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RESUMO

Os acidentes ofidicos afetam milhdes de pessoas no mundo todo ano, principalmente em regides
tropicais, isso fez com que em abril de 2009 a Organizacdo Mundial da Salde os incluissem na
lista de doengas tropicais negligenciadas. O uso de plantas medicinais para o tratamento de
doengas ou contra o efeito de venenos em acidentes com escorpides, abelhas, vespas, e
principalmente cobras, vem sendo mostrado como terapia complementar ou alternativa as terapias
convencionais a muito tempo. Os mecanismos de interacdo entre os extratos de plantas com
caracteristicas antiofidicas e os componentes que sdo responsaveis pelos efeitos severos do
envenenamento como as fosfolipases A2, proteases, hemorraginas, hialorunidases, proteases,
citotoxinas, miotoxinas e neurotoxinas ndo sao muito claros, o que requer estudos mais
aprofundados. A demora no tratamento é um fator que agrava a situacdo neste tipo de acidente
aumentando a gravidade e os danos neuroldgicos tanto periférico como central. Assim, a busca
por biocomplexos e substancias biotivas nas plantas relacionadas com caracteristicas antiofidicas
e neuroprotetoras se mostra como uma perspectiva para diminui¢éo da gravidade desses acidentes
e possivel forma de terapia conjunta a ja existente em casos de envenenamento. Frente a isso, 0
presente trabalho observou o potencial neuroprotetor e antiofidico do extrato hidroalcodlico de
Ocotea notata tanto no sistema nervoso central como no periférico e avaliou um possivel
mecanismo de acdo farmacoldgica sobre injurias causadas pelo veneno de Crotalus durissus
terrificus a cascavel brasileira. A determinacdo da especificidade das interagdes quimicas entre as
toxinas do veneno e 0s componentes bioativos das plantas é o ponto chave para o
desenvolvimento de fitocomplexos que exibam uma verdadeira eficacia farmacolédgica e uma
menor perda do seu potencial terapéutico. Para o estudo das caracteristicas neuroprotetora e
antiofidica do extrato de Ocotea notata, foram utilizadas as técnicas de fatias de hipocampo de
camundongo, ensaio de MTT e eletromiografia de biventer cervicis de pintainho, com um n=5
amostras para cada condi¢cdo. Com estes experimentos observou-se que o extrato de Ocotea
notata nao induz neurotoxicidade central e periférica em sistema nervoso de mamiferos e aves
e que induz neuroprotecdo contra o veneno de Crotalus durissus terrificus. Foi visto também
que a sua efiiciéncia em contrapor os efeitos neurotdxicos do veneno crotalico pode estar
associada a presenca de flavondides no extrato, sendo assim, estes resultados reforcam o

potencial biotecnoldgico do extrato como um agente antineurotéxico de origem natural.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Acidentes Ofidicos

Estima-se que cerca de 5,4 a 5,5 milhGes de pessoas no mundo sejam acometidas por
acidentes ocasionados por serpentes no mundo por ano, esse nimero € mais evidente em
paises tropicais e subtropicais. Os envenenamentos ofidicos representam um sério problema
de saude publica nos paises subdesenvolvidos, atingindo aproximadamente 420.000 a
2.280.000 de pessoas por ano, sendo que dessas, cerca de 20.000 a 25.000 evoluem para o
Obito (KASTURIRATNE et al. 2008; WARRELL, 2010). Isto fez com que em abril de 2009 a
Organizacdo Mundial da Sadde incluisse acidentes ofidicos na lista de doencas tropicais
negligenciadas, aumentando assim o enfoque para este tipo de acidente. (KASTURIRATNE
et al, 2008)

No Brasil as serpentes sdo consideradas as principais causadoras de acidentes por
animais peconhentos. No mundo existem cerca de 3.000 espécies de serpentes, sendo 410
consideradas venenosas. Os géneros de serpentes venenosas encontradas no Brasil sdo:
Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus. (CEVAP, 2014)

Uma média de 20.000 casos de acidentes ofidicos ocorrem no brasil a cada ano sendo
a maioria deles na Regido Sudeste. A maioria dos acidentes ocorre no verdo, ou seja, entre
janeiro e abril de cada ano.

Os individuos do sexo masculino (74,84%), na faixa etéaria entre 15 e 49 anos e
lavradores sdo os mais acometidos. Nestes casos trata-se de acidente do trabalho. As regides
do corpo mais acometidas sdo os membros inferiores (62,75%), seguidas dos membros
superiores (12,15%). Esses numeros podem ser maiores, pois, muitas vezes esses acidentes
s&o subnotificados (CEVAP 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Uma das maiores dificuldades no que se refere a acidentes ofidicos é a demora no
tratamento. A terapia utilizada atualmente € a sorologica, com soro especifico para cada tipo
de serpente e esta s6 pode ser administrada por equipe médica em unidade hospitalar devido
ao alto risco de reacGes anafilaticas que podem ser causadas pelo soro antiofidico (MOURA;
MOURAO, 2012).

A demora no tratamento agrava os sintomas do envenenamento e pode levar a
sequelas irreversiveis e morte. Sendo assim, o estudo de compostos que possam auxiliar no

desenvolvimento de uma terapia conjunta a soroldgica seria de grande importancia no
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tratamento de acidentes ofidicos e na diminuicdo da intensidade dos sintomas de

envenenamentos.

2.2 Serpentes do Género Crotalus

Serpente do género Crotalus, popularmente conhecidas por cascavéis, sdo encontradas
em campos abertos, areas secas, arenosas e pedregosas e sao raras nas faixas litoraneas. Sdo
facilmente identificadas por possuirem na porcdo terminal da cauda um guizo ou chocalho
(Figura 1), caracteristica peculiar da espécie, (PINHO et al. 2000) cabeca triangular, olhos
pequenos com pupila em fenda, presenca de fosseta loreal e escamas na cabeca, denticéo
solenoglifa, cauda com guizo ou chocalho (CEVAP, 2014).

Figura 1 - Caracteristicas importantes da subespécie Crotalus durissus terrificus: fosseta
loreal, chocalho no fim da cauda e escamas carenadas.

Guizo ou chocalh
Quando o anima
nervoso aciona o guizo

iy

Foceta lorea

Olhos médios e
quenos em tamanho, com

Fonte: Museum Nantes.

2.3 Veneno de Crotalus durissus terrificus

A serpente da subespécie Crotalus durissus terrificus, conhecida como cascavel
brasileira, € a segunda mais importante causa de acidentes ofidicos no Brasil (MOURA;
MOURADO, 2012).
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O seu veneno foi inicialmente estudado por SLOTTA, (1938) tendo sua primeira
proteina isolada e cristalizada conhecida como crotoxina. A composi¢do do veneno de Cdt é
uma mistura de enzimas, proteinas, peptideos e toxinas. Sendo as principais: a crotoxina,
crotamina, giroxina, e convulxina (BARRAVIEIRA et al., 1995). Essa mistura de compostos
induz neurotoxicidade, distdrbios de coagulagdo, miotoxicidade sistémica e insuficiéncia renal
aguda, cuja toxicidade decorre principalmente na presenca da fosfolipase A> crotoxina
(ZORNETTA et al., 2012)

As fosfolipases A2 (PLA2) sdo um complexo heterodimérico, neurotoxico que é o
principal responsavel pelos sintomas de paralisia progressiva e mionecrose em concentracoes
elevadas (MONTECUCCO et al., 2008).

2.3.1 Crotoxina

A crotoxina é o principal componente do veneno da Cdt, foi a primeira proteina
purificada e cristalizada a partir de um veneno de serpente. A crotoxina é uma B-neurotoxina
heterodimérica composta por uma base fraca toxica fosfolipase A2 (PLA 2) e uma parte acida
ndo toxica e ndo enzimatica a crotapotina (SAMPAIO et al., 2010). Pode agir de diferentes
maneiras nas células (Figura 2) e normalmente os efeitos da crotoxina sdo: miotdxico
(GUTIERREZ et al., 2008), neurotoxico (VITAL BRAZIL et al., 2000), nefrotoxico
(AMORA et al, 2006; BARONE; FREZZATTI; SILVEIRA, 2014) e cardiotdxico
(HERNANDEZ et al., 2007).

Nos terminais nervosos, a crotoxina induz alteracbes na liberacdo e recaptacdo do
neurotransmissor Acetilcolina levando a uma diminuicdo lenta e progressiva da contracdo

muscular o que resulta em um bloqueio neuromuscular total (SIMIONI et al., 1990).

2.3.2 Crotamina

A crotamina é uma miotoxina polipeptidica ndo enzimatica, composta por 42 residuos
de aminoacidos com um peso molecular de 4880 Da (MANCIN et al., 1998). E a segunda
principal toxina no veneno de Cdt, estd envolvida na despolarizacdo da musculatura
esquelética e na permeabilidade a ions de sddio (Na*) o que sugere uma ligacdo com canais de
sodio voltagem dependente (RUFF; LENNON, 1998).

Fracdes isoladas do veneno podem ter efeitos diversos no sistema nervoso central,

como no caso da crotamina que em doses baixas intrahipocampais pode promover o aumento
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da memoria persistente em mamiferos (VARGAS et al., 2014). A crotamina também
apresentou uma melhora no tratamento de ratos miasténicos (HERNANDEZ-OLIVEIRA, et
al. 2013), na entrega de agentes antitumorais (KERKIS, et al. 2010) e na ativacdo de canais
de calcio (Ca+) sensiveis a rianodina, aumentando a liberacdo basal de acetilcolina e

dopamina no sistema nervoso central de ratos. (CAMILLO, et al. 2001).

Figura 2 - Esquema resumindo as principais a¢des intracelulares da crotoxina em nervo e musculo. As
setas verdes indicam a interagcdo com receptores de membranas e sua interiorizagao por endocitose ou
receptacao de vesiculas podendo agir diretamente na lise celular. A setas vermelhas indicam a via de
interacdo com lipideos de membrana que altera a permeabilidade da membrana e perda da seletividade
de ions aumentando o influxo de Ca*. As setas azuis indicam a via de entrada de Ca* extracelular
aumentando a sua concentracdo intracelular o que leva a (1) aumento da liberacdo de acetilcolina no
terminal nervoso, (2) hipercontratura muscular (3) ativagdo de PLA2 enddgenas (4) ativacdo de
mecanismos de degradagdo celular. A ativacao dessas vias leva ao bloqueio neuromuscular e necrose

celular.

Crotoxina

J— e
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Fonte: Adaptado de (SAMPAIO, et al. 2010)
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2.4 Ocotea notata (Nees) Mez

A Ocotea notata (O. notata) (Figura 3) € uma arvore de aproximadamente 15m de
altura com floracdo entre fevereiro e marco e frutificagho em maio, junho e novembro.
Apresenta uma distribuicdo ao longo da costa atlantica brasileira, desde Sergipe até o Parana,
ocorrendo principalmente nas restingas. (QUINET, 2005).

Primeiramente foi considerada como O. glaucina (Meisn.) Mez e O. gardneri
(Meisn.) Mez como sinénimos de O. notata. Em 1889, Mez ja considerava as espécies afins
entre si, diferenciando-as pela forma das folhas e, principalmente, pelo tipo de habitat; as duas
primeiras tidas como tipicas de floresta Atlantica Montana e Baixo-montana e a Gltima restrita
as restingas (QUINET; ANDREATA, 2002).

Nestas regides onde é encontrada é popularmente conhecida como canela-branca e sua
madeira € muito utilizada para fazer moirGes e também para fins ornamentais e suas cascas e

folhas s&o muito utilizadas pela medicina popular (KROPF et al, 2006).

Figura 3: Frutos e folhas de O. notata.

Fonte: Jens G. Rohwer

Apesar do crescente nimero de publicacdes com espécies de Ocotea e também da
utilizacdo de varias dessas espécies na medicina popular, o primeiro estudo fitoquimico com
O. notata foi feito por Garret (2014). Neste estudo foram identificadas 10 substéncias que ja
haviam sido descritas na literatura. Estas sdo: (+)-catequina, (-)-epicatequina, uma

proantocianidina trimérica seqlienciada como (epi)catequina-A-(epi)catequina-(epi)catequina,



14

isoquercitrina, reinoutrina, miquelianina, quercitrina, kaempferol-3-O-a-ramnopiranosideo,
quercetina e kaempferol. (GARRETT et al. 2014).

O oleo essencial de O.notata demonstrou atividade antibacteriana comprovada pelo
teste de difusdo em disco (GARRETT, et al. 2007) e também atividade anti-herpética
(GARRETT, 2012). Essa gama de atividades biologicas mostra diversidade de utilizacéo e
potencial biotecnoldgico deste extrato vegetal.

A descricdo fitoquimica da espécie € de fundamental importéncia para estudos de
atividade dos compostos bioativos advindos dos seus extratos, pois, podemos comparar suas
atividades com compostos ja conhecidos e tentar elucidar mecanismo de acdo e potenciais
usos biotecnoldgicos. No caso da O. notata a sua composi¢cdo rica em flavonoides e em
analogos da quercetina foi um importante dado, pois, sabe-se que estes compostos podem

influenciar nos mecanismos de acéo das PLA..
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3 JUSTIFICATIVA

A busca de novos compostos naturais bioativos com propriedades neuroprotetoras e
antiofidicas é de suma importancia. A grande dificuldade encontrada para o socorro imediato
das vitimas de acidente ofidicos, pode levar a uma piora do quadro clinico, acarretando muitas
vezes danos irreversiveis ao sistema nervoso. A utilizacdo de compostos de facil manuseio e

aplicacédo poderia diminuir esses danos e diminuir a gravidade desses acidentes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Analisar o potencial antiofidico e neuroprotetor do extrato de Ocotea notata frente ao
veneno de Crotalus durissus terrificus.

4.2 Objetivos especificos

e Investigar se o extrato hidroalcodlico de O. notata possui atividade neurotdxica
periférica e central por meio de ensaios em juncdao neuromuscular de aves e fatias de
cérebro de camundongos.

e Observar a atividade antiofidica do extrato de Ocotea notata na jun¢do neuromuscular
de aves frente ao veneno de Crotalus durissus terrificus.

e Estudar o possivel mecanismo da agdo antiofidico da Ocotea notata sobre o sistema
nervoso central de mamiferos e periférico de aves frente ao veneno de Crotalus
durissus terrificus.
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5 METODOLOGIA

5.1. Reagentes e venenos.

Todos os produtos quimicos e reagentes foram obtidos da Sigma, Aldrich, Merck ou
BioRad. O veneno de Crotalus durissus terrificus, foi gentimente doado pelo Dr Jisé Carlos
Cogo, do Centro de Estudos da Natureza (CEN) da Universidade do Vale do Paraiba,
UNIVAP.

O extrato de O. notata foi gentilmente cedido pelo Dr Leandro Machado Rocha da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal Fluminense.

5.2. Animais.

Camundongos adultos com peso entre (28-35g) de ambos os sexos foram fornecidos
pela Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Os pintainhos, HY-LINE com idade 4 -10
dias, serdo fornecidos pela agropecuéria Sinuelo (Sdo Gabriel, RS, Brasil) e mantidos no
biotério da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA). Os animais foram mantidos em
condic@es de ciclo de 12 horas de luz e escuro, com comida e agua ad libitum. O estudo foi
feito em concordancia com as diretrizes do Conselho Brasileiro para experimentacdo animal
(COBEA) e CEUA UNIPAMPA.

5.3. Preparacéo de fatias de Hipocampo.

Camundongos foram decapitados e tiveram 0s cérebros removidos imediatamente, o
hipocampo foi dissecado e mantido em gelo, umedecido com solucdo HEPES-salina gelada
aerada com O2 (124mM NaCl, 4mM KCI, 1.2mM MgS04,12mM glicose, 1mM CaCl2, e
25mM e HEPES pH 7,4). As fatias de hipocampo foram obtidas com o Mclwain tissue
chopper, que foi usado para obter fatias de aproximadamente 0,4 mm, que foram separadas e
pré-incubadas a 37°C por 30 min em placas de micropogos com solucdo HEPES-salina
(200puL/tatia) (DAL BELO, 2013). Posteriormente o meio fresco foi substituido (200uL/fatia)
para a condicdo controle e tratamentos com Cdt (10 ug/mL), EHON (50-300 ug/mL), EHON
(150 ug/mL) + Cdt,(10 ug/mL),e incubados por uma hora a (37C).
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5.4. Viabilidade das fatias de hipocampo

Imediatamente ap0s a incubagdo com o tratamento, as fatias foram submetidas ao teste
com 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) e (05% em
HEPES-salina) por 30 min (37oC). O MTT € convertido em formazan roxo que é produto da
clivagem do anel tetrazolico pelas mitocondrias desidrogenases. O formazan foi dissolvido
pela adicdo de DMSO que resultou em um composto colorido com densidade 6tica de (A =
500 nm) e foi medido em um equipamento de leitura ELISA (LIU et al. 1997)

5.5 Preparacdo biventer cervicis de pintainho

Apos o sacrificio com cloroférmio o animal foi fixado a uma placa de dissecacdo em
posicdo de supino, os musculos foram dissecados e montados nas cubas do banho de 6rgéo
semi isolado (AVS Instrumentos, Sdo Carlos/SP, Brasil) para registro miografico. A
preparacdo nervo-musculo biventer cervicis foi montada sobre tensdo de 1 g em solugdo de
meio Krebs basico a 37°C, contendo em mM: 120 NaCl, 2 KCI, 2 CaCl,, 1,19 MgSQOg, 1,18
KH2PO4, 11 glicose e 2,6 NaHCOs-pH 7,4, aerado constantemente com mistura de
carbogénio (95% 02 e 5% COy) estabilizando por 30 min antes do uso (RODRIGUES-
SIMIONI, et al. 2004)

O estimulo elétrico aplicado foi supramaximal indireto (0,1Hz, 0,2ms, 6-8V)) através
de eletrodos de platina bipolares conectados a um estimulador elétrico (AVS Instrumentos,
Sdo Carlos, SP). Registros de amplitude de forca de contracdo muscular foram registrados por
120 min e respostas evocadas a Ach (acetilcolina) (110 uM) e KCI (cloreto de potassio) (20
pM) foram feitas antes e depois da incubag&o.

Para a situacdo controle o registro foi feito com estimulo elétrico e solucdo de Krebs,
os tratamentos foram feitos com Cdt (10 ug/mL), EHON (150 ug/mL), EHON+Cdt (150

ug/mL;10 ug/mL). Todos os experimentos foram feitos com n=5 e gravados por 120 min.
5.6 Analises estatisticas
Os resultados foram expressos como a média £+ EPM e foram comparados

estatisticamente usando o teste ANOVA e seguido do teste “t” de Student. Os dados foram

considerados significativos quando p<0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Ensaios de viabilidade celular

O uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas ou contra o efeito de
venenos em acidentes com escorpides, abelhas, vespas, e principalmente cobras, vem sendo
mostrado tanto como terapia complementar ou alternativa as terapias convencionais
(SOARES, et al., 2005). Uma questdo importante quando se trabalha com extratos vegetais é
decidir a dose a ser utilizadas nos testes.

Para determinar as concentracdes do extrato de O. notata a serem utilizadas nos
ensaios de viabilidade celular e de eletromiografia, foi feito um pré-teste onde as fatias de
hipocampo eram expostas a diferentes concentragdes do extrato.

No teste de viabilidade celular as concentraces de 150ug/mL e 50ug/mL foram as
que demonstraram maior eficiéncia 70+£5% e 40+2% n = 3 (P < 0,05) respectivamente em
relacdo ao controle apenas com meio, sendo assim, o extrato ndo demostrou toxicidade as
células hipocampais. Para o0s testes posteriores foi seleciona da concentracdo de
150pg/mL.(Figura 4).

Figura 4: Efeito do extrato hidroalcodlico de O. notata (EHON) na viabilidade celular de fatias
hipocampais de camundongos. Fatias de hipocampo foram incubadas com EHON (50, 100, 150 e 300
ug/mL) durante 1 hora. A viabilidade celular foi mensurada pelo teste MTT. Valores estdo expressos
em % do controle que sdo as fatias ndo tratadas (valores sdo significantes £ E. P. M., n=3 P < 0.05
comparado ao controle).

200 7
il EHON (50ug/mL)

EHON (100ug/mL)
EHON (150ug/mL)
EHON (300ug/mL)
Cdt 10ug/ml
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150 A

100
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A incubacdo do veneno de Cdt na dose de 10upg/mL mostrou um decréscimo
significante na viabilidade celular 48 + 2%, n = 3, P < 0.05. Quando o extrato foi incubado
30min antes com o veneno de Cdt 10ug/mL foi observado um aumento significativo na
viabilidade celular quando comparado ao controle com Cdt (54+2% e 58+4%,
respectivamente para as concentracGes de 150 e 300 pg/mL). O extrato hidroalcoolico de
Ocotea notata demonstrou eficicia em contrapor a neurotoxicidade induzida pelo veneno da
cascavel brasileira sobre o sistema nervoso central de mamiferos (Figura 5).

Segundo Dal Belo et al. (2013) o extrato de H. Brasiliense e o flavonoide isolado
quercetina tem a capacidade de contrapor os efeitos do veneno de Cdt sobre o sistema nervoso
central de camundongos e sistema nervoso periférico de pintainho. Os resultados obtidos
neste estudo indicam que o extrato de O. notata também ¢é eficiente contra o veneno de Cdt
nestas situacOes, isso pode estar relacionado com 0s compostos presentes neste extrato.
Garret, et. al (2010) mostraram a presenca de quercitina e outros compostos semelhantes a ela
no 6leo essencial das folhas de O. notata, 0 que pode estar agindo na inibicdo das PLA.,

levando a diminuicdo da morte celular.

Figura 5: Efeito do Cdt na viabilidade celular de fatias hipocampais de camundongos. Fatias de
hipocampo foram incubadas com EHON (150 ug/mL) na presenga de Cdt (10ug/mL) durante 1 hora.
Controle negativo (controle -) tratado apenas com Cdt (10ug/mL) A viabilidade celular foi mensurada
pelo teste por MTT. Valores estdo expressos em % do controle positivo (controle +) que séo as fatias
ndo tratadas (valores sdo significantes = E.P.M., n = 3 (P < 0.05) comparado ao controle).
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Cdt 10 ug/mL + EHON (50 ug/mL)

Cdt 10 ug/mL + EHON (100 ug/mL)
Cdt 10 ug/mL + EHON (150 ug/mL)
Cdt 10 ug/mL + EHON (300 ug/mL)
Cdt 10 ug/mL
« Meio HEPES

100+ -~
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o
1
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o
L



21

6.2 Biventer cervicis

Nos testes feitos utilizando a preparacdo biventer cervicis o EHON preveniu
eficientemente o bloqueio neuromuscular causado pelo veneno de Cdt ~20%. O tratamento
utilizando apenas o EHON n&o apresentou grande variagdo com referéncia ao controle (Figura
6(a)), o blogueio neuromuscular induzido pelo Cdt pode ser observado no registro
eletromiografico (Figura 6(b)).

Normalmente o bloqueio causado pelo veneno ndo é reversivel apos lavagem, no
entanto, o extrato foi capaz de permitir a reversédo do bloqueio neuromuscular induzido pelo
veneno de Cdt, apds lavagem. (Figura 7(a)(b)).

Estas informacdes sdo significantes por duas razBes. Primeiro, devido a grande
relevancia clinica em reverter um estado de bloqueio muscular normalmente irreversivel, e
segundo, porque isso sugere que 0 extrato possa estar atuando na via mecanica de ligacdo do
veneno por uma interagéo direta com 0 mesmo.

Este mecanismo é talvez o mais envolvido na acdo de produtos fitoquimicos presentes
em extratos de plantas (BIONDO et al., 2003), e pode explicar o efeito “protetivo” de plantas
quando pré-incubados com veneno antes do teste em estudos biolégicos (HASLAM, 1996). O
EHON inibiu potencialente a atividade do veneno crotalico, isso sugere que esse extrato possa
ser uma fonte poderosa de inibidores naturais de PLA>. Flavonoides, quinonoides, polifenois
e terpenoides, junto com outros metabolitos secundarios de plantas possuem proteinas que se
ligam a enzimas que podem ter propriedade inibitéria sobre venenos de serpentes (ASUZU;
HARVEY, 2003). Sendo assim, a composicdo do extrato de O. notata pode estar agindo de
forma inibitoria contra as PLA: presentes no veneno de Cdt.
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Figura 6: Atividade neutralizante de O. notata contra o veneno de Cdt em preparacao biventer cervicis
de pintainho. (a) A figura mostra o efeito inibitério do extrato de O. notata (150 ug/mL) contra o
veneno de Cdt (10 ug/mL). Quando o extrato de O. notata foi aplicado isoladamente no banho de
6rgdos ndo houve alteragdo significativa na contragdo muscular em comparacdo com o controle
somente com solucdo Krebs. No grafico cada ponto representa a média + E.P.M da porcentagem da
resposta contratil em relacdo ao controle antes da adi¢cdo dos tratamentos (n=5).(b) Registro
eletromiografico representativo do bloqueio neuromuscular induzido pelo veneno de Cdt (10 pg/mL).
* p<0.05.
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Figura 7: Atividade neutralizante e de reversdo do bloqueio neuromuscular de O. notata
contra o veneno de Cdt em preparacdo biventer cervicis de pintainho. (a) A figura mostra o
efeito inibitério do extrato de O. notata (150 pg/mL) contra o veneno de Cdt (10 ug/mL) e
reversdao do bloqueio neuromuscular apos lavagem da preparacdo. No gréafico cada ponto
representa a média + E.P.M da porcentagem da resposta contratil em relacdo ao controle antes
da adicdo dos tratamentos (n=5).. (b) Registro eletromiografico representativo do bloqueio
neuromuscular induzido pelo veneno de Cdt (10 pg/mL) e reversdo do blogueio
neuromuscular pos-tratamento com EHON e Cdt. * p<0.05.
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7 CONCLUSOES

Com este estudo observou-se que o extrato de Ocotea notata ndo induz
neurotoxicidade central e periférica em sistema nervoso de mamiferos e aves. Também foi
visto que o mesmo induz neuroprotecdo contra o veneno de Crotalus durissus terrificus. Essa
eficiéncia em contrapor os efeitos neurotdxicos do veneno crotalico pode estar associada a
presenca de flavondides no extrato. Sendo assim, os resultados reforcam o potencial

biotecnoldgico do extrato como um agente antineurotoxico de origem natural.
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