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RESUMO

A serpente Bothrops jararacussu € a segunda principal causadora de acidentes
ofidicos no Brasil. Seu veneno é rico em metaloproteinases, fosfolipases A, e L-
aminoacido oxidases, enzimas associadas a efeitos locais intensos. Embora a
soroterapia seja o tratamento indicado para a neutralizacdo sistémica das
toxinas, sua eficacia frente aos danos teciduais € limitada. Nesse contexto, a
espécie vegetal Jatropha gossypiifolia L. surge como uma alternativa
terapéutica, uma vez que seu uso etnofarmacobotanico contra envenenamentos
ja é documentado. Assim, o estudo avaliou a atividade antioxidante dos extratos
das folhas, inflorescéncias, galhos e raizes de J. gossypiifolia, bem como seu
potencial inibitério sobre as atividades de metaloproteinases e fosfolipases A,
presentes no veneno de B. jararacussu. O extrato bruto das inflorescéncias
apresentou os maiores indices de inibicdo enzimatica (46,4 £+ 1,3% e 72,4 £ 0,3%
frente as metaloproteinases e fosfolipases, respectivamente) e de atividade
antioxidante (1.094 + 20,4 e 1.567,9 £ 26,6 umol ET g™ nos ensaios de DPPH e
FRAP, respectivamente), sendo, portanto, selecionado para o fracionamento
cromatografico. Dentre as fragbes obtidas (hexano, diclorometano, acetato de
etila, aquosa), a fracdo aquosa apresentou a maior atividade inibitéria (78,9 %
1,1% para as metaloproteinases e 79,6 + 3,7% para as fosfolipases). Em
seguida, foi realizado o isolamento dos flavonoides orientina, isoorientina,
vitexina e isovitexina desta fragdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Estas substancias foram identificadas por espectroscopia de massas. Todos
estes metabdlitos apresentaram capacidade de inibigao frente ao veneno, com
destaque para a orientina e a isoorientina, que obtiveram resultados de inibicdo
enzimatica equivalentes aos do antidoto antibotrépico, com ICso de 168,0 £ 12,3
MM para a isoorientina e 209,7 + 9,0 uM para a orientina no ensaio de inibigcao
proteolitica, e de 112,6 + 4,0 uM para a isoorientina e 110,2 + 2,6 uM para a
orientina no ensaio de inibicdo fosfolipasica. Os resultados obtidos demonstram
que a J. gossypiifolia apresenta substancias capazes de interferir em atividades
enzimaticas-chave do veneno de B. jararacussu, evidenciando seu potencial

como fonte de compostos bioativos com aplicagao antiofidica.

Palavras-chave: Pinhao-roxo. Flavonoides. Inibidores enzimaticos. Jararacugu.

Veneno botropico.



ABSTRACT

The snake Bothrops jararacussu is the second leading cause of snakebite
accidents in Brazil. Its venom is rich in metalloproteinases, phospholipases A,
and L-amino acid oxidases-enzymes associated with severe local effects.
Although antivenom therapy is the indicated treatment for the systemic
neutralization of toxins, its efficacy against tissue damage is limited. In this
context, the plant species Jatropha gossypiifolia L. emerges as a therapeutic
alternative, given that its ethnopharmacobotanical use against envenomation is
already documented. Thus, this study evaluated the antioxidant activity of
extracts from the leaves, inflorescences, branches, and roots of J. gossypiifolia,
as well as their inhibitory potential against the metalloproteinase and
phospholipase A, activities present in B. jararacussu venom. The crude extract
from the inflorescences exhibited the highest levels of enzyme inhibition (46.4 +
1.3% and 724 * 0.3% against metalloproteinases and phospholipases,
respectively) and antioxidant activity (1,094 + 20.4 ymol ET g™ and 1,567.9 +
26.6 umol ET g7 for the DPPH and FRAP assays, respectively); consequently, it
was selected for fractionation. Among the fractions obtained (hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, and aqueous), the aqueous fraction
demonstrated the greatest inhibitory activity (78.9 + 1.1% for metalloproteinases
and 79.6 £ 3.7% for phospholipases). Subsequently, the substances within this
fraction were isolated using high-performance liquid chromatography. Mass
spectrometry analysis led to the identification of the flavonoids orientin,
isoorientin, vitexin, and isovitexin. All of them demonstrated an ability to inhibit
the venom, notably orientin and isoorientin, which achieved inhibition results
statistically equivalent to those of the anti-Bothrops antivenom; ICso values were
168.0 £ 12.3 uM for isoorientin and 209.7 £ 9.0 uM for orientin in the proteolytic
inhibition assay, and 112.6 + 4.0 yM for isoorientin and 110.2 + 2.6 uM for orientin
in the phospholipase inhibition assay. The results demonstrate that J.
gossypiifolia contains substances capable of interfering with key enzymatic
activities of B. jararacussu venom, highlighting its potential as a source of

bioactive compounds for antivenom applications.

Keywords: Jatropha gossypiifolia L. Enzymatic Activity. Jararacugu. Bothropic

Venom. Pinh3o-roxo.
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1 INTRODUGAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o
envenenamento por picada de cobra € a Doenga Tropical Negligenciada (DTN)
mais letal do mundo. Estima-se que ocorram, anualmente, cerca de 2,7 milhdes
de casos de envenenamento e 138.000 mortes. O impacto econémico desses
acidentes é imensuravel na maioria dos paises, afetando ndo apenas as vitimas,
mas também suas familias, especialmente em comunidades pobres de nacdes
de baixa e média renda, onde muitas vezes ndo ha acesso a sistemas de

previdéncia social [1].

Considerando os dados do Sistema de Informagdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN), entre 2020 e 2025, foram registrados no Brasil 1.700.963
casos de acidentes envolvendo animais pecgonhentos. Dentre esses, os
incidentes com serpentes representam a terceira maior causa, totalizando
181.419 notificagbes, sendo a principal causa de &bitos (746) registrados no
periodo. Para populagdes rurais, incluindo agricultores, criangas em idade
escolar e comunidades tradicionais, o risco de envenenamento por serpentes
configura-se como uma ameagca cotidiana, presente em atividades basicas como
o deslocamento a pé, o manejo de cultivos, a pecuaria extensiva e até mesmo
no uso de sanitarios externos. Essa realidade expde vulnerabilidades
socioambientais e reforca a necessidade de estratégias integradas para

prevengao e tratamento [1, 2].

Entre os géneros de serpentes com maior numero de acidentes e
fatalidades, as do género Bothrops ocupam a primeira posigao, com 100.795 [2].
As serpentes do complexo Bothrops sdo amplamente distribuidas em todo o
territério brasileiro. Essas serpentes inoculam uma pegonha rica em proteases e
fosfolipases A2, cujas acdes bioquimicas desencadeiam manifestagdes locais e

sistémicas graves quando n&o rapidamente tratadas [3, 4].

A soroterapia continua sendo o principal tratamento para
envenenamentos ofidicos, consistindo na administracdo de imunoglobulinas

purificadas obtidas por meio da hiperimunizacdo de equinos com venenos
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especificos. Embora eficaz na neutralizagcdo sistémica das toxinas, essa
abordagem apresenta limitagbes significativas. Primeiramente, sua agédo é
restrita aos venenos utilizados no processo de imunizagao, 0 que nao garante
protecdo cruzada contra outras espécies de serpentes. Além disso, os
antivenenos convencionais demonstram baixa eficacia no controle das
manifestagdes locais do envenenamento, como necrose tecidual, midlise e
hemorragia no local da picada, que frequentemente evoluem para complicagbes

graves mesmo com o tratamento adequado [5, 6].

Diante da complexidade do envenenamento por serpentes e das
limitagbes dos antivenenos, a busca por tratamentos alternativos ou
complementares tem se tornado cada vez mais relevante. Nesse contexto, o uso
de plantas medicinais no combate aos efeitos do veneno de serpentes remonta
a séculos e continua sendo objeto de investigagao cientifica [7—12]. Diante disso,
a espécie vegetal Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae) destaca-se como
alternativa com potencial terapéutico no tratamento de acidentes ofidicos.
Popularmente conhecida por pinh&o-roxo, erva-purgante, mamoninha, jalapao e
batata-de-téu, essa espécie, originaria da América Central, encontra-se
amplamente distribuida no territério brasileiro [13]. Diferentes partes da planta,
incluindo folhas, galhos, raizes, sementes e latex, sao tradicionalmente utilizadas
em diversas formas de preparacdo e por distintas vias de administracao [14].
Estudos apontam que essa espécie possui potencial para atividades antiofidicas
[15, 16], anti-inflamatdrias [17, 18], antineoplasicas [19], antimicrobianas [20],
antioxidantes e hepatoprotetora [21], anticolinesterasicas [22], anti-hipertensiva
[16, 23] e antidiabéticas [24].

Dessa forma, a investigagdo do potencial terapéutico de espécies
vegetais tradicionalmente utilizadas contra acidentes ofidicos constitui uma
estratégia relevante para ampliar as opgdes disponiveis para 0 manejo desses
envenenamentos. A espécie Jatropha gossypiifolia L. apresenta caracteristicas
que a tornam especialmente promissora nesse contexto, reunindo histérico de
uso popular e evidéncias farmacoldgicas iniciais que apontam para atividades
compativeis com os principais mecanismos de toxicidade do veneno botropico.
Assim, a avaliacao sistematica de seus efeitos pode fornecer subsidios para o

desenvolvimento de alternativas terapéuticas complementares, contribuindo



16

tanto para o avancgo cientifico, quanto para o fortalecimento das politicas de

saude voltadas ao enfrentamento das Doencas Tropicais Negligenciadas.

1.1  Género Jatropha

O género Jatropha pertence a familia Euphorbiaceae e é constituido por
175 espécies de plantas que estdo amplamente distribuidas pelas regides
tropicais, subtropicais, tropicais secas e tropicais semiaridas mundo [25, 26].
Sendo descrita inicialmente por Linnaeus em 1737, as espécies desse género,
em sua maioria, sao plantas perenes, com algumas excegdes, a exemplo da
Jatropha curcas e Jatropha mollissima. Elas exibem uma notavel diversidade
anatémica, podendo assumir formas de arbustos, arvores ou plantas suculentas
[27].

Apresentam desenvolvimento articulado e morfologia irregular, podendo
atingir alturas entre 8 e 10 metros em condi¢gdes ambientais favoraveis. Seus
galhos séo ricos em latex, e a floracao de suas espécies ocorre principalmente
no verao e no outono, embora possa ocorrer ao longo de todo o ano quando
submetidas a regides de maior umidade. Os frutos costumam ser formados por
trés capsulas globosas com deiscéncia explosiva, e as sementes se destacam

por sua alta concentracao de oOleos [24].

Sua origem remonta a regidao do México e da América Central continental.
Apesar de ser motivo de um longo debate, acredita-se que as espécies desse
género tenham sido derivadas de uma forma ancestral da espécie Jatropha
curcas, tendo suas mudancas evolutivas baseadas no seu habito de crescimento
e especializagao na estrutura vegetativa [28, 29]. Devido ao potencial culinario,
medicinal e na producdo de Oleo, as espécies do género comegaram a ser
introduzidas pelos portugueses em suas colbnias africanas (Cabo Verde, Guiné-
Bissau, Mocambique e Angola) a partir do século XVI, sendo posteriormente,
levadas para a Asia (China, india e Indonésia) [30]. Dadas as suas diversas
formas de crescimento e adaptacgao, e a capacidade de sobreviverem nos mais
diversos solos, incluindo solos com condi¢des pobres de crescimento, 0 género

acabou prosperando e tendo uma vasta distribuicao geografica [31].
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O nome Jatropha é derivada das palavras gregas Jatrés (médico) e trophé
(alimento), o que denota o uso medicinal das plantas desse género [32]. Seu uso
medicinal € relatado por povos nativos em diversos paises tropicais e
subtropicais da Asia, da América Latina e da Africa. Varias espécies conhecidas
do género ja foram relatadas por seus usos medicinais, a exemplo da J. curcas
L, J. gossypiifolia L, J. multifida L, J. isabelli, J. mutabilis Baill, J. integerrima e J.

macrorhiza.

1.2 Descrigao botanica da espécie Jatropha gossypiifolia L.

A espécie Jatropha gossypiifolia L. (Euphorbiaceae) pertence ao género
Jatropha e ao subgénero Jafropha. Sao encontradas diversas grafias
alternativas para o nome cientifico dessa espécie, como Jatropha gossipifolia L.,
Jatropha gossipyfolia L., Jatropha gossypifollia L., Jatropha gossypyfolia L., e
Jatropha gossypifolia L., além da forma correta, Jatropha gossypiifolia L.
Popularmente, € conhecida por diversos nomes, incluindo pinhao-roxo, erva-

purgante, mamoninha, jalapao e batata-de-téu [13].

E um arbusto perene, com sistema radicular raso, que pode atingir cerca
de 4 metros de altura e copa com mais de 2 metros de largura, em condiges
favoraveis. A planta apresenta galhos grossos e macios, com casca verde ou
roxa quando jovem, que, quando danificados, liberam uma seiva aquosa e
pegajosa. Suas folhas possuem de 3 a 5 Iébulos, com margens dentadas e
coloragado que varia de acordo com o biotipo e a idade, podendo ser verde,
vermelha ou roxa. As inflorescéncias sdo pequenas, medindo de 6 a 9 mm de
diametro, e variam de vermelho-claro a roxo-escuro nas bordas das pétalas, com
um centro amarelo (Figura 1). Elas crescem em cachos localizados nas
extremidades dos galhos. Os frutos da planta, de cor verde-clara e casca dura,
sdo capsulas trilobadas, arredondadas ou oblongas, medindo cerca de 12 mm
de comprimento e 10 mm de largura, contendo, geralmente trés sementes
(Figura 2) [13, 33].
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Figura 1 - Fotografia da espécie vegetal Jatropha gossypiifolia.

Fonte: Proprio autor.

Sua rapida disseminacdo, tanto por sementes quanto por partes
vegetativas, possibilitou sua expansdo muito além de sua area de origem.
Atualmente, encontra-se naturalizada em grande parte dos paises tropicais,
abrangendo amplas regides da América do Sul, toda a América Central, parte da
América do Norte (Estados Unidos e México), grande parte da Africa Central, da
Asia, da Australia e de alguns paises da Oceania (Figura 2). Em determinadas
regides, a planta adquiriu o status de espécie invasora devido a sua rusticidade,
resisténcia a longos periodos de seca, imunidade a pragas e doencgas, além de

sua notavel capacidade de adaptacao a diferentes tipos de solo e clima [33, 34].



19

Figura 2 — Mapa com a distribuicdo geografica do género Jatropha gossypiifolia
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Fonte: Retirado de Moshobane, et al., 2022 [34].

1.2.1 Etnofarmacologia de Jatropha gossypiifolia

Diversos usos na medicina popular tém sido atribuidos a Jatropha
gossypiifolia, abrangendo diferentes partes da planta como folhas, galhos,
raizes, sementes e latex, e variadas formas de preparo, incluindo infusao,
decocgao, maceragao, entre outras. Essas preparagdes sdo administradas por
distintas vias, como oral, topica ou por meio de banhos, refletindo a ampla
versatilidade terapéutica associada a espécie em diferentes contextos culturais
[35].

Os relatos etnomedicinais mais recorrentes descrevem propriedades
analgésicas [36, 37], antibacterianas [31, 38], antipiréticas [14], antimalaricas
[39], antidiabéticas [40], antidiarreicas [31], anti-hemorragicas [14], anti-
inflamatorias [38], além de efeitos benéficos em disturbios gastrointestinais [31]
e hepatopatias [14]. Notadamente, a espécie também é amplamente citada na
medicina popular como agente no tratamento de picadas de cobra [31, 41, 42].

Outros usos tradicionais incluem o tratamento do reumatismo, das anemias, de
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feridas cutaneas com efeito cicatrizante [37], de disturbios hemostaticos [37] e

de condi¢des tumorais ou cancerigenas [43].

1.2.2 Constituintes quimicos e atividades biolégicas de Jatropha gossypiifolia

Jatropha gossypiifolia € uma espécie reconhecidamente rica em
metabdlitos secundarios de relevancia bioldgica, que podem ser isolados de
diferentes partes da planta, incluindo caules, folhas, raizes, cascas, sementes,
inflorescéncias e latex. Diversos estudos fitoquimicos tém identificado uma
ampla variedade de compostos em seus extratos, com os terpenos, lignanas e
flavonoides como os principais constituintes [44]. Além desses metabdlitos, a
espécie também apresenta em sua composigcao, cumarinas, taninos, alcaloides,
saponinas e (glicosideos cardioativos (Quadro 1), evidenciando sua
complexidade quimica e potencial farmacolégico [45].

Quadro 1 - Classe dos metabdlitos secundarios e substancias isoladas de
Jatropha gossypiifolia.

(continua)
Classes de metabdlitos
Parte da
secundarios Substancias identificadas* Ref.
planta
identificadas”
. Propacina (1)
Cumarinas Venkatasin (2) [46, 47]
Flavonoides - [48]
Planta Arilnaftaleno (3)
inteira Lignanas Gadaina (4) [49-51]
Jatrophan (5)
Citlalitrione (6)
Terpenos Jatrophenone (7) [52, 53]
Compostos fendlicos - [23]
Esteroides - [23]
Flavonoides - [23]
. Gossypiline (8)
Partes Lignanas Gossypifan (9) [54, 5]
aereas Taninos - [23]
Jatrogossol A (10)
Jatrogossol B (11)
Terpenos Jatrogossol C (12) [29]
Jatrogossol D (13)
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Quadro 1 - Classe dos metabdlitos secundarios e substancias isoladas de
Jatropha gossypiifolia.

(continuacao)

Folhas

Alcaloides

Ricina (14)
Acido quinurénico (15)

[56-59]

Compostos fendlicos

Acido vanilico (16)
Catecol (17)
Acido galico (18)
Acido cinamico (19)
Acido gentisico (20)
Acido quinico (21)
Bergenina (22)
Acido ferulico (23)
Acido p-cumarinico (24)

[24, 59]

Cumarina

Escopoletina (25)

[59]

Esteroides

[16]

Flavonoides

Vitexina (26)
Isovitexina (27)
Orientina (28)
Isoorientina (29)
Schaftoside (30)
Isoschaftoside (31)
Scoparin (32)
Isoscoparin (33)
Apigenina (34)
Luteolina (35)
Rhoifolin (36)
Catequina (37)
Epicatequina (38)
Pinostrobin (39)
Taxifolina (40)
Dihydrokaempferol (41)
Eriodictyol (42)
Narigenina (43)
Rutina (44)

[15, 18, 24,
57, 59, 60]

Quinonas

Biflorin (45)
Isobiflorin (46)

[24]

Saponinas

[16, 57]

Taninos

[57]

Terpenos

Jatrofoliane A (47)
Jatrofoliane B (48)
(13a,143,20S)-2,24,25

Trihydroxylanosta-1,7-dien-3-

one (49)

[59, 61, 62]
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Quadro 1 - Classe dos metabdlitos secundarios e substancias isoladas de
Jatropha gossypiifolia.

(concluséo)

(2a,13a,14,20S)-2,24,25
Trihydroxylanost-7-en-3-one
Folhas Terpenos LoIio(Iij(:a) (51) [59, 61, 62]
Isololiolide (52)
Dihydroactinidiolide (53)
Inflorescéncias Flavonoides Is\g\t/(;z;niia(z(g)?) [20]
Alcaloides - [57]
Cumarinas Cleomiscosin A (54) [63]
Flavonoides - [57]
Galhos Gossypidien (55)
Lignanas Isogadain (56) [64-66]
Jatrodien (57)
Saponinas - [57]
Taninos - [57]
Alcaloides - [57]
Raizes Flavonoides Narigenina (43) [57, 67]
Saponinas - [57]
Taninos - [57]
2a-Hydroxyjatrophone (58)
2[3-Hydroxyjatrophone (59)
2[3-Hydroxy-5,6-isojatrophone
60
Terpenos Jatrophcglorze A (61) [68-70]
Sementes Jatropholone B (62)
Falodone (63)
Citlalitrione (6)
Alcaloides - [57]
Flavonoides - [57]
Taninos - [57]

# Apenas metabolitos secundarios foram incluidos no quadro; peptideos e metabdlitos
primarios isolados ndo foram incluidos. "As estruturas quimicas podem ser visualizadas
no Apéndice.

Fonte: Proprio autor.

Com relagdo as atividades biologicas, alguns estudos avaliaram
diferentes extratos de Jatropha gossypiifolia. Esses trabalhos fornecem
evidéncias consistentes acerca do potencial farmacolégico dessa espécie

vegetal (Quadro 2). Entre as atividades ja investigadas, destacam-se as



propriedades
analgésica, antimicrobiana,

hepatoprotetora [14].

anti-inflamatoria,

antiofidica,

anti-hipertensiva,

anticoagulante,

cicatrizante,
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antioxidante,

antidiabética e

Quadro 2 - Atividades bioldgicas investigadas da espécie Jatropha gossypiifolia

(Continua).
Parte da planta Atividade biolégica Modelo Referéncia
Ex vivo
Citotoxica ] [19]
In vitro
Planta inteira Gastroprotetora In vivo [71]
Antioxidante In vitro [48]
Vasodilatadora In vivo [23]
Hipotensora In vivo [23]
Anti-inflamatério In vivo [72]
. Analgésica In vivo [72]
Partes aéreas
Antiespasmodica In vivo [73]
Hepatoprotetora In vivo [21]
In vivo
Antioxidante ] [21, 59]
In vitro
Antioxidante In vitro [15]
Cicatrizante In vivo [15]
In vivo
Anti-inflamatéria [18]
In vitro
In vitro [8, 9, 16,
Antiofidica
In vivo 74]
Folhas -
In vitro
Antidiabética ] [24, 59, 75]
In vivo
In vitro
Citotoxica _ [61]
Ex vivo
Antimicrobiana In vitro [58, 76, 77]
Analgésica In vivo [78]
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Quadro 2 - Atividades biolégicas investigadas da espécie Jatropha gossypiifolia

(Concluséo).

Antidiarreica In vivo [78]
Sedativa In vivo [78]
Anticolinesterase In vitro [79]
Folhas
Contraceptiva In vivo [80]
Anticonvulsivante In vivo [81]
Hepatoprotetora In vivo [82]
In vitro
Inflorescéncias Antimicrobiana [20]
In silico
Antimicrobiana In vitro [67]
Raizes Citotoxica In vitro [70]
Anticonvulsivante In vivo [81]
Antimicrobiana In vitro [83]
Latex
Anticolinesterase In vivo [84]
In vivo
Antidepressiva _ [85]
In silico
In vivo
Frutos Ansioliticas _ [85]
In silico
_ _ In vivo
Anti-helminticas N [85]
In silico

Fonte: Proprio autor.

Entre as atividades estudadas, o potencial antiofidico tem recebido
atencao especial devido ao seu uso etnofarmacolégico e algumas comprovagdes
cientificas. Investigacées realizadas com o extrato aquoso das folhas
demonstraram sua capacidade de inibir os efeitos enzimaticos e bioldgicos
causados pelos venenos de Bothrops jararaca e Bothrops erythromelas, tanto in
vitro quanto in vivo em modelos animais [8, 9, 16]. Outros autores verificaram
que extratos provenientes das folhas, raizes e galhos da planta apresentam um
importante efeito inibitério in vitro sobre fosfolipases A, presentes na pegonha

de Naja naja [74]. Esses achados sugerem que J. gossypiifolia representa uma
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fonte promissora de moléculas com potencial para o desenvolvimento de

inibidores de toxinas ofidicas.

1.3 Epidemiologia dos acidentes ofidicos

Estima-se que, anualmente, ocorram entre 81.410 e 137.880 mortes por
picadas de serpente em todo o mundo, além de um numero cerca de trés vezes
maior de amputacdes e outras sequelas permanentes. Dado o numero elevado
de casos, em junho de 2017, a OMS incluiu o envenenamento por picada de
serpente na lista das doencas tropicais negligenciadas (DTNs), reconhecendo
que, embora os dados disponiveis sejam incompletos, a mortalidade e a
morbidade associadas a esses agravos, sobretudo em regides tropicais e
subtropicais, vém sendo subestimadas e que uma resposta internacional
coordenada € urgente [1]. Trata-se, portanto, de uma grave crise de saude
publica global, agravada pela escassez de antivenenos eficazes para o
tratamento das picadas de espécies clinicamente relevantes, predominantes

principalmente na Africa, Asia e América Latina [86].

No Brasil, no periodo de 2021 a 2025 foram registrados mais de 1.450.000
casos de acidentes por picadas de serpentes, os quais resultaram em um total
de 2.155 mortes diretas e indiretas [2] (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados de acidentes envolvendo espécies de serpentes no Brasil entre
2021 e 2025, com base no SINAN.

Género da Total de Obitos Obitos
serpente acidentes Curados diretos indiretos
Bothrops 100.795 100.337 412 46
Crotalus 12.549 12.355 128 66
Micrurus 1.716 1.714 2 -
Lachesis 1.625 1.609 16 -

Nao peconhenta 12.686 12.674 10 2
Nao identificado 1.323.399 1.321.866 1.342 191
Total 1.452.770 1.450.555 1.910 245

Fonte: Adaptado de SINAN, 2025 [2].
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No contexto da herpetofauna de interesse médico no Brasil, destacam-se
0os géneros Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus, tradicionalmente
reconhecidos pela relevancia clinica dos acidentes ofidicos a eles associados.
Esses grupos sao popularmente representados pelas espécies conhecidas como
jararaca (Bothrops spp.), cascavel (Crotalus spp.), surucucu (Lachesis spp.) e
coral-verdadeira (Micrurus spp.), que ocupam diferentes nichos ecoldgicos e

apresentam distintas caracteristicas biolégicas e epidemiolégicas [87].

Entre esses géneros, o género Bothrops se sobressai pela elevada
frequéncia de envenenamentos registrados em territério nacional, sendo
responsavel pela maior parcela de casos notificados e também pelo maior
numero de o6bitos decorrentes de acidentes ofidicos [88]. No ambito clinico-
epidemiologico, os acidentes de maior importadncia estdo vinculados
principalmente as espécies Bothrops atrox, Bothrops jararaca, Bothrops moojen
e Bothrops jararacussu, que figuram entre as serpentes mais frequentemente
associadas a acidentes graves em diferentes regides do pais. Tal predominancia
esta relacionada a ampla distribuicdo geografica das espécies do género, a sua
alta densidade populacional e ao comportamento sinantropico observado em
algumas delas, fatores que aumentam significativamente as chances de

interacdo com populagdes humanas [89, 90].

Vale ressaltar que as populagdes mais afetadas por esses incidentes sao,
em sua maioria, homens de 20 a 59 anos, residentes nas regides Norte e
Nordeste, com destaque para trabalhadores rurais e individuos em condi¢cbes
socioeconémicas mais vulneraveis. As picadas ocorrem predominantemente nos
pés e nas pernas, o que reflete o contato direto com o ambiente de trabalho e de
subsisténcia. O maior numero de oObitos também se concentra nesse perfil
populacional e geografico, evidenciando um problema crénico relacionado n&o
apenas a elevada incidéncia de acidentes, mas também as desigualdades

estruturais dessas regioes [91].

1.4 Bothrops jararacussu

A espécie Bothrops jararacussu, popularmente conhecida como
Jararacugu, surucucu-dourada ou jagu, € uma das maiores especies do género

Bothrops, podendo atingir até 2,2 metros de comprimento; logo, esta entre os
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maiores viperideos do Brasil. Apresenta dimorfismo sexual, sendo as fémeas
geralmente maiores que os machos, caracteristica associada a maior produgéo
de filhotes. A espécie possui padrdes de coloragdo marcantes: a regido frontal
da cabeca é negra, contrastando com as laterais amareladas. O dorso apresenta
fundo escuro, intercalado por faixas obliquas de amarelo intenso, enquanto o
ventre & predominantemente amarelo (Figura 3). Essa combinagédo, somada as
manchas dorsais irregulares, que podem se fundir, garante uma camuflagem

eficiente em ambientes florestais [89, 92].

Figura 3 — Fotografia da espécie Bothrops jararacussu em habitat florestal.
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Fonte: Retirado de iNaturali

st [93].

Sua distribuicdo geografica abrange o Sudeste, o Sul e parte do Centro-
Oeste do Brasil, estendendo-se também ao Paraguai, a Bolivia e a Argentina.
No territorio brasileiro, ocorre em fragmentos da Mata Atlantica nos estados da
Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul, geralmente associada a
areas umidas e com densa cobertura vegetal, como pantanos e rios (Figura 4).

Do ponto de vista ecoldgico, a B. jararacussu é uma serpente terrestre, de
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habitos noturnos e atividade predominantemente crepuscular. Sua reproducao é
vivipara, com ninhadas que podem variar de 13 a 70 filhotes, alimentando-se
principalmente de mamiferos, anfibios, lagartos, cobras e centopeias [94—-96].

Figura 4 - Distribuicdo geografica da espécie B. jararacussu no territorio
brasileiro.

Fonte: Adaptado de: Aguiar, et al. 2020 [96].

Os sintomas clinicos decorrentes do envenenamento por Bothrops
Jararacussu variam em gravidade e s&o usualmente classificados em quadros
leves, moderados e graves. De modo geral, a evolugdo clinica do
envenenamento por B. jararacussu depende da quantidade de veneno
inoculada, do tempo até o atendimento médico e da resposta individual do

paciente [97].

Nos casos leves, predominam manifestagdes locais, como dor intensa no
local da picada, edema, equimoses, formacdo de bolhas e pequenos
sangramentos. Além disso, podem ocorrer alteragcdes discretas na coagulacao
sanguinea, caracterizadas por incoagulabilidade parcial e fenédmenos
hemorragicos leves, incluindo gengivorragia, hematuria e sangramentos em
ferimentos pré-existentes. Nos quadros moderados, observa-se intensificagcao
do edema e das equimoses, acompanhada de sangramentos mais evidentes e

de disturbios de coagulagado mais acentuados. Por sua vez, os casos graves sé&o
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caracterizados por hemorragias extensas, hipotensao arterial, alteracbes
hemodinamicas significativas, como choque, e comprometimento da funcao
renal, manifestado por anuria ou oligoanuria. Adicionalmente, podem ocorrer
complicagbes secundarias, como infecgao local, necrose tecidual, sindrome
compartimental e déficits funcionais permanentes, decorrentes do dano tecidual

e da intensa resposta inflamatéria local [98].

1.4.1 Veneno botropico

Os venenos de serpentes estdo entre as secregdes bioldégicas mais
complexas conhecidas e constituem uma inovagéao evolutiva determinante. Essa
adaptacao possibilitou a transicdo de mecanismos de predacdo mecanicos,
como a constricdo, para mecanismos quimicos mediados por toxinas,

favorecendo a diversificacdo e o sucesso evolutivo do grupo [96].

Do ponto de vista bioquimico, os venenos consistem em misturas
heterogéneas de proteinas e peptideos bioativos, cuja composicdo varia
amplamente entre espécies e até mesmo entre individuos da mesma espécie.
Essa variabilidade pode estar associada a fatores filogenéticos, ontogenéticos,
sexuais, geograficos e dietéticos. Contudo, a diversidade observada esta
relacionada principalmente as diferencas nos niveis de expressao relativa de
cada classe de toxina, em vez da presenga ou auséncia de familias proteicas
principais [96, 99-103].

No caso especifico de Bothrops jararacussu o veneno apresenta um perfil
proteico caracterizado pela predominancia de metaloproteinases de veneno de
serpente (SVMPs), pertencentes as classes Pl, P-ll e P-lll; fosfolipases A,
(PLA;); serinoproteinases de veneno de serpente (SVSPs); lectinas tipo C
(CLECs) e proteinas semelhantes a lectinas tipo C (CLECLs); L-aminoacido
oxidases (LAAOs); fator de crescimento nervoso (NGF); proteinas secretoras
ricas em cisteina (CRISPs); e ecto-5"-nucleotidase (ECTO-NT) [103].

1.4.1.1 Metaloproteinases de veneno de serpente (SVMPs)

As SVMPs constituem uma familia de proteinas multidominio altamente
representativa nos venenos de serpentes da familia Viperidae. Essas enzimas

sao dependentes de zinco e exercem papel central na toxicidade do veneno,
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particularmente nos processos de degradagdo da matriz extracelular e na

inducao de hemorragias [104].

Existem trés classes principais de SVMPs, que se baseiam na presenca
ou na auséncia de dominios estruturais especificos. Todas apresentam o
dominio catalitico de metaloproteinase, porém diferem na composi¢cao dos
dominios acessoérios. As SVMPs da classe P-l, com massa molecular entre 20 e
30 kDa, contém exclusivamente o dominio de metaloproteinase. As proteinas da
classe P-ll, com massa molecular entre 30 e 60 kDa, apresentam,
adicionalmente, um dominio desintegrina e podem ser subdivididas em cinco
subclasses: P-lla, P-lIb, P-llc, P-lld e P-lle. J& as SVMPs da classe P-Ill, com
massas entre 60 e 100 kDa, possuem um arranjo estrutural mais complexo,
incluindo, além do dominio catalitico, um dominio do tipo desintegrina e um
dominio C-terminal rico em cisteina, sendo classificadas em P-llla, P-llib, P-llic
e P-llld (Figura 5) [104-106].

Figura 5 - Representagao das subclasses de SVMPs.
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Fonte: Adaptado de: Olaoba, 2020 [104].

Dessa forma, a diversidade estrutural das SVMPs reflete sua
complexidade funcional e explica a ampla gama de efeitos patoldgicos
associados as diferentes classes. Entre os principais efeitos destacam-se as
hemorragias locais e sistémicas, resultantes da degradagado de componentes da
matriz extracelular, como colageno, laminina e fibronectina, e da clivagem de
proteinas da membrana basal dos capilares, o0 que compromete a integridade

vascular [104, 107]. Além disso, essas enzimas estdo envolvidas em processos
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de necrose tecidual, decorrentes tanto da destruicdo da matriz, quanto da
inducao de inflamagao exacerbada. Outro efeito relevante é a interferéncia na
hemostasia, uma vez que muitas SVMPs atuam sobre fatores de coagulagéo e
plaquetas, podendo provocar disturbios como incoagulabilidade sanguinea,

consumo de fibrinogénio e inibicao da agregacgao plaquetaria [108—111].
1.4.1.2 Fosfolipases Az (PLA2s)

A superfamilia PLA2s é uma ampla classe de esterases caracterizadas
por sua capacidade de catalisar a hidrolise de glicerofosfolipidios de membrana
na posigcao sn-2 da cadeia principal de glicerol dos fosfolipidios (Figura 6)

gerando acidos graxos livres.

Figura 6 - Sitios de clivagem das fosfolipases em um fosfolipideo de membrana.
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Fonte: Adaptado de: Balboa, Balsinde; 2021 [112].

Essas enzimas apresentam baixa massa molecular (14 a 18 kDa), alto
conteudo de pontes dissulfetos e estrutura tridimensional similar entre si [113].
Atualmente, as PLA,s sdo classificadas em familias funcionalmente
relacionadas, incluindo: PLA; secretora (sPLA;), fosfolipase citosdlica (cPLA,),
PLA, independente de Ca*" (iPLA;), PLA, |lisossomal (LPLA)),
PLA/aciltransferase (PLAAT), PLA; do tecido adiposo (AdPLA), fator de ativagao
plaquetaria acetil-hidrolase (PAF-AH), a/B hidrolase (ABHD) e a PLA; especifica
de glicosilfosfatidilinositol (GPI-PLA;) [114].



32

A reacdo catalisada pelas PLA;s promove principalmente a
permeabilizacéo e a ruptura da integridade da membrana celular, o que resulta
em um influxo descontrolado de ions Ca 2*, que desencadeiam um conjunto de
eventos que levam a apoptose celular. Paralelamente, a reacao induz a liberacéo
de acidos graxos livres, como o acido araquidénico, que pode ser convertido em
prostaglandinas e leucotrienos, contribuindo para a mediacdo de processos
inflamatdrios e dor, e lisofosfolipidios, que podem ser acetilados em fatores

ativadores de plaquetas desencadeando processos coagulativos [114, 115].

Os efeitos fisiopatoldgicos decorrentes da acdo dessas enzimas sao
amplos e incluem necrose aguda do musculo esquelético, hemorragias, reagdes
inflamatadrias locais (como edema, influxo de leucécitos e dor), paralisia flacida,
cardiotoxicidade e neurotoxicidade. Tais manifestagcbes tornam as PLA,s
componentes de elevada relevancia na toxicidade dos venenos ofidicos, além
de potenciais alvos terapéuticos e biomoleculares de interesse farmacologico
[105].

1.4.1.3 L-aminoacidos oxidases (LAAQOS)

As LAAOs sao glicoproteinas homodiméricas dependentes de FAD, com
massas moleculares entre 50 e 70 kDa. Essas enzimas pertencem a classe das
flavoenzimas e catalisam a desaminacido oxidativa estereoespecifica de L-
aminoacidos, resultando na formacao de a-cetoacidos, ambnia e perdxido de
hidrogénio (H,O,) (Figura 7) [116]. Cada mon6mero da LAAO presente nos
venenos de serpentes (svLAAO) se associa nao covalentemente a um
mononucleotideo de flavina (FAD). A presenga dessas flavinas € responsavel
pela coloracdo amarelada caracteristica de muitos venenos e desempenha um
papel relevante na toxicidade dessas enzimas, principalmente por promover

estresse oxidativo [117].
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Figura 7 - Reacdo de desaminagdao oxidativa estereoespecifica de L-
aminoacidos catalisada por svLAAO.
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Fonte: Adaptado de: Izidoro, et al. 2014 [118].

O H,0O, gerado durante a reacdo catalitica é considerado o principal
mediador dos efeitos citotoxicos das svLAAOs. Esse composto induz
peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas e danos ao DNA, além de
desencadear apoptose pela via mitocondrial intrinseca, resultando na perda do
potencial mitocondrial e na parada do ciclo celular. Assim, as LAAOs exercem

multiplos efeitos citotdxicos e citostaticos mediados pelo estresse oxidativo [115].

A nivel fisiolégico, as L-aminoacido oxidases provocam uma ampla gama
de efeitos. Localmente, essas enzimas induzem edema, dor, eritema e necrose,
resultantes da acao direta sobre os tecidos, da lesdo das células endoteliais e
da ativagdo de processos inflamatérios. A acédo oxidativa também pode
comprometer a integridade dos vasos sanguineos e da matriz extracelular,
contribuindo para o aparecimento de hemorragias. Além disso, as LAAOs podem
promover hemolise, decorrente do dano oxidativo as membranas das hemacias
e causar modulagdo do sistema de coagulagdo, uma vez que essas enzimas
interferem na agregacao e fungédo plaquetaria, favorecendo sangramentos e
desequilibrios hemostaticos. Dessa forma, as LAAOs desempenham um papel
significativo na génese dos efeitos locais e sistémicos observados nos

envenenamentos [119-121].
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1.4.2 Tratamento dos acidentes ofidicos

O tratamento do envenenamento causado por serpentes do género
Bothrops, incluindo Bothrops jararacussu, baseia-se essencialmente na
administragcao de antivenenos especificos. Esses imunobioldgicos constituem a
principal intervencéo terapéutica capaz de neutralizar os componentes toxicos
do veneno e reduzir significativamente a morbimortalidade associada aos
acidentes ofidicos. A soroterapia, ou tratamento com antiveneno, permanece até
hoje como o unico método comprovadamente eficaz para reverter os efeitos
sistémicos e locais do envenenamento botrépico, desde que administrada

precocemente [122].

Os antivenenos sao preparagdes de imunoglobulinas especificas obtidas
a partir do plasma de animais de grande porte, geralmente cavalos, previamente
hiperimunizados com venenos de interesse médico. Apds o processo de
imunizacao, o plasma coletado é submetido a etapas de purificacdo, nas quais
sao isoladas as imunoglobulinas responsaveis pela neutralizagdo das toxinas
[123].

Os antivenenos podem ser monoespecificos, quando direcionados ao
veneno de uma unica espécie, ou poliespecificos, quando desenvolvidos contra
o veneno de diferentes espécies do mesmo género ou de géneros proximos.
Ambos os tipos demonstraram eficacia na neutralizagdo dos efeitos letais e
locais do envenenamento botropico. Contudo, apesar de sua comprovada
eficiéncia clinica, a administracdo e a disponibilidade desses produtos ainda
enfrentam desafios logisticos, econémicos e estruturais, especialmente em
regides rurais e de dificil acesso, 0 que pode comprometer o sucesso terapéutico
[124, 125].

A administragdo do antiveneno deve ser realizada exclusivamente por
profissionais de saude treinados, em ambientes hospitalares ou unidades de
saude com estrutura adequada para o manejo de possiveis reagdes adversas
graves. Essas reagdes, cuja incidéncia pode variar conforme o tipo e a
formulacédo do produto, vao de manifestagdes alérgicas leves a anafilaxia. Em
areas remotas, no entanto, o tempo de deslocamento entre o local da picada e

o ponto de atendimento médico representa um obstaculo critico. O atraso na
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administragao do antiveneno reduz significativamente sua eficacia e aumenta o

risco de complicacgdes locais e sistémicas [126, 127]

Embora o antiveneno seja geralmente eficaz na neutralizagdo das
manifestagcbes sistémicas do envenenamento quando administrado
precocemente, sua acido € limitada no controle dos efeitos locais, como dor,
edema, necrose e destruicido tecidual. Assim, mesmo apds o tratamento, podem
persistir sequelas permanentes, incluindo perda funcional de membros e
deformidades, especialmente quando ha atraso no inicio da terapéutica [126,
128].

Além das limitagcdes farmacoldgicas, os antivenenos apresentam desafios
relacionados a sua logistica e acessibilidade. Trata-se de produtos de alto custo,
cuja disponibilidade em paises em desenvolvimento € frequentemente restrita
por fatores econdmicos, administrativos e de infraestrutura. A distribuicao desses
imunobioldgicos para unidades de atencao primaria € irregular e, muitas vezes,
insuficiente, forgando pacientes a percorrer longas distédncias até centros de
referéncia [129]. Adicionalmente, os antivenenos liquidos exigem condigdes
adequadas de armazenamento e transporte, dependentes de uma cadeia de frio
estavel. Essa exigéncia é particularmente problematica em regides tropicais e de
infraestrutura precaria, onde falhas no sistema de refrigeragdo comprometem a

estabilidade e a distribuicao dos produtos [130].

Portanto, embora os antivenenos representem o tratamento de escolha
para acidentes botrépicos, sua eficacia global ainda é prejudicada por fatores
como atraso no atendimento, baixa efetividade nas manifestagdes locais,
limitacdes logisticas, variabilidade imunologica e restricbes econémicas. Esses
desafios reforgam a necessidade de estratégias complementares, incluindo o
desenvolvimento de terapias adjuvantes e melhorias nos sistemas de
distribuicdo e armazenamento, visando ampliar a eficacia e a acessibilidade do

tratamento [131].
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito antioxidante e o potencial de inibicdo enzimatica da

espécie Jatropha gossypiifolia L. frente as principais enzimas presentes no

veneno de Bothrops Jararacussu.

2.5

Objetivos Especificos

e Preparar os extratos brutos das folhas, inflorescéncia, galhos e
raizes de Jatropha gossypiifolia L e avaliar o potencial antioxidante
destes;

e Avaliar a atividade de inibigdo enzimatica dos extratos brutos frente
as metaloproteinases e fosfolipases A, do veneno de Bothrops
Jararacussu;

e Realizar o fracionamento bioguiado por meio da atividade de
inibicdo enzimatica frente as metaloproteinases e fosfolipases A, do
veneno de Bothrops jararacussu;

e Analisar as fragbes mais ativas e isolar as substancias
responsaveis pela inibicdo enzimatica empregando técnicas de
cromatografia;

e |dentificar as substancias presentes na fragcdo mais ativa por meio
de espectroscopia de massas;

e Avaliar o potencial de inibigdo enzimatica das substancias isoladas
frente as metaloproteinases e fosfolipases A, do veneno de Bothrops

Jararacussu.
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3 MATERIAIS E METODOS

34 Materiais

Metanol, acetonitrila, acido acético grau UV/HPLC, e acido féormico de
grau analitico (85%, v/v) foram adquiridos da Dinamica (Indaiatuba, Sao Paulo,
Brasil). Hexano, dicloromentano e acetato de etila grau analitico foram
adquiridos da Neon (Suzano, Sao Paulo, Brasil). Agua deionizada foi obtida a
partir de um sistema de obtengdo de agua ultrapura (Gehaka®, 150-9001, Brasil).
O reagente de Folin-Ciocalteu, o 2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), o sal de
diaménio do acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), a
2,4 ,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), o acido galico, a catequina e o acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) e a azocaseina foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os outros reagentes
utilizados (acido tricloroacetico, Tris(hidroximetil)aminometano, carbonato de
calcio, DMSO, cloreto de sbdio, cloreto de potassio, fosfato de potassio bibasico,
fosfato dibasico de sédio dihidratado, tricloreto de aluminio hexa-hidratado,
hidroxido de sodio, carbonato de sédio anidro, acido cloridrico, acetato de sédio,
nitrito de sddio, cloreto férrico hexa-hidratado e sulfato ferroso hepta-hidratado)
eram de grau analitico ou superior. O antidoto botropico pentavalente foi

adquirido do Instituto Butanta.

3.5 Obtencao do veneno de Bothrops jararacussu e do antidoto
antibotrépico

O veneno bruto liofilizado de Bothrops jararacussu foi gentiimente
fornecido pelo Prof. Dr. Alexandre Havt Binda, do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. As amostras foram

armazenadas a 4 °C até o momento da utilizagao nos ensaios biolégicos.

Para a realizacao dos experimentos, uma aliquota fixa do veneno foi
ressuspensa em tampao fosfato-salina (PBS, pH 7,4), no volume necessario

para a execugao dos ensaios.
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O antidoto antibotrépico pentavalente foi cedido pelo prof. Dr. Rafael Ciro
Marques Cavalcante do Departamento de Farmacia de Lagarto da Universidade

Federal de Sergipe.

3.6 Material vegetal

Jatropha gossypiifolia L. foi coletado na cidade de Lagarto — SE
(10°55'38.4"S 37°40'20.7"W). As amostras foram devidamente herborizadas e
encontram-se depositadas no Herbario da Universidade Federal de Sergipe
(ASE), sob o numero de registro 44110. A espécie esta registrada no Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN), sob o numero de cadastro A6GD689A.

As diferentes partes da planta foram lavadas em agua corrente, e secas
em estufa de circulagdo de ar forgada (DelLeo®, ABAFD, Brasil) a 40 °C por 72 h
(folhas e inflorescéncia) ou 168 h (galhos e raizes). A matéria-prima vegetal seca

incluiu as folhas (100 g), inflorescéncia (90 g), galhos (30 g) e raizes da planta
(50 g).

3.7 Obtencao do extrato

Para a obtencao do extrato, quantidades adequadas das diferentes partes
secas da planta foram pesadas em balancga semi analitica (Shimadzu®, ATX224,
Japao). O processo de extracdo por decocgédo foi realizado utilizando agua
purificada, na proporgédo de 1:10 (material vegetal/agua), por 15 minutos a 100
°C. A escolha do método de extracdo baseou-se em literatura prévia [8], que
destaca a decocgao como uma das principais formas de uso na medicina popular
(preparo de chas) e em pesquisas anteriores ja realizadas. Os extratos aquosos
obtidos foram entdo filtrados a vacuo utilizando papel de filtro quantitativo,
congelados a -80 °C, e liofilizados (LIOTOP®, L101, Brasil) a - 52 °C, sob pressao
de 350 mmHg, por um periodo de 96 h. Em seguida, foram armazenados a -20

°C até o momento das analises.
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3.8 Obtencao das fragcoes e analises cromatograficas

Para a obtencao das fragbes, empregou-se a técnica de partigao liquido-
liquido a partir do extrato bruto das inflorescéncias. O extrato seco foi
ressuspenso em agua deionizada, na proporgao de 1:15 (extrato seco/agua),
para a obtencdo da fracdo aquosa (volume final de 150 mL). Em seguida,
realizaram-se particdes sequenciais com hexano (3 x 50 mL), diclorometano (3
x 50 mL) e acetato de etila (3 x 50 mL), em ordem crescente de polaridade. Apos
a particao, as fragdes foram coletadas, os solventes organicos foram removidos
por rotaevaporagdo (Fisaton®, 801, Brasil) a pressdo reduzida e a 40 °C,
enquanto a fracdo aquosa foi congelada e posteriormente liofilizada para a

eliminacao da agua.

Uma vez obtida, as fragées foram analisadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) (Shimadzu®, Jap&o) com detector de arranjo de diodos
(DAD) SPD-M20A, equipado com desgaseificador 136 DGU-20A5R, bombas
binarias LC-20AR, controladora CBM-20A e programa LC solution, usando uma
coluna C1g Shim-Pack (250 x 4,6 mm, 10 ym). A fase mdével foi composta por
metanol (A) e agua (B), ambos acidificados com 0,1% de acido acético glacial,
empregando-se o seguinte gradiente de eluicao: 30-100% de A em 40 minutos,
seguido de 100% de A por 20 minutos. As analises foram conduzidas com
temperatura de injecdo de 21 °C, volume de injegao de 20 pL, comprimento de
onda de detecgdo de 262 nm e vazdo de 0,8 mL min~'. Antes da injegédo das
amostras, a coluna foi condicionada com a fase mével metanol/agua 30:70 (v/v)
por 16 min na vazao de 0,8 mL/min. As amostras (concentragido de 1 mg mL™")
foram solubilizadas em metanol (fragdes hexano, diclorometano e acetato de
etila) e metanol/agua ultrapura 1:1 (v/v) (fragao aquosa), filtradas e centrifugadas
antes da injegcdo. Os cromatogramas foram construidos no programa Origin®

versao 10.1.

3.9 Obtencao das substancias isoladas

Inicialmente, as condi¢cbes de isolamento foram definidas em colunas
analiticas, de modo a identificar a que melhor separasse as substancias de

interesse. Desse modo, foi utilizado uma coluna C1g Shim-Pack (250 mm x 4,6
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mm, 10 ym), tendo como fase mével metanol (A) e agua (B), ambos acidificados
com 1,0 % de acido acético glacial, no modo isocratico, com 35% do metanol.
As andlises foram conduzidas com temperatura de injegdo de 21 °C (auséncia
de forno), volume de injecao de 20 pL, comprimento de onda de detecgao de 262
nm e vazéo de 0,8 mL min-'. As amostras, preparadas na concentragdo de 1 mg
mL", foram solubilizadas em metanol e centrifugadas antes da injecéo.
Adicionalmente, foi utilizado uma coluna de fenil-hexil (240 mm x 3,15 mm, 10
pum), fase moével composta por acetonitrila (A) e agua (B), ambos acidificados
com 1,0 % de acido acético glacial, em modo isocratico, com 13,5% de
acetonitrila. As analises foram conduzidas com temperatura de injecéo de 21 °C
(auséncia de forno), volume de injegdo de 20 pL, comprimento de onda de
detecgdo de 262 nm e vazao de 1,5 mL min-'. As amostras, na concentragéo de
1 mg mL-", foram solubilizadas em metanol/agua ultrapura 1:1 (v/v), filtradas em
papel filtro quantitativo (0,45 pm) e centrifugadas antes da injegdo para remogéao

do precipitado insoluvel formado.

Uma vez definidas as condi¢des de analises, realizou-se o aumento de
escala para o isolamento dessas substancias em colunas semipreparativas. O
escalonamento das condigdes analiticas foi realizado utilizando a equacéao

abaixo:
2
S = M Eq. 1
RZ % L,
Onde Rp e Ra sdo os raios da coluna preparativa e analitica,
respectivamente, e Lp e La, sdo os comprimentos das colunas preparativa e

analitica, respectivamente.

As amostras foram injetadas a 50 mg mL-" (1000 pL) e vaz&do de 18,9 mL
min~' na coluna C1s (250 mm x 20 mm, 10 um) e a 25 mg mL™" (700 uL) e vazéo
de 10,1 mL min-" na coluna fenil-hexil (240 mm x 8,33 x 10 ym), seguindo as
condi¢cbes definidas no modo analitico. Apds a separagao e coleta, as fragdes
foram rotaevaporadas a 40 °C e posteriormente liofilizadas até a remocao total

dos solventes utilizados+.
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3.10 Analises das substancias isoladas por espectroscopia de massas

As substancias isoladas foram analisadas em LC/Q-Orbitrap-MS,
constituido por um cromatoégrafo liquido UHPLC (Ultra-High Performance Liquid
Chromatography (Vanquish®, ThermoFisher Scientific, EUA), acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolugao, com analisador de massas do tipo
Orbitrap (Q-Orbitrap MS, Exploris 240, ThermoFisher Scientific, EUA), operando
com ionizagado por eletronebulizagdo aquecida (H-ESI — Heated Eletrospray

lonization).

A analise por UHPLC foi realizada utilizando uma coluna de fase reversa
ZORBAX RRHD Eclipse Plus C1g (50 x 3,0 mm, 1,8 ym), mantida a 40°C, com
volume de injegdo da amostra de 5 pL. A separagao cromatografica ocorreu sob
uma vazao de 0,5 yL min~', com sistema de eluigdo composto por agua (fase A)
e metanol (fase B), ambas as fases modificadas com 0,1% de acido férmico, no
gradiente de eluigdo 0-0,5 min, 10-40% de B; 0,5-6 min 40% de B; 6-7 min 40-
90% de B; 7-9 min 90% de B. Os compostos eluidos foram analisados por
espectrometria de massas utilizando a fonte ionizagdo H-ESI, operando no modo
negativo sob temperatura de vaporizagao de 300 °C, fluxo do Sheath Gas de 40
ua (unidades arbitrarias), fluxo do Auxiliar Gas de 10 ua, temperatura do capilar
de 300 °C, voltagem do capilar de -3500 V e RF da S-Lens de 70%. A aquisi¢ao
dos dados ocorreu no modo Full MS/dd-MS? (Top N) abrangendo uma faixa de
m/z 100 — 1000, com resolugéao de 240000 FWHM (Full Width at Half Maximum)
com taxa de aquisigdo de 1 microscan por segundo. O modo dd-MS?, operou no
modo Data Dependent com aquisicdo de 20 scans, resolugao de 15000 FWHM,
energia de colisdo 30 (Normalized Colision Energy) e janela de isolamento de ~2
u.m.a (unidade de massa atébmica). Os dados obtidos foram processados no
software FreeStyle (versdo 1.5, ThermoFisher Scientific) e os compostos, apds
atribuicdo da féormula molecular com erro menor a 5 ppm, foram identificados
tentativamente, por meio da comparagao dos espectros de fragmentagao, com
os disponiveis nas bases de dados GNPS2 (GNPS - Library Explorer) ou
MassBank (MassBank).


https://library.gnps2.org/
https://massbank.eu/MassBank/

42

3.11  Quantificagdo de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

A quantificagdo dos fendlicos totais dos extratos foi realizada utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteu seguindo a metodologia descrita por Jesus et al.
(2024). Para o ensaio, cada extrato foi dissolvido no respectivo solvente de
extragdo na concentragdo de 0,5 mg mL" e entdo centrifugado para a retirada
de possiveis particulados que pudessem interferir na analise. Na sequéncia, 25
ML do sobrenadante de cada extrato foram misturados com 50 uL do reagente
de Folin-Ciocalteu (10%, v/v) em uma placa de 96 pog¢os. Apdés 5 min, 100 uL de
carbonato de sddio (7,5%, m/v) foram adicionados a mistura. Na sequéncia, a
solugédo foi incubada durante 1 h a temperatura ambiente (25 £ 1 °C) sob
protecdo da luz. Apds esse periodo a absorbancia da mistura foi medida no
comprimento de onda de 765 nm em uma leitora de microplaca (BioTek®,
Synergy H1, EUA). Os CFT foram expressos como miligrama de equivalente de
acido gdlico por grama de peso seco do extrato seco (mg EAG g' Es)
empregando uma curva de calibragéo de acido galico (0-300 mg L") (Eq. 2). Os
experimentos foram realizados em ftriplicata e os resultados foram expressos

como média + desvio padréo.

Eq. 2

Em que, Abs, corresponde ao valor da média do valor da absorbancia
obtido pela amostra, nac) corresponde ao valor do coeficiente linear obtido na
curva de acido galico, mx(ac) correspondente ao valor do coeficiente angular
obtido na curva de acido galico e [Es] corresponde a concentragao (g) do extrato

seco utilizado.

3.12 Quantificagao de Flavonoides Totais (FT)

Os FT dos extratos foram avaliados por meio da reagéo de complexagao
empregando tricloreto de aluminio hexa-hidratado (AICI3.6H20) seguindo a
metodologia descrita por Jesus et al. (2024). Preliminarmente, cada extrato foi
dissolvido no respectivo solvente de extragédo na concentragido de 0,5 mgmL-'e

entdo centrifugado para a retirada de possiveis particulados que pudessem
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interferir na analise. Na sequéncia, 25 uL do sobrenadante de cada extrato foram
misturados com 25 pL de uma solugédo aquosa de NaNO2 (5%, m/v) em uma
placa de 96 pocos e deixado em repouso durante 5 min. Apds esse tempo, 50
ML de uma solugdo aquosa de AICI3.6H20 (10%, m/v) foram adicionados a
mistura e deixado em repouso. Apds 5 min, foram adicionados 200 uL de uma
solugdo aquosa de NaOH (5%, m/v) nos pogos contendo a mistura reacional e
incubados durante 20 min a temperatura ambiente (25 £ 1 °C) sob protecao da
luz. A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 510 nm em uma leitora
de microplaca. Os FT foram expressos como miligrama de equivalente de
catequina por grama do extrato seco (mg EC g™' Es), empregando uma curva de
calibragdo de catequina (0-300 mg L") (Eq. 3). Os experimentos foram
realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média + desvio

padrao.

Eq. 3

Em que, Abs,corresponde ao valor da média da absorbancia obtido pela
amostra, n(c) corresponde ao valor do coeficiente linear obtido na curva de acido
galico, mxc) correspondente ao valor do coeficiente angular obtido na curva de

catequina e [Es] corresponde a concentracéo (g) do extrato seco utilizado.

3.13 Atividade de captura do radical DPPH

Os ensaios de atividades antioxidantes, pelo método da inibi¢ao do radical
DPPH, foram realizados seguindo metodologias descritas na literatura [132].
Inicialmente, cada extrato foi dissolvido no respectivo solvente de extracdo na
concentragéo de 0,5 mg mL-' e entdo centrifugado para a retirada de possiveis
particulados que pudessem interferir na analise. Na sequéncia, 25 uL de cada
extrato foi misturado com 150 pL de solugdo de DPPH (400 pymol L-') em uma
microplaca de 96 pogos. Apos o periodo de incubagéo (30 min sob protegao da
luz), a temperatura ambiente (25 £ 1 °C), a absorbancia de cada amostra foi
medida no comprimento de onda de 517 nm utilizando uma leitora de microplaca.
A capacidade antioxidante de cada extrato foi expressa como micromol de

equivalente de trolox por grama de extrato seco (umol TE g' Es) empregando
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uma curva analitica de trolox (0—1000 uymol L") (Eq. 4). Os experimentos foram
realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média + desvio

padrao.

Eqg. 4

Em que, Abs, corresponde ao valor da absorbancia obtido pela amostra,
n(ac) corresponde ao valor do coeficiente linear obtido na curva de trolox, mx(ag)
correspondente ao valor do coeficiente angular obtido na curva de trolox e [Es]

corresponde a concentragao (g) do extrato seco utilizado.

3.14 Atividade de redugao do ferro (FRAP)

Os ensaios de atividade antioxidante, pelo método de reducéo do ferro
(FRAP), foram realizados de acordo com metodologias previamente descritas na
literatura com algumas modificagées [132]. A solugao reagente de FRAP foi
preparada a partir da mistura de tampao acetato (0,3 mol L"), solugdo de TPTZ
(10 mmol L") e solugédo de cloreto férrico (20 mmol L"), na proporgéo de 10:1:1.
Para cada ensaio, 9 uL do extrato foram adicionados a 27 uL de agua destilada
e 270 uL do reagente de FRAP, nesta ordem, em microplaca de 96 pogos. A
mistura foi mantida em repouso por 30 minutos a 37 °C, protegida da luz, e, em
seguida, a absorbancia foi medida a 595 nm em leitor de microplacas. O poder
antioxidante redutor férrico de cada extrato foi expresso em micromol de
equivalentes de trolox por grama de extrato seco (umol TE g-' Es), com base em
curva padr&o (0—1000 umol L") (Eq. 5). Todos os experimentos foram realizados

em triplicata e os resultados expressos como média £ desvio padrao.

Eq. 5

Em que, Abs, corresponde ao valor da média da absorbéancia obtido pela
amostra, n(ag) corresponde ao valor do coeficiente linear obtido na curva de
trolox, mx(ac) correspondente ao valor do coeficiente angular obtido na curva de

trolox e [Es] corresponde a concentragao (g) do extrato seco utilizado.
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3.15 Inibicao da atividade proteolitica

A atividade proteolitica do veneno foi determinada colorimetricamente
utilizando azocaseina como substrato, conforme descrito previamente na
literatura, com algumas adaptagdes [9]. O veneno reconstituido em tampao PBS
foi pré-incubado por 30 minutos a 37 °C com diferentes concentragées dos
extratos, fracbes ou subfragdes na proporcédo 95 uL de veneno para 5 uL da
substancia de analise. Os extratos foram solubilizados em PBS, enquanto as
fragbes e subfragdes foram solubilizadas em DMSO de modo que a
concentragao final do DMSO fosse de 5%. Em seguida, em cada tubo, foram
adicionados 100 yL de azocaseina (10 ug mL™' em tamp&o Tris-HCI pH 7,4) e
incubados por 90 minutos a 37 °C (SHEL LAB®, SCO5W EUA). A reagéo
enzimatica foi interrompida pela adicdo de 100 uL de acido tricloroacético a 5%.
Apds 30 minutos em temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a
15.000 g por 10 minutos a 22 °C. O sobrenadante (100 pL) foi coletado e
misturado em partes iguais com 0,5 N de NaOH em uma microplaca de 96 pogos
(Multiskan GO®, 1.00.40, EUA). Ap6s 10 minutos a temperatura ambiente, as
amostras foram lidas a 440 nm em um leitor de microplacas. Os brancos para
cada concentragao foram preparados da mesma forma, exceto pela adigao do
substrato que ocorreu somente apds a adi¢ao do acido tricloroacético. O antidoto

antibotropico pentavalentena (250 ug mL-") foi utilizada como controle positivo.

A atividade proteolitica foi determinada com base na reagao de hidrdlise
da azocaseina. O produto da hidrélise, de cor amarelada, foi detectado
espectrofotometricamente a 440 nm. Os resultados foram expressos como
porcentagem de inibigao proteolitica, apresentados como média + erro padrao,

com n = 3 (Eq. 6).

Eq. 6

Em que Abs, corresponde a média da absorbancia da amostra contendo
o extrato testado e Abs_, representa a media da absorbancia do controle

negativo, no qual o veneno foi incubado apenas com o substrato (100% de

atividade enzimatica).
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3.16 Inibicao da atividade fosfolipasica

A atividade antifosfolipase A> contra o veneno foi determinada
turbidimetricamente em microplacas de 96 po¢os usando uma suspensao de
gema de ovo como substrato, como previamente descrito na literatura, com

algumas adaptacdes [9].

Primeiro, a gema de ovo foi misturada com PBS pH 7,4 em uma proporgao
de 1:3 (v/v, gema de ovo/PBS) e, em seguida, centrifugada a 400 g por 2 min em
temperatura ambiente. Apds isso, o sobrenadante foi coletado e a sua
absorbancia foi padronizada a 0,900 utilizando tampao Tris-HCI pH 7,4 para o
ajuste. As condi¢cdes do experimento foram inicialmente determinadas por um
estudo prévio no qual diferentes concentragdes de substratos (determinadas a
partir da leitura de suas absorbancias) foram incubadas com o veneno por 40

minutos.

O veneno reconstituido em tampao PBS foi pré-incubado por 30 minutos
a 37 °C com diferentes concentragdes dos extratos, fracdes ou subfragcdes, na
proporcdo 95 uL de veneno para 5 pL da substancia de analise. Os extratos
foram solubilizados em PBS, enquanto as fragdes e subfragdes foram
solubilizadas em DMSO de modo que a concentracao final do DMSO fosse de
5%.0s brancos para cada concentracao de extrato foram preparados de forma
semelhante, exceto pela substituicdo do substrato por um volume igual de
tampao de ensaio. A atividade antifosfolipasica foi avaliada com base na redugéo
da absorbancia medida a 925 nm, apds incubacédo por 30 minutos a 37 °C,
utilizando leitor de microplaca. A porcentagem de inibicdo da atividade da
fosfolipase A, (PLA,) foi calculada considerando a diminuigao turbidimétrica do
substrato em comparagdo com os controles (Eq. 7). Os resultados foram
expressos como porcentagem de inibigdo da atividade antifosfolipasica, sendo
apresentados como média + erro padrdao da média (n = 3). As amostras foram
comparadas com o antidoto antibotropico pentavalente na concentragcéo de 500

ug mL.

Eq. 7
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Em que Abs, corresponde a absorbancia da reagao contendo o extrato e
o veneno, Abs .. refere-se a absorbancia da reagéo contendo apenas o veneno
(100% da atividade enzimatica) e Abs ., representa o controle no qual apenas

o substrato foi incubado (auséncia de veneno e extrato).

3.17 Ensaio de citotoxicidade (atividade hemolitica)

O ensaio de atividade hemolitica foi realizado baseado na metodologia
descrita por Robert et al., com pequenas modificacdes [26]. Inicialmente, 4 mL
de sangue foram centrifugados a 2.500 rpm por 10 min e o plasma foi
descartado. Os eritrécitos foram lavados 3 vezes em tampao PBS pH 7,4 e por
fim ressuspendidos a 20% (v/v) em PBS. Para o ensaio, 495 pL da suspencgao
de eritrocitos foram incubadas a 37 °C por 60 min com 5 uL dos extratos ou das
fracdes em diferentes concentragdes. O sobrenadante obtido apds centrifugacao
a 10.000 rpm por 2 minutos foi lido em espectofotometro a 540 nm. Triton X-100
a 1% (v/v) foi utilizado como controle positivo (100% de hemdlise de eritrocitos)
e PBS pH 7,4 foi utilizado como controle negativo (auséncia de hemdlise). A
atividade citotdoxica foi calculada baseado na quantidade de hemoglobina
liberada no meio comparado ao controle positivo (Eq. 8). Os experimentos foram
realizados em triplicata e os resultados foram expressos como média = desvio

padrao.

Eq. 8

Em que, Abs, corresponde ao valor da absorbancia obtido pela amostra,
e Absc+) representa a absorbancia do controle positivo em que a suspengao de

eritrocitos foi incubado junto ao Triton X-100.

3.18 Analises estatisticas

Os dados obtidos nos ensaios in vitro (atividades antioxidantes,
enzimaticas e citotoxicas) foram tratados estatisticamente com o programa

GraphPad Prism® 9.0, por meio de Analise de Variancia (ANOVA) de via Unica,
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seguido de poés Teste de Tukey. Para todas as analises estatisticas as diferencas

com p < 0,05 foram consideradas significativas.
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Para facilitar a compreensao e a visualizagdo do delineamento experimental, construiu-se um fluxograma do processo de

isolamento bioguiado pelos ensaios de inibicdo enzimatica (Figura 8).

Figura 8 - Fluxograma do isolamento bioguiado de substancias de Jatropha gossypiifolia.

‘ Jatropha gossypiifolia

Extracio decocgio (1:10 material vegetal/agua)

Extrato bruto inflorescéncias

Extrato bruto folhas
11,90 g (13,2%)

7,25 g (7.2%)

Extrato bruto galhos Extrato bruto raizes V' Ensaio de atividade enzimatica
1,65 g(2,7%) 5,15 ¢ (10.3%) v" Ensaio de atividade antioxidante

Parti¢fo liquido-liquido*

| | | |

‘ Frac@o hexano ’ ‘ Fragao diclorometano ’ | Fragdo acctato de ctila J ‘ Fra¢do aquosa

) P ) v Ensaio de atividade enzimatica
0,0075 g (0,008%) 0,0173 g (0.02%) 0,4667 g (0,54%) 10,8050 g (12.4%)

Isolamento por HPLC-DAD semipreparmivn*’

‘ Orientina ’ ‘ Isoorientina ’ ‘ Vitexina ’ ‘ Isovitexina

v Ensaio de atividade

8,1 mg (0.32%) 5,4 mg (0.21%) 2,8 mg (0.16%) 42 mg (0.25%) enzimatica

Nota: Os rendimentos de obtengéo dos extratos, fracdes e substancias isoladas foram determinados com base na massa de vegetal seco. * Massa do extrato

bruto utilizada para a particao: 11,5 g. # Massa da fragdo aquosa utilizada para o isolamento: 0,3 g (Orientina e Isooreintina) e 0,2 g (Vitexina e isovitexina).
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O fluxograma apresenta as etapas metodoldgicas, desde a obtencéo dos
extratos brutos até as fases subsequentes de fracionamento e isolamento, e
avaliagbes da atividade de inibicdo enzimatica (metaloproteases e fosfolipases),

bem como o ensaio de atividade antioxidante desses extratos.

4.4 Extratos brutos de J. gossypiifolia

Os resultados de rendimento dos extratos brutos demonstraram uma
variagao entre as diferentes partes de Jatropha gossypiifolia. O extrato bruto das
inflorescéncias apresentou o maior rendimento entre as partes vegetais
avaliadas, totalizando 11,9 g (13,2%), seguido pelos extratos das raizes, com
5,15 g (10,3%), das folhas, com 7,25 g (7,2%), e dos galhos, que apresentaram
o menor rendimento, correspondendo a 1,65 g (2,7%). A partir deles, foram

realizados os ensaios de triagem e inibigdo enzimatica.

4.4.1  Quantificacdo de compostos fendlicos totais e flavonoides totais

Os compostos fendlicos e os flavonoides constituem uma ampla classe de
metabdlitos secundarios que desempenham fungbes essenciais para o
desenvolvimento e a sobrevivéncia das plantas, sendo necessarios no processo
de crescimento, atragao de polinizadores e defesa contra doengas e pragas. Em
razao de suas diversas atividades biologicas, a triagem fitoquimica e a
quantificagcdo desses metabdlitos figuram entre as principais abordagens
empregadas na prospecgdo do potencial terapéutico e farmacoldgico de

espécies vegetais [133].

Desse modo, o teor de compostos fendlicos e flavonoides totais foi
determinado nos extratos brutos das diferentes partes da espécie J.
gosyspiifolia. Observou-se a maior concentragao nas inflorescéncias, com 245,7
+ 4,73 mg EAG g7', seguido pelas raizes (83,9 + 0,56 mg EAG g™), galhos (53,6
+ 0,96 mg EAG g™") e folhas (13,2 £ 0,63 mg EAG g7"). No que se refere ao teor
de flavonoides totais, as inflorescéncias também apresentaram a maior
concentragao, com 320,1+ 17,9 mg EC g7', seguido das raizes (28,9 + 23,46 mg
EC g™), galhos (21,4 £ 2,6 mg EC g™") e folhas (2,6 £ 1,9 mg EC g™") (Figura 9)

que foram estatisticamente iguais ente si.
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Figura 9 - Quantificagdo de compostos fendlicos totais (A) e flavonoides totais
(B) dos extratos brutos das folhas, inflorescéncia, galhos e raizes de Jatropha
gossypiifolia.
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Fonte: Proprio autor.

Nota: Letras diferentes representam diferengas estatisticas significativas entre as amostras
(p<0,05).

Nas plantas, a distribuicdo de metabdlitos secundarios tende a ser
especifica de determinada espécie, do 6rgdo, do tecido e do estagio de
desenvolvimento. Mesmo dentro de uma mesma espécie, diferentes partes da
planta podem apresentar variagbes substanciais tanto nos tipos, quanto nas
quantidades desses metabdlitos [134]. Ma e colaboradores (2024), em sua
revisao, analisaram o padrao de acumulo de compostos fendlicos e flavonoides
em diferentes espécies vegetais e destacaram que o teor dessas substancias
nao & uniforme entre os 6rgdos da planta. De modo geral, observou-se maior
concentracdo nas partes aéreas, especialmente em folhas e inflorescencias, o
que se justifica pelo papel desses metabdlitos como agentes antioxidantes,
fotoprotetores e agentes de defesa contra patdogenos e herbivoros. Nas flores,
esse acumulo apresenta ainda mais relevancia, uma vez que muitos compostos
fendlicos e flavonoides atuam na producao de cor e aroma, contribuindo para a
atracdo de polinizadores [135]. Isso pode explicar a maior concentragao
encontrada desses metabolitos nas inflorescéncias da J. gossypiifolia em

detrimento das outras partes da planta.
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Vale destacar que esses metabdlitos sdo conhecidos por suas diferentes
atividades  biologicas, a exemplo de atividades antimicrobianas,
anticancerigenas, ansioliticas, antidiabéticas, antiofidicas e vasodilatadoras,
tendo como principal atividade biolégica atribuidas a eles a atividade

antioxidante, isso destaca o possivel potencial biolégico da espécie [136, 137].
4.4.2 Atividade antioxidante

Os extratos brutos de J. gossypiifolia apresentaram atividade antioxidante
pela captura do radical DPPH e pela reducao do radical férrico, como pode ser
observado na Figura 10. No ensaio DPPH, o extrato das inflorescéncias
apresentou a maior atividade antioxidante (1094 + 20,4 ymol ET g™), seguido
pelas folhas (254 £ 10,7 ymol ET g7') e raizes (198,4 £ 5,1 umol ET g™"') que
foram equivalentes. O extrato dos galhos apresentou a menor atividade de
captura do radical DPPH (68,4 + 10,7 umol ET g™"). No ensaio FRAP, as
inflorescéncias apresentaram a maior atividade antioxidante (1.567,9 + 26,6
umol ET g™), seguidas pelas raizes (415,9 £ 23,1 ymol ET g7") e pelas folhas
(151,9 £ 6,1 ymol ET g7"). A fragcdo proveniente dos galhos néo exibiu atividade
redutora detectavel.

Figura 10 - Atividade antioxidante dos extratos brutos de Jatropha gossypiifolia
pelos ensaios de DPPH (A) e FRAP (B).
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Fonte: Proprio autor.
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Em ambos os métodos, os extratos das inflorescéncias destacaram-se
pelo maior potencial antioxidante. Essa maior atividade pode estar relacionada
a maior presenga de compostos fendlicos e de flavonoides nesse extrato. Os
compostos fendlicos, especialmente os flavonoides, apresentam reconhecida
capacidade antioxidante devido a suas caracteristicas estruturais. Essa atividade
esta relacionada a presencga de grupos hidroxila ligados a anéis aromaticos, o
que Ihes confere alta capacidade de doar elétrons ou atomos de hidrogénio para
radicais livres (Figura 11). Ao realizar essa doagao, o radical livre é neutralizado,
formando um radical fendlico mais estavel. Essa estabilidade & possivel gracas
a ressonancia eletrénica presente na estrutura aromatica desses compostos,
interrompendo reacdes em cadeia responsaveis por danos oxidativos a lipidios,
proteinas e material genético. Nos flavonoides, essa eficiéncia antioxidante é
ainda maior, pois sua estrutura, composta por dois anéis benzénicos conectados
por um heterociclo, aumenta o grau de deslocalizagao eletronica e estabilizagado
do radical formado [138].

Figura 11 - Exemplo de flavonoide (quercetina) estabilizando um radical por
meio de sua estrutura de ressonancia.
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Fonte: Proprio autor.

Isso indica que os compostos presentes nos extratos de J. gossypiifolia
possuem capacidade antioxidante decorrente de multiplos mecanismos de agao,
o que reflete a diversidade estrutural dos compostos fendlicos e flavonoides da
planta. Considerando que os extratos avaliados apresentam atividade
antioxidante, observa-se potencial farmacolégico para o tratamento de
envenenamentos causados pela picada de B. jararacussu, haja vista que, entre
os efeitos induzidos pela peconha, destaca-se a formacao de espécies reativas

de oxigénio (EROs), processo frequentemente associado a acdo das LAAOs.
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Essas EROs contribuem para a citotoxicidade local, sobretudo por meio da
oxidagao de proteinas e pela indugédo de danos ao DNA celular. Dessa forma, os
resultados sugerem que os extratos vegetais, ao atuarem na neutralizagao
dessas espécies reativas, podem representar agentes com potencial capacidade

de atenuar os efeitos oxidativos desencadeados pelo veneno [115].

4.4.3 Inibigcdo da atividade proteolitica do veneno

Inicialmente, avaliou-se o potencial de inibicdo de metaloproteases com
os extratos de J. gossypiifolia (250 ug mL™"). As inflorescéncias apresentaram o
maior valor de inibigdo enzimatica (46,4 + 1,3%), seguido das folhas (30,1 %
4,9%), galhos (27,5 £ 2,7%) e raizes (32,2 = 3,7%), com os trés ultimos n&o
apresentando diferenca entre si (Figura 12). Considerando que o extrato das
inflorescéncias apresentou maior inibicdo, avaliou-se também se essa resposta
ocorria de forma concentragdo-dependente, ou seja, se 0 aumento progressivo
da concentracdo do extrato era capaz de intensificar proporcionalmente o efeito
observado. Para isso o extrato foi avaliado em diferentes concentragdes (500,
250 e 125 ug mL™"). A concentragéo de 500 ug mL-"' resultou em uma inibigéo de
60,8 + 7,6%, enquanto na concentragdo de 250 ug mL' e 125 ug mL"" houve
inibicdo de 46,4 + 1,3% e 38,0 + 4,3% da atividade, respectivamente.
Figura 12 — Inibi¢cdo da atividade proteolitica do veneno de Bothrops jararacussu
pelos extratos brutos das folhas, inflorescéncias, galhos e raizes de Jatropha

gossypiifolia e do antidoto na concentragdo de 250 ug mL-' (A). Avaliagdo da
resposta concentragao/atividade para o extrato bruto das inflorescéncias (B).

A) B)
100 c

100 d
c 80
lu C
o Q
s S 60~
3 E . b
BN S 40+

X
20

Fonte: Proprio autor.
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Os resultados de inibicdo observados mostram-se relevantes, uma vez
que, no contexto do envenenamento por serpentes, muitos dos quadros clinicos
graves estao diretamente associados a agdo de metaloproteases ofidicas,
responsaveis por desencadear hemorragias, processos inflamatorios e
miotoxicidade. Assim, a capacidade inibitéria demonstrada contribui para ampliar
a compreensdo do modo de atuagdo do extrato de Jatropha gossypiifolia frente
as enzimas presentes no veneno, evidenciando seu potencial como agente

modulador dos efeitos toxicos induzidos por Bothrops jararacussu [104, 107].

Além disso, como observado na figura 12B, a medida que a concentragao
do extrato foi aumentada, verificou-se um aumento na capacidade de inibicdo da
atividade enzimatica, sugerindo um perfil de resposta possivelmente dependente
da concentracdo. Resultados semelhantes foram descritos por Felix-Silva et al.
(2014; 2017), ao avaliarem o extrato bruto das folhas de J. gossypiifolia frente
aos venenos de Bothrops jararaca e Bothrops erythromelas. Os autores
relataram que o incremento na razao extrato/veneno e, consequentemente, na
concentragéo do extrato no meio reacional, intensificou o efeito inibitorio sobre a
atividade proteolitica, alcangando niveis de inibicado de 80% e 100%,

respectivamente, na maior proporcao testada (100:1, v/v) [8, 9].

4.4.4 Determinagéo das condicdes para a atividade fosfolipasica

Para a determinacdo das melhores condicdes da atividade fosfolipasica,
avaliou-se a cinética da reacao por 40 minutos em diferentes concentragbes de
substrato. Observou-se que a maior diminuicdo da absorbancia, referente a
hidrolise dos fosfolipideos presentes na gema do ovo, aconteceu nos minutos
iniciais da reacgao. A partir de 30 minutos as curvas apresentaram tendéncia de
platd, com uma reducgao discreta de suas absorbancias, indicando um consumo
quase total do substrato. Desse modo, o tempo de reacado utilizado nos
experimentos de inibicdo das fosfolipases foi 30 minutos. Ja em relacdo a
concentragdo do substrato, observou-se que a concentragdo de 8,4 mg mL™",
referente a absorbancia inicial de 0,900 foi adotada por se situar na faixa linear

de resposta descrita pela lei de Lambert-beer (Figura 13).
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Figura 13 — Avaliacdo do consumo de diferentes concentragdes de substrato
para a atividade fosfolipasica das enzimas do veneno de B. Jararacussu.
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Fonte: Proprio autor.

Valores de absorbancia proximos de 1,0 sdo normalmente utilizados em
métodos espectrofotométricos por fornecerem boa sensibilidade analitica,
mantendo uma boa relagao sinal-ruido e reduzindo desvios de linearidade que
podem ocorrer em absorbancias mais elevadas. Além disso, essa concentragao
proporcionou uma variagao suficientemente ampla do sinal ao longo da reacao
enzimatica, permitindo monitorar o consumo do substrato sem atingir

rapidamente a deplecdo do sistema em decorréncia do consumo total de

substrato [139].

Apods o tratamento desses dados foi possivel determinar a velocidade
maxima aparente (Vmaxapp) € @ constante de Michaelis-Menten aparente (Km app)

das fosfolipases presentes no veneno de B. jararacussu (Figura 14).
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Figura 14 — Cinética enzimatica das fosfolipases em diferentes concentracdes
estimadas de substrato.
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Esses parametros indicam a eficiéncia da enzima em catalisar a reagao e
a afinidade da enzima pelo substrato, respectivamente. Essas informacdes séo
essenciais para entender como inibidores podem afetar a cinética enzimatica e
a eficiéncia da enzima em diferentes condi¢cbes. Conforme demonstrado na
figura, o coeficiente de determinagao obtido (R? = 0,9845) evidencia um bom
ajuste dos dados ao modelo adotado, corroborando a adequagao da metodologia
empregada com as condi¢coes experimentais estabelecidas para a avaliagao da

atividade enzimatica.

4.4.5 Inibigdo da atividade fosfolipasica

Uma vez determinada as condi¢des, o ensaio foi realizado na presenga
dos possiveis inibidores. O extrato das inflorescéncias (250 pg mL™")
apresentaram inibicdo de 72,4 £ 0,3%, seguido pelas raizes (25,1 + 1,5% de
inibicdo), folhas (15,2 £ 1,8% de inibicado) e galhos (17,1 £ 2,0% de inibi¢do) que
foram iguais entre si. Diante disso, avaliou-se também se a atividade do extrato
das inflorescéncias apresenta comportamento concentragao-dependente, sendo
testadas as concentragdes de 500, 250 e 125 yg mL™". Assim, a concentragao
de 500 pyg mL™" alcangou um valor de inibicdo de 100,2 + 2,0%, estatisticamente

igual ao do antidoto, enquanto as concentragdes de 250 uyg mL™" e 125 uyg mL™
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resultaram em inibicdo de 72,4 + 0,3% e 38,6 + 4,1%, respectivamente, como

pode ser observado na Figura 15.

Figura 15 - Inibicdo da atividade fosfolipasica do veneno de Bothrops
Jararacussu pelos diferentes extratos brutos de Jatropha gossypiifolia na
concentracao de 250 uyg mL1 e antidoto na concentracdo de 500 ug mL (A).

Avaliacdo da resposta concentracdo/atividade para o extrato bruto das
inflorescéncias (B).
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Fonte: Proprio autor.

A inibicdo de enzimas fosfolipasicas € um indicador importante do
potencial antiofidico de um composto, pois atua sobre uma das enzimas-chave
envolvidas na toxicidade do veneno incluindo efeitos neurotdxicos, miotdxicos e
inflamatdrios. Assim, quanto maior a capacidade de inibicao das PLA,, maior
tende a ser o potencial do agente testado em atenuar quadros inflamatorios,

dolorosos e necroticos associados ao envenenamento [140].

Nesse contexto, Felix-Silva et al. (2014; 2017) também avaliaram o
potencial do extrato bruto das folhas de J. gossypiifolia frente as enzimas
fosfolipasicas dos venenos de Bothrops jararaca e Bothrops erythromelas. Os
autores observaram que o aumento da proporcédo extrato/veneno foi efetivo
apenas contra o veneno de B. erythromelas, alcangando 100% de inibicdo na
maior proporgéo testada (100:1, v/v). Em contraste, o extrato ndo apresentou
efeito significativo sobre a atividade fosfolipasica do veneno de B. jararaca,
mesmo na proporgao de 200:1 (v/v). De acordo com os autores, essa diferenca

pode estar relacionada a variacao estrutural entre os subtipos de PLA, presentes
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em cada veneno, o que influencia diretamente a interagdo quimica com os
compostos do extrato [8, 9]. Assim, os dados obtidos no presente estudo
sugerem que o extrato analisado possui potencial inibitorio expressivo frente as
PLA, do veneno de B. jararacussu, reforcando sua possivel utilizagdo como

agente antiofidico frente a esse veneno.

4.5 Fracoes de J. gossypiifolia

4.5.1 Inibigéo da atividade proteolitica

Dentre as fragbes testadas, a fragdo aquosa (250 yg mL™") foi a que
apresentou maior atividade inibitoria (78,9 + 1,1%), seguido da fragédo acetato de
etila (41,3 + 2,2%), fragdo hexano (10,4 £ 1,5%) e fracao diclorometano (2,4 +
0,9%). Para a avaliagcdo do comportamento concentragcéo-atividade da fragcéo
mais ativa (aquosa), foram avaliadas as concentragdes de 250, 125 e 62,5 ug
mL-". Na concentragdo de 250 ug mL-'a fragdo apresentou uma inibigao de 78,9
+ 1,1%. Ja nas concentragdes de 125 ug mL-", a inibigao foi de 32,3 + 1,2%, valor
estatisticamente igual ao obtido para a concentragdo de 62,5 uyg mL" (31,2

2,5%), como demonstrado na Figura 16.

Figura 16 — Inibicdo da atividade proteolitica do veneno de Bothrops jararacussu
com as fragdes obtidas do extrato das inflorescéncias de Jatropha gossypiifolia
na concentragdo de 250 pg mL' (A). Avaliagdo da resposta
concentragao/atividade para a fragdo aquosa das inflorescéncias (B).
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Fonte: Proprio autor.
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A variacdo observada na atividade entre as fragdes pode estar
diretamente relacionada as diferencgas qualitativas e quantitativas dos compostos
presentes em cada uma delas. Durante o processo de particao, substancias com
distintas polaridades s&o distribuidas conforme sua afinidade pelos solventes
utilizados, resultando na concentragdao de compostos mais apolares nas fracées
de hexano e diclorometano, enquanto aqueles mais polares se acumulam nas
fracbes acetato de etila e aquosa. Assim, a variagdo observada entre as
atividades pode estar relacionada aos perfis quimicos especificos de cada
fragdo, uma vez que a resposta biolégica parece estar ligada, principalmente, a

presenca de compostos de carater mais polar [141].

Como pode ser observado, a maior concentracdo da fracdo apresentou
inibicdo significativamente superior as demais, enquanto as concentragbes
meédia e baixa resultaram em valores estatisticamente iguais. Esse padrédo pode
ser compreendido pela ocorréncia de um platé na regido inferior da curva
concentragao-resposta. Em extratos complexos, o aumento inicial da dose eleva
rapidamente o efeito até determinado ponto, apds o qual a resposta pode se
estabilizar mesmo com o aumento da concentragao, o que pode ocorrer devido
a ocupagao completa dos sitios enzimaticos de maior afinidade. Somente
concentracdes mais elevadas superam esse limite, promovendo um aumento
efetivo da inibicdo enzimatica, uma vez que com o aumento da concentragao,
outros sitios de agdo menos afins passam a ser ocupados, ocorrendo uma

inibicdo mais completa das enzimas-alvo [142].

4.5.2 Inibigao da atividade fosfolipasica

Assim como no ensaio de inibicdo proteolitica, a fragdo aquosa
apresentou a maior atividade de inibicao fosfolipasica, com inibigdo de 79,6 +
3,7%, seguido da fragao acetato de etila (64,1 + 2,3%). A fragdo hexano (0,7
1,5%) e diclorometano (0,4 + 4,7%) foram estatisticamente iguais e nao
demonstraram atividade inibitéria. Novamente, para a avaliagdo do
comportamento concentragdao-dependente da fragdo aquosa, foram avaliadas as
concentragdes de 250, 125 e 62,5 ug mL™', tendo valores de inibigdo de 79,6 +
3,7%, 56,5 + 3,4% e 30,4 £ 4,0% respectivamente, evidenciando que a atividade

€ dependente da concentracdo usada (Figura 17).
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Figura 17 - Inibicao da atividade fosfolipasica do veneno de Bothrops
Jararacussu pelas fragdes hexano, diclorometano, acetato de etila e aquosa das
inflorescéncias de Jatropha gossypiifolia na concentragdo de 250 yg mL" (A).

Avaliacdo da resposta concentracido/atividade para a fragcdo aquosa das
inflorescéncias (B).
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Fonte: Proprio autor.

De modo semelhante ao ensaio antiproteolitico, os resultados parecem
indicar que a atividade das fragdes diante do ensaio enzimatico parece estar
associada aos compostos mais polares presentes na planta, de modo que as
fragbes hexano e diclorometano ndo apresentaram atividades. Contudo,
diferentemente da atividade de inibicdo proteolitica, a atividade antifosfolipasica
se mostrou concentragao-dependente, demonstrando que a atividade da fracéo

parece estar relacionada a concentragao dos metabdlitos secundarios presente.
4.5.3 Anélise cromatografica das fragbes

As analises cromatograficas foram conduzidas com as fragdes hexano,
diclorometano, acetato de etila e aquosa. Conforme apresentado na Figura 18,
os perfis cromatograficos dessas fragcdes mostram-se distintos, o que indica que
o processo de fracionamento foi eficaz na separagao dos compostos presentes
no extrato bruto. Contudo, observa-se que as fragdes acetato de etila e a aquosa
exibem um conjunto de picos semelhantes, sobretudo nos primeiros 25 minutos

de corrida, que estao ausentes nas fragées hexano e diclorometano.
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Figura 18 - Cromatograma comparativo das fragdes hexano, diclorometano,
acetato de etila e aquosa das inflorescéncias de Jatropha gossypiifolia, obtidos
por CLAE-DAD, em modo analitico.
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Fonte: Proprio autor.

Nota: Pode-se observar em destaque (retdngulo vermelho) os picos comuns entre as fragdes
acetato de etila e hexano. Coluna utilizada C1s Shim-Pack (250 x 4,6 mm, 10 ym), fase moével
composta por metanol (A) e agua (B), acidificados a 0,1% de &cido acético, empregando-se o
gradiente de eluigao: 30-100% de A em 40 minutos, temperatura de injegao de 21 °C, volume de
injecdo de 20 uL, comprimento detecgédo UV-VIS a 262 nm e vaz&o de 0,8 mL min™.

A semelhancga do perfil cromatografico entre as fragdes acetato de etila e
aquosa sugere que ambas as fragdes compartilham determinados compostos.
Considerando que essas substancias nao foram detectadas nas fragées hexano
e diclorometano (inativa enzimaticamente), € possivel supor que esses
compostos possam estar envolvidos na inibicdo das metaloproteases e
fosfolipases. Além disso, a presenga de picos exclusivos em cada fragao e as
diferencas de intensidade entre os picos comuns indicam que, embora
semelhantes, a fracdo acetato de etila e a aquosa nio sao idénticas, e essa

distingao na composigao pode explicar as diferengas nas atividades observadas.
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4.6 Substancias isoladas

4.6.1 Isolamento cromatografico

Inicialmente, foi realizado um estudo para determinar as melhores
condicdes de isolamento. Nesse processo, utilizou-se uma coluna C1g variando
alguns parametros cromatograficos (fase mével, propor¢do dos solventes,
adicdo de modificador organico e vazao), buscando obter uma separacao
adequada dos compostos presentes na amostra. A condigdo cromatografica que
apresentou melhor desempenho na coluna foi aquela empregando vazéo de 0,8
mL min~" e 35 % de metanol na fase movel. Nessas condigdes, observou-se uma
baixa resolu¢gado cromatografica entre os picos a e b, enquanto os picos ¢ e d
apresentaram separagao bem definida (Figura 19). Desse modo essa condigcao
foi a selecionada para o escalonamento e isolamento das substancias c e d.
Figura 19 — Cromatograma analitico (coluna Cig) da fragdo aquosa das

inflorescéncias de J. gossypiifolia, com destaque para os picos de interesse a (t
=18,0 min) b (t = 19,9 min), ¢ (t = 24,9 min), d (t = 34,3 min).
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Fonte: Proprio autor.

Nota: Coluna utilizada C1s Shim-Pack (250 x 4,6 mm, 10 ym), fase moével composta por metanol
(A) e agua (B), acidificados a 1,0% de acido acético, empregando-se modo isocratico, a 35% do
eluente A por 40 min, temperatura de injegéo de 21 °C, volume de injegéo de 20 pL, comprimento
detecgdo UV-VIS a 262 nm e vazao de 0,8 mL min™.
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Apos o escalonamento para uma coluna semipreparativa, foi observada a
coeluicdo dos picos a e b, indicando perda de resolugdo entre eles. Isso
provavelmente ocorreu devido as mudancgas inerentes ao aumento de escala.
Por outro lado, os picos ¢ e d mantiveram boa separacdo, permitindo o
isolamento desses compostos de interesse (Figura 20).

Figura 20 - Cromatograma semipreparativo (coluna C1g) obtido da fragdo aquosa

das inflorescéncias de J. gossypiifolia, com destaque para os picos de interesse
a(t=12,8min), b (t=13,6 min), ¢ (t = 17,2 min), d (t = 22,7 min).
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Fonte: Proprio autor.

Nota: Coluna utilizada C1s Shim-Pack (250 x 20 mm, 10 ym), fase mével composta por metanol
(A) e agua (B), acidificados a 1,0% de acido acético, empregando-se modo isocratico, a 35% do
eluente A por 40 min, temperatura de injecdo de 21 °C, volume de injecdo de 1000 L,
comprimento detecgdo UV-VIS a 262 nm e vazdo de 18,9 mL min".

Diante disso, como nao foi possivel isolar os compostos dos picos ae b
nessas condigdes, partiu-se para uma nova tentativa, utilizando uma segunda

coluna, com o objetivo de melhorar a separagdo desses picos. Desse modo,
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optou-se pela troca para uma coluna fenil-hexil, que realiza interagdes do tipo -
T entre os grupos benzeno, buscando melhorar a seletividade do método. Apods
a realizacao das analises, as melhores condi¢des de isolamento foram aquelas
em que se empregou acetonitrila/agua (13,5/86,5 v/v) como fase movel e vazéo
de 1,5 mL min™'. Nessas condicdes, foi possivel observar uma melhora
significativa na separacédo dos picos de interesse a e b, permitindo, assim, o
avango no processo de isolamento desses outros compostos (Figura 21).

Figura 21 - Cromatograma analitico (coluna fenil-hexil) da fracdo aquosa das

inflorescéncias de J. gossypiifolia, com destaque para os picos de interesse a (t
=12,8 min), b (t = 16,5 min), ¢ + d (t = 25,1 min).
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Fonte: Proprio autor.

Nota: Coluna utilizada Fenil-hexil (240 mm x 3,15 mm, 10 uym), fase mdével composta por
acetonitrila (A) e agua (B), acidificados a 1,0% de acido acético, empregando-se modo isocratico,
a 13,5% do eluente A por 30 min, temperatura de injegao de 21 °C, volume de injegao de 20 L,
comprimento detecgdo UV-VIS a 262 nm e vaz&o de 1,5 mL min™'.

Utilizando a coluna fenil-hexil, foi possivel observar uma melhora na
resolucdo entre os picos a e b, indicando uma separagcao mais eficiente em

comparagao a coluna anterior. Com isso, tornou-se possivel o isolamento das
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duas substancias, evidenciando a maior seletividade dessa fase estacionaria
para esses compostos (Figura 22). Os picos ¢ e d ndo puderam ser isolados
utilizando essa coluna devido a coeluicdo de ambos.

Figura 22 - Cromatograma semipreparativo (coluna fenil-hexil) da fragdo aquosa

das inflorescéncias de J. gossypiifolia, com destaque para os picos de interesse
a(t=7,8min), b (t=10,2 min), c (t= 14,2 min), d (t = 15,4 min).
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Fonte: Proprio autor.

Nota: Coluna utilizada Fenil-hexil (240 mm x 8,33 mm, 10 um), fase mével composta por
acetonitrila (A) e agua (B), acidificados a 1,0% de acido acético, empregando-se modo isocratico,
a 13,5% do eluente A por 30 min, temperatura de injecao de 21 °C, volume de injecao de 700
uL, comprimento detecgédo UV-VIS a 262 nm e vaz&do de 10,2 mL min™'.

Apods o isolamento, as amostras foram reinjetadas nas mesmas condi¢oes
cromatograficas, com o objetivo de confirmar a eficiéncia do isolamento e avaliar

o teor de pureza aproximado das substancias obtidas (Figura 23).
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Figura 23 - Cromatograma das substéancias a, b, ¢ e d isoladas.
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Fonte: Proprio autor.

Apos as estimativas determinadas por CLAE/DAD e a pesagem das
substéncias, chegaram-se as seguintes purezas e rendimentos,
respectivamente: pico a, 98,9 % e 8,1 mg (rendimento de 0,32%); pico b, 96,8 %
e 5,4 mg (rendimento de 0,21%); pico ¢, 98,6 % e 2,8 mg (rendimento de 0,16%);
e pico d, 84,9 % e 4,2 mg (rendimento de 0,25%).

4.6.2 Analise dos espectros de absorbancia as substancias isoladas

Os espectros de absorcdo UV das substancias isoladas foram adquiridos
e analisados para iniciar a sua caracterizagao quimica. A analise desses
espectros é essencial, pois diferentes classes quimicas podem apresentar faixas
especificas de absor¢cdo. De modo geral, moléculas que absorvem radiagao no
UV exibem espectros entre 180 e 400 nm, enquanto absor¢des na regido visivel
ocorrem entre 400 e 780 nm. Assim, a determinagao da faixa de absorcao
contribui diretamente para inferéncias preliminares sobre a natureza estrutural

das substancias isoladas [143].
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Nesse contexto, destaca-se que a classe dos flavonoides apresenta
bandas de absorcao caracteristicas entre 240 e 400 nm, o que permite utilizar o
perfil UV como uma ferramenta de triagem para essa classe de metabdlitos.
Dentro dessa faixa, ocorrem duas bandas principais: a banda I, situada entre 300
e 390 nm, associada ao sistema cromoéforo do anel B (radical cinamoila), e a
banda II, entre 240 e 280 nm, relacionada ao anel A (radical benzoila) como
observado na Figura 24. A presenga, a intensidade e a posi¢cdo dessas bandas
fornecem informagdes importantes sobre o padrdo de conjugagao e possiveis
substituicdes na estrutura flavonoidica, auxiliando a comparagao entre

compostos detectados nas diferentes fragdes [144].

Figura 24 - Estrutura padrao dos flavonoides, destacando os anéis A, B e C.
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Fonte: Proprio autor.

Ao analisar os espectros UV das quatro substancias (Figura 25), observa-
se a presenca de bandas intensas nas regides tipicas de flavonoides, o que
reforca a hipdétese de que esses compostos pertencem a essa classe. Além
disso, os perfis espectrais das substancias a e b mostram grande similaridade

entre si, assim como ocorre com as substancias c e d.
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Figura 25 - Espectros UV das substancias a, b, c e d.
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Fonte: Proprio autor.

Essa semelhanga sugere que cada par pode corresponder a moléculas
estruturalmente relacionadas, indicando que sao compostos oriundos do mesmo

esqueleto flavonoide.

4.6.3 Identificagdo das substancias isoladas por espetroscopia de massas

A identificacdo de metabdlitos secundarios por espectrometria de massas
acoplada a cromatografia liquida (CLAE-EM/EM) constitui uma das principais
abordagens analiticas empregadas em estudos de produtos naturais e
metabolémica. Essa estratégia baseia-se, fundamentalmente, na obtencao de
espectros de fragmentagao (MS/MS), os quais fornecem informagdes estruturais

relevantes a partir dos padrbes de fragmentagdo das moléculas ionizadas [145].

Nesse contexto, inicialmente a massa dos ions foi determinada com base
no padrao isotopo. A formacéo do padrao isotdpico esta diretamente relacionada
a abundancia natural dos isétopos de carbono, sendo o '?C predominante
(~98,9%) e o *C presente em menor propor¢ao (~1,1%). A presenca de "*C
origina o pico M+1, enquanto espécies contendo multiplos atomos desse is6topo

geram picos M+2, M+3. A intensidade relativa do pico M+1 é aproximadamente
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proporcional ao numero de atomos de carbono na molécula, permitindo sua

estimativa com base na relagéo entre os picos M e M+1 [146].

Com base na férmula molecular atribuida ao ion desprotonado [M—-H]", as
estruturas quimicas foram propostas por meio da comparagdao do padrao de
fragmentacao obtido com os padrdes descritos na base de dados GNPS2. Para
isso, foram analisadas as regides de m/z entre 100 e 500, permitindo a
identificacdo de fragmentos caracteristicos e auxiliando na elucidagao estrutural
dos compostos. Dessa forma, foi possivel propor as estruturas dos quatro

flavonoides isolados.

Os compostos a e b apresentaram ion precursor em m/z 447 ([M-HJ]"),
definido com base no seu padrido isotopico, e formula molecular calculada
C21H19011 (Figura 26). A partir disso, foi possivel delimitar que se tratavam de
compostos isbmeros.

Figura 26 - Regidao expandida dos espectros MS/MS das substancias a e b,

evidenciando os padrbes isotopicos dos ions fragmento empregados na
confirmacao da massa dos compostos.
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Fonte: Proprio autor.

No caso especifico dos flavonoides, a elucidagdo estrutural é
frequentemente auxiliada pela observagdo de fragmentos caracteristicos e
perdas neutras. Dentre essas, destacam-se fragmentagbes associadas a
unidades de acgucares (Figura 27). No caso de flavonoides C-glicosilados,
observa-se predominantemente fragmentagdes na unidade de glicose em vez da
perda direta da unidade intacta (162 Da) tipica de O-glicosideos, uma vez que a

ligacdo C—C confere maior estabilidade e impede a perda [147, 148].
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Figura 27 - Espectros MS/MS das substancias a e b obtidos em modo de
ionizagao negativa ([M—H]").
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Fonte: Proprio autor.

Nesse cenario, uma das principais fragmentagdes observadas é a perda
de 120 Da, considerada um marcador para flavonoides C-glicosilados [147].
Essa perda esta associada a eliminacdo de uma fragdo da unidade de glicose,
com formula C4HgO4, resultando na formacao do fragmento em m/z 327. Esse
ion foi 0 mais intenso em ambos os espectros, indicando estabilidade relativa
apos essa clivagem, o que é consistente com a literatura para flavonoides dessa
classe. Outro fragmento relevante foi observado com m/z 357, correspondente a
perda de 90 Da em relagao ao ion precursor. Essa perda pode ser atribuida a
eliminacdo de uma unidade neutra com férmula aproximada C3HsO3, também
derivada da quebra da glicose. Adicionalmente, foi observado o fragmento em
m/z 297, que pode ser interpretado como resultado de fragmentagbes
sucessivas da unidade de agucar seguido de possiveis rearranjos internos da

glicose ligados a estrutura do flavonoide (Figura 27).

Com base nesses valores, foi possivel montar as estruturas tedricas de

fragmentagao formada para ambos os compostos (Figura 28).
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Figura 28 - Perfil de fragmentacéo proposto para a substancia a, baseada nos
dados de MS/MS.
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Fonte: Proprio autor.

Nota: As substancias a e b apresentam perfis de fragmentagdo MS/MS equivalentes, sendo
isdmeros posicionais que diferem na posi¢do da unidade C-glicosidica no nucleo flavonoidico.

A comparagao dos espectros de fragmentagcdao MS/MS obtidos para as
amostras com aqueles disponiveis na GNPS2 permitiu inferir que os compostos
a e b correspondem, respectivamente, a orientina (luteolina-8-C-glicosideo) e a
isoorientina (luteolina-6-C-glicosideo) (Figura 29). Essa atribuicdo foi baseada
na alta similaridade espectral, considerando a distribuicdo dos ions fragmento,
perdas neutras caracteristicas e intensidade relativa dos picos, que permitiram
diferenciar os isomeros. Todos esses dados s&o consistentes com os perfis dos

flavonoides C-glicosilados.
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Figura 29 - Comparagéao dos espectros MS/MS das substancias a e b com os
espectros disponiveis na base de dados GNPS2.
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Fonte: Proprio autor.

Para os compostos ¢ e d o ion precursor foi definido em m/z 431 ([M-H]),
confirmado pelos seus padrdes isotopicos. Ambos tiveram sua formula molecular
calculada em C21H19010, se tratando de isébmeros (Figura 30).

Figura 30 - Regido expandida dos espectros MS/MS das substéncias ¢ e d,

evidenciando os padrbes isotopicos dos ions fragmento empregados na
confirmacgéo da massa dos compostos.
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Fonte: Proprio autor.

Considerando o perfil de fragmentagao, também foi observado a perda de
120 Da consistentes para flavonoides C-glicosilados, resultando na formagao do
fragmento com m/z 311, sendo esse o pico de maior intensidade para ambas as
subtancias. Outro fragmento relevante foi observado em m/z 341,
correspondente a perda de 90 Da em relagdo ao ion precursor, podendo ser
atribuida a quebra parcial da unidade de glicose. Adicionalmente, foi observado
o fragmento em m/z 283, que pode ser interpretado como resultado de perda

quase completa da glicose (Figura 31).
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Figura 31 - Espectros MS/MS das substancias ¢ e d obtidos em modo de
ionizagao negativa ([M—H]").
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Fonte: Proprio autor.

A partir disso, foi entdo proposto os possiveis fragmentos gerados a partir

da fragmentagao das moléculas ¢ e d (Figura 32).

Figura 32 - Perfil de fragmentagao proposto para a substéncia ¢ baseada nos
dados de MS/MS.
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Fonte: Proprio autor.

Nota: As substancias ¢ e d apresentam perfis de fragmentagdo MS/MS equivalentes, sendo
isdmeros posicionais que diferem na posi¢ao da unidade C-glicosidica no nucleo flavonoidico.

Foi utilizado a comparagao dos espectros de fragmentagcédo obtidos com
aqueles disponiveis na GNPS2 e os compostos ¢ e d foram identificados como,
respectivamente, vitexina (apigenina-8-C-glicosideo) e isovitexina (apigenina-6-
C-glicosideo) (Figura 33). Essa atribuicdo foi baseada na alta similaridade

espectral e intensidade relativa dos picos.
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Figura 33 - Comparagéao dos espectros MS/MS das substancias ¢ e d com os
espectros disponiveis na base de dados GNPS2.
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Fonte: Proprio autor.

Com base nos dados obtidos, foi possivel atribuir os compostos a, b, c e
d, as flavonas C-glicosiladas orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina (Figura
34). Vitexina e isovitexina ja haviam sido previamente isolados das
inflorescéncias de Jatropha gossypiifolia [20], mas, por outro lado, este foi o
primeiro estudo a realizar o isolamento de orientina e isoorientina a partir das
inflorescéncias dessa espécie. Esses compostos haviam sido descritos apenas

em extratos das folhas, até o momento [60].

Figura 34 - Estrutura quimica dos flavonoides isolados, orientina, isoorientina,
vitexina e isovitexina.

Orientina Isoorientina
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Isovitexina

Vitexina

Fonte: Proprio autor.

4.6.4 Inibigéo da atividade proteolitica

Apos o isolamento das substancias, o potencial de inibicdo da atividade
proteolitica foi avaliado para cada uma delas. Na concentragdo de 250 uyg mL™
a isoorientina foi a que apresentou o melhor efeito inibitério (91,3 + 7,2%),
seguido da orientina (80,7 + 3,8%), vitexina (50,8 + 1,5%) e isovitexina (51,8 %
1,2%). Estas duas ultimas n&o apresentaram diferengas significativas entre si.
Cabe destacar que a isoorientina apresentou capacidade de inibigao equivalente
a do antidoto (concentragdo de 500 pg mL-'). Os valores de ICso foram
determinados para as 4 substancias, conforme observado na Figura 35.

Figura 35 - Inibigdo da atividade proteolitica do veneno de Bothrops jararacussu
pelas substancias isoladas na concentragdo de 250 ug mL-"! e respectivos ICso.
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Fonte: Proprio autor.



77

Esse foi o primeiro estudo a avaliar o potencial dos flavonoides orientina,
isoorientina, vitexina e isovitexina frente ao veneno de B. jararacussu.
Entretanto, outros flavonoides ja foram testados contra metaloproteinases
presentes em venenos. Preciado, et al. avaliou os flavonoides apigenina,
luteolina, kaempferol, quercetina, miricetina, genisteina, hesperidina, naringina,
catequina e epicatequina frente aos SVMP de B. afrox por meio de ensaio
fluorimétrico, e observou que todos eles apresentaram atividade inibitéria. Dentre
esses compostos, destacaram-se apigenina, epicatequina e miricetina, com esta
ultima apresentando ICs, de 49,3 uM. Vale ressaltar que a metodologia adotada
para a avaliacao foi diferente, contudo, em ambos os experimentos foi possivel

observar o potencial de inibicao dos flavonoides [149].

Castro et al. sugerem que a atividade antiproteolitica dos flavonoides esta
diretamente relacionada a sua capacidade de quelagdo de metais, incluindo o
zinco, essencial a atividade catalitica das metaloproteinases presentes no
veneno [150]. Além disso, estudos de acoplamento molecular demonstram que
os flavonoides podem interagir com residuos de aminoacidos da enzima por
meio de ligagbes de hidrogénio, especialmente aqueles com hidroxilas no anel
B. Esse padrao de interagdo pode explicar a maior atividade observada para a
isoorientina e a orientina (hidroxilas na posigéo 3’ e 4’) em comparagao com a
vitexina e a isovitexina (hidroxila na posi¢ao 3’) [149]. Adicionalmente, intera¢des
hidrofébicas mediadas por anéis aromaticos devem ser consideradas. Assim, é
provavel que o mecanismo de agao envolva multiplos tipos de interagcédo atuando

de forma complementar [151, 152].

4.6.5 Inibigao da atividade fosfolipasica

A atividade anti-fosfolipasica para as substancias foi calculada, com a
isoorientina (99,1 + 5,3%) e a orientina (96,6 + 7,6%) apresentando os maiores
efeitos inibitorios. Além disso, suas inibicdes foram estatisticamente iguais ao
antidoto (concentragdo de 500 ug mL™"). A vitexina e isovitexina apresentaram
inibicdo de 52,5 £ 4,1% e 56,5 + 0,8%, respectivamente, e estatisticamente iguais
entre si. O ICso para as substancias foi calculado, com a orientina apresentando

o melhor resultado, seguido da isoorientina (Figura 36).
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Figura 36 - Inibicdo da atividade proteolitica do veneno de Bothrops jararacussu
pelas substancias isoladas na concentragdo de 250 ug mL™" e respectivos ICso.
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Fonte: Proprio autor.

Pereanez et al. demonstraram que a morelloflavona foi capaz de inibir
a atividade enzimatica da PLA, do veneno de Crotalus durissus cumanensis,
apresentando ICs;, de 480 pM. [153]. Por sua vez, Lindahl e Tagesson
observaram que os flavonoides rutina, quercetina, miricetina, apigenina,
hesperetina, fisetina, catequina e taxifolina exibiram atividade inibitéria frente
a PLA, de Crotalus atrox. Dentre esses compostos, destacou-se a rutina, que
apresentou inibicdo para as PLA: tanto para Crotalus atrox quanto para
Vipera russelli, com IC5, aproximado de 250 uM. Dessa forma, os resultados
obtidos no presente estudo, nos quais orientina e isoorientina também
demonstraram atividade inibitoria, corroboram com a literatura ao evidenciar
o potencial dos flavonoides como inibidores de fosfolipases A, de venenos
ofidicos [154]. Vale destacar que esse foi o primeiro estudo a avaliar
inibidores frente ao veneno de B. jararacussu e os resultados foram
superiores aos demais flavonoides testados em outros venenos.

Foi demonstrado através de estudos de acoplamento molecular que
os flavonoides podem se ligar nas proximidades do residuo His48 da
fosfolipase A,, resultando na inibicdo da atividade enzimatica. Esse residuo
integra o sitio catalitico e participa diretamente da etapa inicial do mecanismo

enzimatico, de modo que sua interagdo com o flavonoide pode interferir na
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coordenacao do Ca?*, cofator essencial para a catalise enzimatica. Além
disso, ha evidéncias de que esses compostos também atuam por
impedimento estérico, bloqueando o acesso do substrato ao sitio ativo da
enzima. No caso da morelloflavona, por exemplo, os anéis A e C
demonstraram ocupar parcialmente o canal hidrofébico de ligacdo ao
substrato, estabelecendo interagdes do tipo TT—1T com residuos aromaticos da
enzima. Essa combinagado de mecanismos contribui para explicar a atividade
inibitéria dos flavonoides sobre a PLA, [153, 155]. Adicionalmente, segundo
Lindahl e Tagesson, a presenga de hidroxilas nas posi¢des 3’ e 4’ do anel B
parece ser um fator determinante para o aumento da atividade inibitéria de
flavonoides frente a PLA,, o que pode explicar, ao menos em parte, o melhor

desempenho observado para orientina e isoorientina [154].

4.7 Avaliacao de citotoxicidade

A literatura reconhece que as espécies do género Jatropha apresentam
potencial toxicoldgico. Os quadros de intoxicagcdo associados aos seus extratos
sdo, em geral, caracterizados por sintomas gastrointestinais, como dor
abdominal, vémito e diarreia, podendo, em casos mais severos, progredir para
manifestagdes neuroldgicas, hepaticas e renais [13]. Considerando esse risco,
foi conduzida a avaliagdo do potencial citotdxico dos extratos por meio do ensaio
de hemdlise. Como o extrato e a fragdo aquosa proveniente das inflorescéncias
demonstraram maior atividade biolégica nos ensaios, essas amostras foram

selecionadas para a investigagao de sua toxicidade.

No modelo experimental utilizado, nenhuma das amostras avaliadas
apresentou atividade hemolitica, mostrando-se estatisticamente equivalente ao

controle negativo (PBS) (Figura 37).
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Figura 37 - Ensaio de citotoxicidade hemolitica do extrato bruto (A) e da fragao
aquosa das inflorescéncias (B).
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Fonte: Proprio autor.

Esses resultados indicam que tanto o extrato bruto quanto a fragao
aquosa nao apresentam potencial hemolitico nas concentracdes analisadas. No
entanto, € importante ressaltar que a auséncia de hemdlise nédo exclui a
possibilidade de outros efeitos toxicos associados as inflorescéncias, o que torna
necessarios estudos adicionais que avaliem diferentes mecanismos de

toxicidade, a fim de garantir a seguranga do seu uso.

5 CONCLUSOES

A Jatropha gossypiifolia apresentou substancias capazes de interferir
em atividades enzimaticas-chave do veneno de Bothrops jararacussu,
evidenciando seu potencial como fonte de compostos bioativos com

aplicacao antiofidica.
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Entre os extratos avaliados, o extrato das inflorescéncias destacou-se
por apresentar os melhores resultados de inibicdo das fosfolipases e
metaloproteases do veneno. A triagem fitoquimica indicou que esse extrato
também apresentava os maiores teores totais de flavonoides, além da maior
atividade antioxidante, sugerindo uma possivel relacdo entre esses
metabdlitos e os efeitos bioldgicos observados. Dentre as fragdes obtidas a
partir do extrato das inflorescéncias, a fragdo aquosa foi a que apresentou
maior potencial inibitério sobre as enzimas avaliadas e a maior presenga de
flavonoides em sua composi¢cao. Quatro flavonoides C-glicosilados foram
isolados dessa fragdo: orientina, isoorientina, vitexina e isovitexina. Todos
eles apresentaram capacidade de inibicao frente ao veneno, com destaque
para a orientina e a isoorientina, que obtiveram resultados de inibicao
estatisticamente iguais aos do antidoto antibotrépico. Esses resultados
sugerem que a atividade da planta possa estar diretamente ligada aos
flavonoides presentes nela. A avaliagao da toxicidade do extrato bruto e da
fracdo aquosa, por meio do ensaio de citotoxicidade de hemacias,
demonstrou que ambas as amostras foram seguras, ndo causando lise

celular em nenhuma das concentragdes avaliadas.

Esses resultados reforcgam o potencial farmacoldgico de Jatropha
gossypiifolia e contribuem para o conhecimento quimico e biolégico da
especie, abrindo perspectivas para futuros estudos voltados ao
desenvolvimento de agentes auxiliares no tratamento de acidentes ofidicos.
Entretanto, torna-se necessaria a realizagao de estudos mais aprofundados,
especialmente ensaios in vivo, a fim de confirmar a eficacia, a seguranca e a

aplicabilidade terapéutica das substancias isoladas e dos extratos avaliados.

PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Como perspectivas, destaca-se a necessidade de realizar estudos in
vivo para avaliar a eficacia antiofidica das substancias isoladas frente aos

efeitos locais e sistémicos provocados pelo veneno de Bothrops jararacussu,
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a fim de determinar seu real potencial de atividade. Além disso, estudos de
toxicidade aguda e crbnica poderiam ser conduzidos para avaliar a
segurancga farmacolégica dos extratos brutos e fragdes obtidas. Também se
faz necessaria a investigacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
inibicdo das enzimas fosfolipasicas e proteoliticas do veneno, bem como a
avaliacdo da possivel agcdo sinérgica entre os flavonoides isolados e a

soroterapia convencional.
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APENDICES

Figura 1A - Representacdo das estruturas quimicas das substancias isoladas da J.
gossypiifolia descritas na literatura.
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Figura 1A - Representacao das estruturas quimicas das substancias isoladas da J.
gossypiifolia descritas na literatura.
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Fonte: Préprio autor.
Figura 2A - Curva de calibragdo do acido galico nas concentragcbes de 25-300
mg L' em agua.
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Figura 3A - Curva de calibragédo da catequina nas concentragdes de 25-500 mg

L-' em agua.
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Figura 4A - Curva analitica de inibicdo do radical DPPH usando trolox 50-1000

umol L' em etanol.

0.800
0.600—

0.400—

Absorbancia

0.200-

R% =0,9989
Y = - 0,0006065x + 0,7042

0.000

Fonte: Préprio autor.

I | I 1
250 500 750 1000

Concentragdo (umol L)



103

Figura 5A - Curva analitica de redugao de ions ferro usando trolox 50-1000 pmol

L' em etanol.
0.800
R?=0,9941
Y = 0,0004736x + 0,1387
0.600-
.S
Q
=]
«S
= 0.400-
2
O
<
0.200
0 200 400 600 800 1000

Fonte: Préprio autor.

Concentragdo (umol L)



