 6 e 10 foram identificadas como rerminosideo e minecosideo, ambos iridoides
glicosilados ligados a acidos fenilpropendicos. Esse perfil de fragmentacéo é condizente

com o descrito na literatura para tais substancias (AMESSIS-OUCHEMOUKH et al.,
2014)

O composto 8 exibiu em seu espectro de UV bandas com absor¢des maximas em
299 e 313, compativeis com a presenca de um acido cumarico. Além disso, este composto
produziu fons intensos de m/z 509.1595 [M+H]" e 507.1449.1469 [M-H]", compativeis
com a férmula molecular C2:H2s012. Este ion gerou os seguintes ions fragmento m/z 345
(perda de 162 u) que confirma a presenca da hexose. Os ions fragmento de m/z 163 e 145
sdo relativos ao acido cumarico com uma subsequente eliminacao de agua, corroborando
com a estrutura proposta. Enquanto que, o ion fragmento de m/z 231 é relativo a clivagem

do anel pentano, sendo esta caracteristica de iridoides (HONG et al., 2010; AMESSIS-
OUCHEMOUKH et al., 2014).
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Desta maneira, a identificagdo do pico 8 foi confirmada através da injecdo de

padrdo, sendo este o iridoide especiosideo, uma substéancia ja descrita no género Tabebuia

(Nakano et al., 1993). Para os demais iridoides, a identificacdo foi baseada de acordo com

as caracteristicas espectrais descritas aqui, sendo assim os compostos 2, 7, 9 e 11 foram

identificados catalpol, O-cumaroil-harpagideo,
veratroilcatalpol (HONG et al., 2010; AMESSIS- OUCHEMOUKH et al., 2014),

respectivamente.

Tabela 1. Constituintes identificados no extrato de Tabebuia aurea por CLAE-DAD-EM.

O-cumaroil-asistasiosideo e O-

Pico TR Substancia uv EM m/z m/z m/z -EM/EM
(min) (nm) [M+H]* [M-H]"  (modo negativo)
1 1,1 Di-O-hexoside - C1oH2011 343,1255 341,1089 -
Tetra-O-hexoside - C24H4,021 667,2356 665,2183 383, 179
2 2,2 Catalpol - CisH»,010  385,1129N  361,1167 169
O-pentosil-hexosil 280 CioHos012  471,1480N2  447,1547 315, 153
3 6,5 . )
3,4-dimetoxifenol
4 79 NI 280 CioH28012  471,1496N2  447,1522 191
5 10,2 NI 280 CioHos011  455,1526N*  431,1556 191
6 19,0 Verminosideo 299,  CuHx013 525.1603 523.1469 361, 179, 161
327
O-Cumaroil- 295,  CoH3z0012 511.1806 509.1660 329, 163
20,1 -
harpagideo 315
8 21.5 Especiosideo 299,  CuH2012 509.1595 507.1449 345, 327, 231,
313 187, 163, 145
9 23,1 O-Cumaroil- 299, CaH2ClO12 - 543.1251 507, 345
asistasiosideo 313
10 23,3 Minecosideo 299,  CusH30013 539.1759 537.1620 375, 261, 193,
327 175, 161
11 23,7 O-Veratroilcatalpol 260,  C2sHz0013 527.1781 525.1604 249, 221, 181,
290 163

TR: tempo de retengdo; FM: formula molecular; NI: ndo identificado; N&: [M+Na]*. Todas as férmulas
moleculares apresentaram erros menores do que 8 ppm.
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Figura 9. Cromatogramas do extrato de Tabebuia aurea a 220-350 nm (A) e de ions totais em
modo negativo (B).
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5.2. Determinacao do Tempo de Resposta e Reposta Maxima da Pegonha

A PBm induziu hiperalgesia de maneira dose-dependente quando comparada com
o0 grupo controle. O efeito hiperalgésico maximo promovido pela PBm ocorreu no tempo
de 2 horas ap6s a inoculacdo, decaindo a seguir e voltando ao limiar basal no tempo de
72 horas ap6s (Figura 10A). Os valores obtidos para os diferentes tempos nos animais
tratados com as diferentes doses da PBm encontram-se inseridos no Quadro 2.

N&o foi evidenciado inducdo de hiperalgesia no membro pélvico contralateral
(MPD) para a dose de 3 pg/animal da PBm (Figura 10B), sendo o mesmo observado para
todas as doses restantes (dados ndo mostrados). Visto que a dose de 3 pg/animal foi a que
apresentou maxima hiperalgesia, esta dose foi a utiliza nos ensaios posteriores com o

extrato.

Quadro 2. Valores da intensidade de hiperalgesia induzida pela PBm, em diferentes doses, ap6s
inoculagéo

Tempo 0,5h 1h 1,5h 2h 3h 4 h 24 h 72 h

Dose

***# ***# ***# ***# ***# ***# ***#

PBm 3 pg 5,44 6,46 £ 7,29+ 7,84 6,17 = 5,80 + 4,15+ 1,17 +
0,609 0,23g 0,329 0,229 0,489 0,319 0,509 0,15¢

*k*k *k*k *k* *k*k *k* *k* *k*k

PBm 1pg 321+ |471+ |569+ |622+ |520+ |[476+ |253+ |123%
0,38g 0,43g 0,479 0,259 0,279 0,10g 0,529 0,11g

*k*k **kk *k*k *kk **kk

PBmO0,3pug |1,85=* 2,85+ 3,16 + 4,03 + 2,63+ 2,20+ 0,83+ 0,61 +
0,279 0,329 0,18g 0,169 0,349 0,309 0,31g 0,239

PBm 1ng 078+ [094+ 098+ |174% |097+ 095+ [073t [085+
0,269 0,11g 0,339 0,229 0,30g 0,279 0,25¢ 0,15¢

PBm 1pg 069+ |065+ |066+ |074% 0,67+ 079+ | 0,64 0,79 %
0,089 0,159 0,079 0,11g 0,089 0,109 +0,06g | 0,10g

Salina 1,00 + 0,73+ 1,02 + 1,08 £ 0,87+ 0,83+ 0,78 + 0,85+
(controle) 0,359 0,289 0,289 0,169 0,179 0,209 0,209 0,139

Resultados expressos como média £ EPM (n=6). Simbolos *** e # indicam p < 0,001 para PBm vs Salina
e p < 0,05 para PBm 3 ug vs PBm 1 g, respectivamente. Two-way ANOVA, pés-teste de Bonferroni
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Figura 10. Efeito da PBm ap6s inoculacdo. Animais receberam PBm (1 pg; 1 ng; 0,3 ug; 1 ug ou 3
pg/animal; 30 pL; via intraplantar; MPE) ou solucédo salina estéril (30 pL; via intraplantar; MPE). PBm
(0,3 pg; 1 ug ou 3 pg/animal) induziu hiperalgesia mecanica nos tempos 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4 e 24 horas ap0s
inoculacédo (A). PBm (3 pg/animal) ndo induziu hiperalgesia mecania no membro pélvico contralateral (B).
Resultados expressos como média + EPM (n=6). Simbolos *** e # indicam p < 0,001 para PBm vs Salina
e p < 0,05 para PBm 3 pug vs PBm 1 pg, respectivamente. Two-way ANOVA, pos-teste de Bonferroni.
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5.3.Determinacao da Dose Méxima Efetiva para Tratamento por Via Oral: curva

dose-resposta

O EHETareduziu de maneira dose-dependente a hiperalgesia induzida pela PBm
(Figura 11A). A reducéo significativa na hiperalgesia induzida pela PBm ocorreu a partir
da dose de 720 mg/kg, ndo havendo diferenca significativa esta e as doses superiores
analisadas, 810 mg/kg e 1080mg/kg (Figura 11B).

A intensidade de hiperlagesia ou delta limiar mecanico de retirada da pata foi em
média de 7,80 = 0,39 g para os animais do grupo controle, isto &, aqueles que receberam
solucdo salina por via oral como tratamento. Um valor muito proximo a este, 7,78 £ 0,21
g foi encontrado para os animais tratados com 180 mg/kg do EHETa, resultado que
representou apenas 0,26% de inibicdo da hiperalgesia.

Os percentuais de reducéo de intensidade de hiperalgesia para as demais doses do
EHETa superiores a 180 mg/kg analisadas (Figura 11B) foram de 10,13% (7,01 £ 0,179),
26,29% (5,75 £ 0,299), 32,31% (5,28 + 0,159) e 32,57% (5,26 + 0,299), respectivamente,
para as doses de 540, 720, 810 e 1080 mg/kg do extrato.
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Figura 11. Efeito dose-dependente do EHETa (180, 540, 720, 810 ou 1080mg/kg; 10mL/kg; via oral) na
reducdo da hiperalgesia induzida pela PBm (3ug/animal; 30 pL; via intraplantar). Doses (mg) expressas
pela média + E.P.M (n=6) (R?= 0,8257; GL = 21 ; SQ = 5,355). SQ = soma absoluta dos quadrados; GL =
graus de liberdade (A). Simbolos * e *** indicam p < 0,05 e p < 0,001, respectivamente; One-way ANOVA,

pos-teste de Bonferroni (B).

53



5.4. Avaliacdo da Motricidade e Sinais de Ataxia apos Tratamento por Via Oral

N&o foi observado diferenca estatistica entre os animais submetidos ao
tratamento com o EHETa e os animais controle (Figura 12). Para os animais tratados
com EHETa (720 mg/kg; 10 mL/Kkg; via oral) o tempo de permanéncia na barra giratoria
foi de 178,4 £ 1,07 s, e para 0s animais controle (salina; 10 mL/kg; via oral) o tempo de
permanéncia foi de 177,2 £ 0,86 s.

200
Salina (controle)

150 @O EHETa

100

na barra giratéria (s)

(4]
o
1

Tempo de Permanéncia

0

Figura 12. Gréfico do efeito do EHETa sob a motricidade dos animais. Animais receberam EHETa
(720mg/kg; 10mL/kg; via oral) ou solugdo salina estéril (controle; 10mL/kg; via oral) 90 minutos antes do
experimento. Resultados expressos como média £ EPM (n=4). Teste t — student.

5.5. Anélise Temporal da Resposta ao Tratamento por Via Oral

A anélise temporal da resposta ao tratamento com EHETa por via oral revelou que
o0 inicio de resposta significativa do extrato na hiperalgesia induzida pela PBm ocorreu
no tempo de 1,5 horas apds a administracdo desta, com efeito maximo no tempo de 2
horas, e decaimento apds este periodo (Figura 13).

A intensidade de hiperalgesia promovida pela PBm no tempo 1,5 horas e 2 horas
para o grupo controle foi de 7,35 + 0,52g e 7,89 + 0,349, respectivamente. Nestes mesmos
tempos, para 0s animais tratados com o EHETa a intensidade de hiperalgesia foi de 5,20
+ 0,479 e 4,96 + 0,48g, respectivamente, obtendo percentual de reducgéo de intensidade

de 29,26% e 37,14% em relacdo ao grupo controle.
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Figura 13. Gréfico resposta vs tempo apds pré-tratamento com EHETa. Animais receberam EHETa (720
mg/kg; 10 mL/kg; via oral) ou solugdo salina estéril (controle; 10mL/kg; via oral) 30 minutos antes da
aplicacéo da PBm (3 pg/animal; 30puL; via intraplantar; MPE). EHETa reduz hiperalgesia nos tempos 1,5
e 2 h apés inoculacdo da PBm. Resultados expressos como média + EPM (n=6). Two-way ANOVA, pés-
teste de Bonferroni. Simbolo *** indica p < 0,001 quando comparado com grupo controle.
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5.6. Analise Temporal da Resposta ao Tratamento por Via Subcuténea

A misturade PBm:EHETa (1:100) ndo foi capaz de reduzir a hiperalgesia induzida

pela PBm quando injetada apos incubacao (Figura 14), ndo obtendo diferenca estatistica

em relacédo ao grupo controle.
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Figura 14. Grafico resposta vs tempo apds tratamento com a mistura previamente incubada de
PBm:EHETa (1:100; 30 pL; via intraplantar; MPE). Animais receberam a mistura previamente
incubada de PBm:EHETa ou a mistura previamente incubada de PBm:Salina (controle; 30 pL; via
intraplantar; MPE). PBm:EHETa (1:100) ndo reduziu a hiperalgesia induzida pela PBm. Resultados
expressos como média £ EPM (n=6). Two-way ANOVA, pés-teste de Bonferroni.
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5.7. Analise Histopatoldgica

Os resultados da analise histopatologica para os animais tratados com a dose
efetiva do EHETa administrada por via oral ou com a mistura PBm:EHETa, nos
diferentes tempos, 2 horas ou 72 horas apds inoculacdo da PBm ou tratamentos,
encontram-se dispostos na Tabela 2 e Tabela 3, respectivamente.

Nas andlises feitas com os animais que reberam salina ou EHETa, duas horas apds
a inoculacdo da PBm, preponderantemente notou-se a presenca de intensa lesdo
hemorragica, de carater difuso, estendendo-se por todo o campo analisado (Tabela 2;
Figura 15A; B). Um padrdo similar foi visto para os animais que receberam a mistura
incubada de PBm: EHETa ou PBm:NaCl 0,9%, que apresentaram lesdo hemorragica
moderada (Tabela 2; Figura 15C; D).

Com relagdo ao infiltrado inflamatdrio, os animais tratados com salina por via oral
apresentaram infiltrado moderado (Tabela 2), com predominio de neutréfilos. No periodo
de 72 horas apds a peconha, este infiltrado evoluiu de moderado para intenso
apresentando também predominéancia de neutrofilos (Tabela 3; Figura 15E). No entanto,
nestes mesmos tempos, para 0s animais que receberam EHETa via oral, este mesmo tipo
de infiltrado inflamatorio apresentou-se menor e de carater leve (Tabele 2, 3; Figura 15F).

Nas analises feitas com a mistura PBm:EHETa, observou-se infiltrado
inflamatdrio de carater leve, com menor predominio de neutrofilos no sitio da lesdo em
relacdo ao grupo controle, que recebeu PBm:NaCl 0,9%. Neste grupo, o infiltrado
inflamatorio foi de carater moderado. Estes mesmos resultados foram observados para

estes mesmos grupos também no tempo de 72 horas (Tabela 2, 3; Figura 15G, H).
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Tabela 2. Valores de escore da andlise histopatologica para grupos que foram tratados com
EHETa via oral ou a mistura incubada de PBm:EHETa. A lesdo hemorragica e o infiltrado
inflamatorio foram avaliados duas horas apds a inoculacdo da PBm ou dos tratamentos.

Tratamentol EHETa | NaCl0,9% | PBm:EHETa |PBm:NaCl 0,9% -

Leséo 720 mg/kg
Hemorragia 82 8a 6d 6 d
Infiltrado inflamatdrio 4b 6° 40 6°¢

Extrato Hidroetandlico de Tabebuia aurea (EHETa); Mistura pré-incubada da peconha de Bothrops
mattogrossensis com EHETa (PBm:EHETa) ou salina estéril (PBm:NaCl 0,9%). Hemorragia e infiltrado
inflamatorio avaliados duas horas ap6s PBm para animais que foram tratados com EHETa e solucdo NaCl 0,9%
estéril (controle) ou duas horas apds a inoculagdo da mistura pré-incubada, para animais tratados com
PBm:EHETa e PBm: NaCl 0,9%. Escores: 2, auséncia de lesdo; 4, leséo leve; 6, lesdo moderada; 8, lesdo intensa.
Valores representados em medianas. Letras distintas comparadas entre colunas indicam diferenga estatistica
significativa (p < 0.05). Teste de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.

Figura 15. Cortes histoldgicos de 5 um de espessura do tecido subcutaneo plantar do membro pélvico esquerdo
de camundongos Swiss. Amostras foram coletadas duas horas ap6s a inoculagdo de PBm para animais tratados
com salina (A) ou EHETa (B), ou duas horas apds tratamentos para animais tratados com PBm:NaCl 0,9% (C)
ou PBm:EHETa (D). Asterisco - area hemorragica; Setas - células inflamatérias. Coloragdo Hematoxilina —
Eosina.

58



Tabela 3. Valores de escore da analise histopatologica para grupos que foram tratados com
EHETa via oral ou a mistura incubada de PBm:EHETa. A lesdo hemorrégica e o infiltrado
inflamatério foram avaliados 72 horas ap6s a inoculacdo da PBm ou dos tratamentos.

Tratamento EHETa NaCl 0,9% { PBm: EHETa | PBm:NaCl 0,9%
Lesdo 720 mg/kg

Hemorragia e 2e X 7 @

Infiltrado inflamatorio 4f 89 4f 6h

Extrato Hidroetandlico de Tabebuia aurea (EHETa); Mistura pré- incubada da peconha de Bothrops
mattogrossensis com EHETa (PBm:EHETa) ou salina estéril (PBm: NaCl 0,9%). Hemorragia e infiltrado
inflamatério avaliados 72 horas apds PBm para animais que foram tratados com EHETa e solucdo NaCl 0,9%
estéril (controle) ou 72 horas apds a inoculagdo da mistura pré-incubada, para animais tratados com mistura
PBm:EHETa e PBm: NaCl 0,9%. Escores: 2, auséncia de lesdo; 4, lesdo leve; 6, lesdo moderada; 8, lesdo intensa.
Valores representados em medianas. Letras distintas comparadas entre colunas indicam diferenga estatistica
significativa (p < 0.05). Teste de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.

- \ 4

Figura 16. Cortes histoldgicos de 5 um de espessura do tecido subcutaneo plantar do membro pélvico esquerdo
de camundongos Swiss. Amostras foram coletadas 72 horas ap6s a inoculagdo de PBm para animais tratados com
salina (E) ou EHETa (F), ou 72 horas apés tratamentos para animais tratados com PBm:NaCl 0,9% (G) ou
PBm:EHETa (H). Asterisco - area hemorragica; Setas - células inflamatérias. Coloragdo Hematoxilina — Eosina.
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5.8. Avaliacdo da Resposta ao Tratamento por Via Oral em Modelo de Hiperalgesia
induzida pela Prostaglandina E:

O EHETa reduziu a hiperalgesia induzida pela PGE: (Figura 17). Para o grupo
controle tratado com salina via oral, a intensidade de hiperalgesia foi de 6,92 + 0,41g. No
grupo tratado com EHETa, a intensidade de hiperalgesia foi de 3,48 + 0,53g, obtendo

percentual de reducdo de intensidade de 49,72% em relacdo ao grupo controle.

*kk
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Figura 17. Gréfico do efeito do EHETa na redugdo da hiperalgesia mecénica induzida pela PGE2. Animais
receberam EHETa (720 mg/kg; 10 mL/kg; via oral) ou solucéo salina estéril (controle; 10 mL/kg; via oral)
90 minutos ap6s inoculacéo de PGE2 (30 pL; 100 ng/pata; via intraplantar; MPE). Resultados expressos
como média £ EPM (n=6). One-way ANOVA, pos-teste de Bonferroni. Simbolo *** indica p < 0,001 para
EHETa vs Controle.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou o efeito anti-hiperalgésico do extratro hidroetanolico
da Tabebuia aurea em modelo de hiperalgesia induzida pela inoculagéo da pegonha de
Bothrops mattogrossensis.

Inicialmente, foi realizada a confeccdo de uma curva dose-resposta-tempo
utilizando diferentes doses noxias e ndo necrosantes da peconha, determinando seu pico
de acdo e a cinética do efeito hiperalgésico em um periodo de 72 horas.

Os resultados obtidos com a curva dose-resposta-tempo mostram que a PBm induz
uma hiperalgesia dose e tempo dependente, de caréater local e efeito maximo duas horas
apos sua inoculacdo, decaindo apds este periodo. Para as doses de 1 e 3 pg/animal, este
efeito hiperalgésico perdurou até o tempo de 24 horas, voltando aos limiares basais em
72 horas.

Esta bem estabelecido que as células inflamatorias contribuem diretamente para
lesdo tecidual induzida pela peconha botrépica, sendo que o curso temporal do evento
inflamatorio induzido por sua inoculagdo dura em media, de 24 horas a 72 horas e a
magnitude da resposta é proporcional a quantidade de peconha inoculada (DOURADO
etal., 2011; QUEIROZ et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2009)

Desta forma, € possivel que o maior efeito hiperalgésico evidenciado para as doses
de 1 e 3 pg/animal seja em decorréncia de uma maior resposta inflamatéria induzida por
essas doses. Uma vez que isto implicaria em uma maior duracao e intensidade do evento
inflamatdrio e as citocinas e mediadores hiperalgésicos produzidos no local da lesdo como
IL-1B, TNF-a e PGE2 (CHAVES et al., 2005; MOREIRA et al., 2007; WANDERLEY
et al., 2014) poderiam estar contribuindo para a manutencéo da hiperalgesia, justificando
o efeito ainda presente no periodo de 24 horas.

Em uma segunda etapa, estabelecido a dose e pico de acdo maximo para o efeito
hiperalgéesico da peconha, foi investigado o efeito anti-hiperalgésico de diferentes doses
do extrato hidroetanolico da Tabebuia aurea frente a hiperalgesia maxima induzida pela

PBm. Para tanto, uma curva dose-resposta foi realizada com o extrato.
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O EHETa administrado por via oral reduziu a hiperalgesia promovida pela PBm
em duas horas ap0s sua inoculacdo, momento em que esta atingia seu efeito hiperalgésico
méaximo. O efeito significativo na reducdo da hiperalgesia foi observado partir da dose de
720 mg/kg, néo tendo diferenga significativa entre esta e as doses subsequentes utilizadas
(810 e 1080 mg/kg). Desta forma, a dose de 720 mg/kg foi considerada a dose maxima
efetiva e utilizada nos ensaios posteriores.

Em sequéncia, estabelecida a dose efetiva, avaliamos o efeito do tratamento oral
com o extrato na coordenagdao motora dos animais utilizando o teste do Rota rod. Néo foi
evidenciado comprometimento da coordenacdo motora nos animais tratados com o
EHETa. Isto mostra que os dados obtidos com a curva dose-resposta do extrato indicam
que resposta comportamental decorre de um aumento do limiar nociceptivo dos animais
e ndo de um comprometimento motor no reflexo de retirada do membro pélvico,
corroborando o efeito anti-hiperalgésico do extrato.

A analise temporal realizada com o EHETa administrado por via oral evidenciou
que sua acdo significativa na reducdo da hiperalgesia induzida pela PBm tinha inicio no
tempo de 1,5 horas ap6s a administracdo da peconha, com efeito maximo no tempo de 2
horas apds. Curiosamente, a analise temporal para o tratamento por via subcutanea com
a mistura pré-incubada PBm:EHETa demonstrou resultados contrarios aos obtidos
durante as anélises realizadas para o tratamento oral: observou-se a perda da atividade
anti-hiperalgésica do extrato.

No entanto, os resultados obtidos com a analise histopatoldgica mostraram que
tanto os grupos tratados com o EHETa administrado por via oral quanto 0s grupos que
receberam a mistura PBm:EHETa apresentaram significativamente menor infiltrado
inflamatorio em relacdo aos animais do grupo controle.

Posteriormente, uma analise experimental extra foi realizada com o extrato. Dado
que o EHETa poderia estar interferindo na acdo hiperalgésica da prostaglandina E2, um
dos principais mediadores hiperalgesicos presentes no sitio da lesdo apos a inoculacéo da
peconha botropica (MOREIRA et al., 2007, 2009, 2012) e que contribui diretamente para
a manutencdo do quadro clinico de dor no acidente botrdpico, analisamos o efeito do
tratamento oral com o extrato no modelo de hiperalgesia induzida pela inoculagéo de
prostaglandina Ea.

Os resultados mostraram que o EHETa foi capaz de reverter a hiperalgesia
previamente estabelecida pela PGE2 quando administrado por via oral 90 minutos apos

este mediador, indicando efeito anti-nociceptivo do extrato.
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A andlise fitoquimica para identificacdo dos constituintes do extrato
hidroetandlico da Tabebuia aurea revelou a presenca de 11 metabdlitos pertencentes a
classe dos iriddides glicosilados e derivados fendlicos, dentre estes, os iridoides Catalpol,
Minecosideo, Verminosideo e o Especiosideo, este ultimo apontado como composto
majoritario do extrato.

Considerando os iriddides glicosilados Catalpol, Minecosideo e Verminosideo,
estudos na literatura ja mostraram atividade anti-inflamatoria in-vitro para estes
compostos. Dentre 0s mecanismos anti-inflamatorios principais relatados estdo: inibicéo
da sintese de o6xido nitrico (NO), inibicéo da sintese de citocinas pré-inflamatorias IL-1
e TNF-a, inibi¢do da sintese de PGE>, e inibigdo de expressdo de enzimas COX-11 (AN
et al., 2002; BAS et al., 2007a; 2007b; PAE et al., 2003; PARK et al., 2007; QIU et al.,
2016; ZHANG et al., 2011).

Em relagdo ao Especiosideo, algumas atividades na literatura sdo relatadas:
Asthana e colaboradores (2015) demonstraram que este composto modula o estresse
oxidativo, diminuindo a formacdo de espécies reativas de oxigénio, apresentando
atividade antioxidante. Além desta atividade antioxidante, Moslaves (2016), concluiu que
0 tratamento com o especiosideo via oral e incubado previamente com as pegonhas de
Bothrops jararaca, Bothrops moojeni, e Bothrops mattogrossensis, foi capaz de reduzir
o influxo de células polimorfonucleares, corroborando os achados de Reis et al. (2014)
que identificaram atividade anti-inflamatéria do EHETa frente a PBm.

Como relatado anteriormente, sabe-se que além da participacdo de células mono
e polimorfonucleares no evento inflamatério induzido pela peconha botrépica, tém-se a
producdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B e TNF-a), prostandides (PGE2), espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, e também participagdo de enzimas COX-1l1 (MOREIRA
etal., 2012; 2007; WANDERLEY et al., 2014). Adicionalmente, este conjunto de fatores
também € o responsavel por promover a manutencdo do quadro de hiperalgesia
relacionado ao envenenamento botropico (CHACUR et al., 2003; 2004b; TEIXEIRA et
al., 1993; 2009)

Sendo assim, dado que em todas as analises realizadas com o extrato via oral 0s
tratamentos foram feitos previamente a inoculagdo da peconha, é possivel que o0s
mecanismos anti-inflamatorios relatados aos iridoides glicosilados estejam envolvidos no
efeito anti-hiperalgésico do extrato. Desta forma, o EHETa quando administrado via oral

poderia estar prevenindo a hiperalgesia induzida pela acdo destes compostos, visto que as
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atividades farmacoldgicas produzidas pela acdo da peconha sdo antagonizadas por
componentes presentes no extrato.

Com relagcdo aos mecanismos anti-nociceptivos, alguns iriddides glicosilados
como o Shanzhisideo, Asperulosideo e Scandosideo, apresentam atividade dependente do
sistema opidide e também promovem ativacdo da via L-arginina/NO/GMPc/PKG (FAN
et al., 2016; LIU et al., 2012), esta ultima estd envolvida na analgesia in-vivo induzida
por medicamentos j& consagrados como a dipirona (DOS SANTOS et al., 2014; SACHS
et al., 2002). Logo, uma vez que o especiosideo é também um iridoide glicosilado e esta
presente em grandes concentrac6es no EHETa, é possivel que estes mecanismos também
possam estar envolvidos na antinocicepgdo promovida pelo extrato.

Outro ponto a se considerar, € que determinados compostos presentes na classe
dos iridoides glicosilados necessitam de hidrdlise enzimatica via enzima B-glicosidase
para exercerem suas atividades farmacoldgicas. Em estudos feitos por Park et al. (2007)
e Zhang et al. (2011) a hidrolise prévia com esta enzima foi necessaria para que 0s
iridoides glicosilados Aucubin, Harpagideo, Loganina, entre outros analisados,
apresentassem diferentes atividades anti-inflamatorias como inibicéo da sintese de TNF-
a, inibi¢do da sintese de NO e inibi¢ao da enzima COX-II.

Deste modo, em decorréncia da presenca majoritaria do especiosideo e tomados
juntos os resultados das analises que investigaram a resposta ao tratamento oral e local

com o extrato, é possivel que o EHETa esteja atuando por dois diferentes mecanismos:

1. Viaoral, atuando como pro-farmaco, considerando que o especiosideo
necessite de hidrolise enzimatica prévia via B-glicosidase para manutencao
de sua atividade farmacoldgica, e o que também justificaria os efeitos anti-

hiperalgésicos e anti-nociceptivo obtidos com a anélises realizadas.

2. Localmente, realizando antagonismo quimico a pegonha, o que justificaria o
menor influxo leucocitario evidenciado para a mistura PBm: EHETa durante

a analise histopatoldgica.

Considerando a segunda premissa, ressalta-se que a fisiopatologia da peconha
botropica promove alteracbes em 3 componentes principais: hemostatico, vascular e
muscular. Particularmente as metaloproteinases e fosfolipases Az, promovem a lise direta

de células endoteliais e musculares, e conjuntamente, induzem um evento nociceptivo
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direto no tecido afetado (GUTIERREZ; OWNBY, 2003; GUTIERREZ; RUCAVADO,
2000; FRANCA; MALAQUE, 2009).

Consequentemente, estas toxinas também induzem a hiperalgesia por
promoverem a apoptose celular, e com isso, sintese de citocinas pro-inflamatérias e
recrutamento celular diretamente para o sitio da lesdo. As células inflamatorias por sua
vez contribuem para lesdo tecidual e manutencdo da resposta nociceptiva através da
producdo de moléculas citotoxicas e mediadores inflamat6rios capazes de induzirem
sensibilizacdo nos nociceptores (HUCHO;LEVINE, 2007).

Assim, visto que a peconha botropica possui diferentes componentes que atuam
de modo conjunto promovendo lesdo tecidual e resposta inflamatdria, o antagonismo
quimico realizado pelo EHETa talvez ndo seja suficiente para prevenir a hiperalgesia

desencadeada pela PBm.
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7. CONCLUSOES

A peconha de Bothrops mattogrossensis induz hiperalgesia de carater local, dose
e tempo dependente, com efeito maximo em duas horas ap0ds sua inoculacéo e duragdo de
24 horas.

O Extrato Hidroetandlico de Tabebuia aurea, quando administrado
sistemicamente, foi capaz de reduzir a hiperalgesia da peconha de maneira dose e tempo
dependente, com efeito maximo no tempo de 2 horas ap6s a PBm. Quando incubado
juntamente com a peconha e administrado localmente, por via subcutanea, este composto
também foi capaz de realizar antagonismo quimico e diminuir a lesdo inflamatoria
tecidual.

Em sintese, tomando-se uma perspectiva terapéutica, os dados obtidos com este
trabalho mostram que o extrato hidroetandlico da Tabebuia aurea pode representar uma
alternativa terapéutica complementar a soroterapia antiofidica do envenenamento
botropico, amenizando a dor e o0 evento inflamatdrio local induzidos pela pegonha, e com

isso, contribuir para um melhor progndéstico dos pacientes em terapia.
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Certificamos que o projeto intitulado “Teste da_Eficscla_Analadsica da Tabebula aurea em
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No. do animalis: 64
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