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RESUMO

Introducdo: venenos de serpentes do género Bothrops sdo capazes de induzir blogueio
neuromuscular em preparagdes isoladas de mamifero e ave. O tratamento especifico é a
soroterapia, porém, nem sempre se mostra eficaz contra a toxicidade induzida pelo
veneno. Por outro lado, compostos vegetais tém sido estudados com finalidade antiofidica,
como é o caso da Camellia sinensis (cha verde).

Objetivo: o objetivo foi de avaliar a atividade do extrato alcodlico de Camellia sinensis
contra a acdo de diferentes venenos botropicos em preparacdes neuromusculares de ave.
Métodos: foram utilizadas preparacdes neuromusculares de biventer cervicis de pintainho

(BC) que foram incubadas com: venenos de diferentes serpentes do género Bothrops (B.
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jararaca, B. jararacussu, B. alternatus e B. neuwiedi, 50-100 pug/mL), extrato alcoolico de
Camellia sinensis (Cs) 100 pg/ml ou pré-tratadas com Cs (30min) seguida da adigdo dos
diferentes venenos botropicos.

Resultados: ao final do experimento, foi observado bloqueio da resposta contréatil em 69,7
* 4,3% (B. jararaca), 83,1 £ 10% (B. jararacussu), 88,1 £ 4,5% (B. alternatus) e 92,4 +
5,6% (B. neuwiedi). Quando as preparacfes foram pré incubadas com o extrato de Cs, as
protecdes foram de: 62%, 89,2%, 75,1% e 78,2%, respectivamente.

Conclusdo: conclui-se que o extrato de Camellia sinensis se mostrou eficaz contra a
neurotoxicidade induzida por venenos botropicos.

Palavras-chave: Camellia sinensis; veneno botrdpico; atividade antiofidica;

neurotransmissao.

ABSTRACT

Introduction: venoms from snakes of the Bothrops genus are capable of inducing
neuromuscular blockade in preparations isolated from mammals and birds. The specific
treatment is serum therapy, but it is not always effective against the toxicity induced by
the venom. On the other hand, some plant compounds have been studied for antiophidic
purposes, as is the case with Camellia sinensis (green tea).

Objective: evaluate the activity of the alcoholic extract from Camellia sinensis against the
action of various bothropic venoms in bird neuromuscular preparations.

Methods: Chick biventer cervicis (BC) neuromuscular preparations were used which were
incubated with venoms from various snakes of the Bothrops genus (B. jararaca, B.
jararacussu, B. alternatus and B. neuwiedi, 50-100 pg/ml), Camellia sinensis (Cs)
alcoholic extract, 100 pg/ml, or previously treated with Cs (30 min), followed by the
addition of the various bothropic venoms.

Results: blockade of the contractile response was observed in 69.7 = 4.3% (B. jararaca),
83.1 = 10% (B. jararacussu), 88.1 + 4.5% (B. alternatus) and 92.4 + 5.6% (B. neuwiedi).
When the preparations were previously incubated with Cs extract, results were 62%,
89.2%, 75.1% and 78.2%, respectively.

Conclusion: Camellia sinensis extract was found to be effective against neurotoxicity
induced by bothropic venoms.

Key words: Camellia sinensis, bothropic venom, antiophidic activity, neurotransmission

RESUMEN
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Introduccion: los venenos de serpientes del género Bothrops son capaces de inducir un
blogueo neuromuscular en preparaciones aisladas de mamiferos y aves. El tratamiento
especifico es la sueroterapia, sin embargo, no siempre se muestra eficaz contra la
toxicidad inducida por el veneno. Por otro lado, algunos compuestos vegetales han sido
estudiados con finalidad antiofidica, como es el caso de Camellia sinensis (té verde).
Objetivo: evaluar la actividad del extracto alcoholico de Camellia sinensis contra la
accion de diferentes venenos botropicos en preparaciones neuromusculares de aves.
Metodos: se utilizaron preparaciones neuromusculares de biventer cervicis de pollitos
(BC) que fueron incubados con: venenos de diferentes serpientes del género Bothrops (B.
jararaca, B. jararacussu, B. alternatus y B. neuwiedi, 50-100 pg/mL), extracto alcohdlico
de Camellia sinensis (Cs) 100 pg/ml o previamente tratadas con Cs (30min), seguido de
adicion de los diferentes venenos botropicos.

Resultados: se observd un bloqueo de la respuesta contractil en 69,7 + 4,3 % (B.
jararaca), 83,1 £ 10 % (B. jararacussu), 88,1 + 4,5 % (B. alternatus) y 92,4 £ 5,6 % (B.
neuwiedi). Cuando las preparaciones fueron previamente incubadas con el extracto de Cs,
los resultados fueron de: 62 %, 89,2 %, 75,1 %y 78,2 %, respectivamente.

Conclusion: el extracto de Camellia sinensis se mostré eficaz contra la neurotoxicidad
inducida por venenos botrépicos.

Palabras claves: Camellia sinensis; veneno botrépico; actividad antiofidica;

neurotransmision.

Recibido: 06/10/2017
Aceptado: 29/01/2018

Introducéo

Os acidentes ofidicos representam um sério problema de Saude Publica, devido a elevada
frequéncia de morbimortalidade que ocasionam,") e no Brasil a maioria dos acidentes sdo
provocados por serpentes do género Bothrops.©®

O método mais eficaz para o tratamento dos envenenamentos ofidicos é a soroterapia que,
no entanto, é restrita as espécies de serpentes cujos venenos foram utilizados no processo

de imunizagdo, ndo havendo um soroantiofidico universal. Além disto, os soros
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antiofidicos ndo sdo capazes de neutralizar a miotoxicidade causada por miotoxinas
presentes nos venenos.®® Assim, inlimeras pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo
de se obter algum progresso no tratamento dos acidentes ofidicos,” dentre elas, varias
espeécies de plantas.

A Camellia sinensis (cha verde) é constituida por diversas classes de compostos fendlicos
e flavonoides, tais como flavonois e acidos fendlicos, além de cafeina, pigmentos,
carboidratos, aminoacidos e certos micro-nutrientes (vitaminas B, E, C e minerais como o
calcio, magnésio, zinco, potassio e ferro). Os principais flavanoides presentes na Camellia
sinensis sdo 0s mondmeros de catequinas, € 0 seu teor no vegetal depende da forma do
processamento das folhas antes da secagem, localizagdo geografica do plantio
e condicBes de cultivo.®

Os compostos bioativos da Camellia sinensis possuem capacidade de promover beneficios
a salde, devido aos seus componentes fendlicos que apresentam atividade antioxidante,
antiangiogénica, antiproliferativa e antitumoral.©

A acdo antiofidica de Camellia sinensis tem sido mostrada com eficacia quando testada
contra a acdo toxica do veneno de Crotalus durissus terrificus,”’ e também contra a acéo
do veneno de Bothrops jararacussu e sua miotoxina, bothropstoxina-1,® ambos em
preparacgéo diafragma de camundongo.

Assim sendo, o presente trabalho tem como objetivo verificar a capacidade antiofidica do
extrato de Camellia sinensis contra a acdo neurotdxica induzida pelos venenos de B.

jararaca, B. jararacussu, B. newiedi e B. alternatus em preparagdo neuromuscular de ave.

Metodos

Animais
Foram utilizados pintainhos de 3 a 8 dias, fornecidos pela Granja Globo Aves (Mogi
Mirim/SP). Os animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com agua e ragdo ad
libitum, em ambiente com temperatura constante e iluminagdo controlada (12 horas com

luz e 12 horas sem luz). O projeto foi submetido & Comiss&o de Etica em Experimentacio
Animal (SBCAL-COBEA) e aprovado sob o protocolo n° 3712-1 (CEEA/Unicamp).

Material Botanico
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O material foi obtido comercialmente, limpo e esterilizado na estufa com circulagdo e
renovacéo de ar a 90 °C por trinta minutos e depois seco para obter um peso constante. Em
seguida, o material foi moido até ficar em forma de pé que foi acondicionado a luz num

recipiente fechado.®

Preparacdo do extrato
O extrato foi obtido através do método de percolacdo, descrito na Farmacopéia Brasileira
11 (1959):
Percolagdo: “Processo geral A” - foi utilizado um percolador de vidro e etanol a 95
% (p/v) como liquido extrator. Os extratos foram concentrados em evaporador
rotatério em temperatura inferior a 30 °C e, liofilizados, assim obtendo os extratos

das folhas da Camellia sinensis.

Obtencéo dos venenos botrépicos
Os venenos das serpentes do género Bothrops (B. jararaca, B. jararacussu, B. alternatus e
B. neuwiedi) utilizados foram fornecidos pelo Departamento de Farmacologia, Faculdade
de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. Os venenos sao

mantidos em baixa temperatura (-8 °C) para conservagdo de seus compostos.

Preparacdo neuromuscular de ave - biventer cervicis de pintainho
A preparagdo biventer cervicis de pintainho foi isolada e montada de acordo com o
método Ginsborg e Warriner.“? Os animais foram anestesiados por atmosfera saturada de
isoflurano e apds isolamento, 0 musculo foi suspenso em uma cuba de 5 mL, contendo
solugéo nutritiva de Krebs (NaCl 17,25 ml, KCI 1,75 ml, CaCl, 2H,0 1,4 ml, KH,PO,0,8
ml, MgSQO,.7H,0 1,45 ml, glicose 1,0 g, bicarbonato 1,0 g, H,O 500 ml). A solucéao foi
areada de modo constante com carbogénio (mistura de 95 % O, e CO;) e mantida a 37 °C.
A preparacdo foi submetida a uma tensdo constante de 1 g e estimulada por meio de
eletrodos bipolares (estimulagdo de campo). Foram aplicados estimulos de 7 VV com pulsos
supramaximais de 0,1 Hz de frequéncia e 0,2 ms de duragdo para estimulacdo indireta
(estimulador Grass S48). As contragfes musculares resultantes dos estimulos elétricos
maximais e as contraturas em resposta de adi¢cdo exdgena de Acetilcolina (ACh, 110 uM)
e Cloreto de Potassio (KCI, 20 mM) foram registrados em fisidgrafo de Gould RS3400,

por meio de transdutores isométricos Load Cell BG-10GM. O registro das contraturas para
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ACh e KCI foram realizados com a auséncia de estimulacéo elétrica, no inicio (antes da
adicdo dos venenos) e apos o periodo de 120 minutos de incubagdo. Tais respostas
contraturantes indicam a presenca de neurotoxicidade e/ou miotoxicidade.™

Para os protocolos de neutralizacéo, foi realizada a pré incubacdo do veneno com o extrato
de Camellia sinensis, por 30 min a 37 °C, para posterior adicdo a cuba contendo a
preparacdo neuromuscular, e observado por um tempo de 120 min.

Para analise dos resultados, os dados foram transformados em porcentagem, considerando
o tempo zero (0) como 100 %, e comparando 0s controles com seus
respectivos tratamentos.

Os valores estdo apresentados como Média + Desvio Padrdo, utilizando o teste t-Student

(OriginPro), considerando significativo p < 0,05.

Resultados

A concentragéo eleita de Camellia sinensis foi de 50 ug/mL, de acordo com De Jesus Reis
Rosa,”) que verificou ser a maior concentracdo com menor alteracdo na resposta basal de
preparacdes nervo frénico-diafragma de camundongo. Os dados aqui obtidos com a
incubacédo da preparagdo neuromuscular de ave com o extrato de Camellia sinensis, foram
similares aos observados com a preparacdo neuromuscular de mamifero (Fig. 1A). Néo

havendo diferenca significativa em relacdo ao Controle Krebs.
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Fig. 1 - Gréfico representativo da resposta contratil de preparacdo biventer cervicis de pintainho
sob estimulacdo elétrica indireta.
1A - resposta contratil ao Controle Krebs e extrato de Camellia sinensis (50 pug/mL).
1B - preparacdo incubada com os venenos de B. jararaca (100 pg/mL), B. jararacussu (100
pg/mL), B. alternatus (100 pg/mL) e B. neuwiedi (50 pg/mL).
1C - pré incubagdo do extrato de Camellia sinensis com o veneno de B. jararaca.
1D - pré incubacédo do extrato de Camellia sinensis com o veneno de B. jararacussu.
1E - pré incubacdo do extrato de Camellia sinensis com o veneno de B. alternatus.
1F - pré incubagdo do extrato de Camellia sinensis com o veneno de B. neuwiedi. Os pontos
marcados com (*) representam p< 0,05 quando comparados com o controle Krebs.

As concentracles eleitas para os venenos botropicos foram de 100 pg/mL para B.

jararaca, B. jararacussu, B. alternatus e 50 pg/mL para B. neuwiedi por demonstrarem
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50% de blogueio na resposta contratil durante uma hora de observacdo, como observado
no trabalho de Zamuner et al.*?)

Apds 120 min de observacdo, foi obtido um bloqueio neuromuscular significativo da
resposta contratil em 69,7 + 4,3 % para 0 veneno de B. jararaca, 83,1 = 10 % para B.
jararacussu, 92,4 + 5,6 % para B. alternatus e 88,1 + 4,5 % para B. neuwiedi (Figura 1B),
comparados com o controle Krebs.

O veneno de B. jararaca, 100 pg/mL, induziu um bloqueio da resposta neuromuscular de
69,7 + 4,3 %, contra um bloqueio de 38 + 6,9 % induzido pela incubacdo do veneno com o
extrato de Camellia sinensis. Portanto, com uma atividade neutralizante de 54,9 % contra
o efeito bloqueador neuromuscular induzido por este veneno (Fig. 1C).

O veneno de Bothrops jararacussu, 100 pg/mL, causou um bloqueio neuromuscular de
83,1 = 10 % contra 10,2 % quando pré-tratado com o extrato de Camellia sinensis,
resultando em protecéo de 89,2 % (Fig. 1D).

Experimentos com veneno de Bothrops alternatus, 100 pg/mL, resultaram em blogueio da
resposta contratil de 92,4 + 56 % e, quando pré-tratado com o extrato de Camellia
sinensis obteve-se um blogueio de 10,2 %, portanto uma protecdo de 89,8 % (Fig. 1E).
Com a agdo do veneno de B. newviedi, 50 pug/mL, pode-se obter um bloqueio da resposta
contrétil de 88,1 % * 4,5 % e quando incubado a preparacdo com 0 extrato vegetal,
observou-se protecao significativa de 60,6 % (Fig. 1F).

A figura 2A mostra a acao bloqueadora sobre a resposta contraturante a adi¢cdo exdgena de
ACh (110 uM), e a protecdo significativa do extrato de Camellia sinensis ap0s a incubacéo
com cada veneno botrdpico analisado (Fig. 2B).
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Fig. 2 - Resposta contraturante a adicao exdgena de ACh apds 120 min de incubacao.
2A - preparagdo incubada com 0s venenos botrdpicos.
2B - preparacdo incubada com os venenos botropicos + extrato de Camellia sinensis. Os pontos
marcados com (*) representam p< 0,05 em comparagdo com o controle Krebs.

A figura 3A mostra a acdo bloqueadora sobre a resposta contraturante a adicdo exdgena de
KCI (20 mM), e a protecdo parcial, porém significativa, contra a acdo bloqueadora dos
venenos de B. jararacussu, B. alternatus e B. neuwiedi, exceto para o veneno de B.

jararaca que nao houve protecéo significativa.
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Fig. 3 - Resposta contraturante a adicao exdgena de KCI ap6s 120 minutos de incubacdo.
3A - preparagdo incubada com os venenos botropicos.
3B - preparacdo incubada com os venenos botropicos + extrato de Camellia sinensis.
Os pontos marcados com (*) representam p< 0,05 em comparacgdo com o controle Krebs.

Discussao

Quando o extrato de Camellia sinensis foi pré incubada com o veneno bruto de Bothrops
jararacussu, e sua miotoxina, bothropstoxina-I, foi possivel obter o efeito de neutralizacéo
do efeito neurotéxico,® bem como também, contra a toxicidade induzida pelo veneno
bruto de Crotalus durissus terrificus.” O efeito antiofidico contra o veneno de jararacucu
foi reproduzido nos experimentos aqui obtidos, utilizando a preparacdo
neuromuscular de ave.

Nos experimentos aqui realizados, o extrato vegetal de C. sinensis se mostrou eficaz

contra 0 bloqueio neuromuscular induzido pelos venenos botropicos, e eficacia parcial
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contra a miotoxicidade induzida pelos venenos. Tais parametro séo confirmados tanto pelo
registro miogréfico, quanto pelas curvas contraturantes obtidas apos a adicdo exdgena de
ACh e KCI.

A preparacdo neuromuscular biventer cervicis de pintainho se apresenta de forma multi-
focal, onde formam-se sinapses em varios pontos distribuidos ao longo do comprimento
ou nas extremidades de fibras musculares®® e resultam na producdo de contraturas
(acetilcolina e cloreto de potassio exdgenos). Assim, musculos com inervacdo multi-focal
podem ser estimulados por agonistas colinérgicos aplicados de forma exdgena, e também
pela estimulacdo de seu nervo-motor, permitindo que os efeitos pré-juncionais sejam
distinguidos dos efeitos pds-juncionais. A integridade do receptor nicotinico pode ser
avaliada pela adi¢cdo exdgena de ACh, enquanto que a integridade da fibra muscular pode
ser avaliada pela adicdo exdgena de KCI.®

Desse modo, pode-se inferir, baseado na literatura e nos dados aqui observados, que o
extrato de Camellia sinensis induziu protecdo contra a atividade neurotdxica induzida
pelos venenos de B. jararaca, B. jararacussu, B. alternatus e B. neuwiedi, e protecdo
parcial contra a miotoxicidade induzida por estes venenos.

O mecanismo de acdo antiofidico do extrato de Camellia sinensis ainda ndo é bem
esclarecido, porém, Oshima-Franco et al.®) sugerem que a presenca de teaflavinas e
epigalocatequina galato apresentam fortes evidéncias de participarem no papel de inibicao
da atividade tdxica de veneno botrdpico.

Outros compostos vegetais também tém mostrado efeito antiofidico contra a acdo toxica
de alguns venenos botropicos, tais como: extrato de Casearia sylvestris que foi capaz de
neutralizar os efeitos neurotoxicos e miotdxicos induzidos pelo veneno de B. jararacussu;
(%) Calendula officinalis promoveu efeito antimiotéxico contra os venenos de B. neuwiedi
e B. leucurus™ e extrato de Mikania laevigata contra a acdo neurotoxica do veneno de
Philodryas alfersii.™®

Além dos compostos vegetais, ha estudos sobre a agdo neutralizante de compostos nédo
vegetais que também apresentam propriedade antibotrépica, como por exemplo, a
heparina em baixa concentracdo que se mostrou capaz de neutralizar os efeitos de
neurotoxicidade e miotoxicidade induzidas pelo veneno de B. jararacussu e sua
miotoxina, bothropstoxina-1, “"*® além de fons manganés que demonstraram atividade
protetora contra a miotoxicidade induzida pela bothropstoxina-1.%)

Como visto, 0s venenos botrdpicos sdo responsaveis pela maior porcentagem de acidentes

ofidicos no Brasil, e 0 antiveneno € eficaz contra os efeitos sisttmicos no paciente, e
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pouco ou nada eficiente contra os efeitos locais. Portanto, é importante buscar alternativas
que auxiliam a reversdo dos efeitos locais em casos de acidentes botrépicos, dentre elas, o
uso de plantas como método alternativo que tem se mostrado com eficacia
quando testadas in vitro.

Conclui-se que o extrato de Camellia sinensis mostrou-se eficaz em inibir a agéo
neurotoxica dos venenos de Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops

alternatus e Bothrops neuwiedi, em preparacdes neuromusculares de ave.
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