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3. Introdução 

O uso das plantas tem tido grande importância no tratamento contra doenças desde 

os tempos antigos. Na verdade, na medicina tradicional, plantas medicinais e formulações 

à base de plantas desempenham um papel crucial na prevenção e mitigação de diferentes 

doenças humanas (Asad et al., 2011; Nabavi et al., 2015). O conhecimento tradicional 

também é utilizado para acidentes com animais peçonhentos em todas as partes do 

mundo muito antes da invenção dos antivenenos (Ambikabothy et al., 2011). As pessoas 
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têm aceito as propriedades antiofídicas das plantas mesmo sem saber de seu valor 

científico verdadeiro, pois os extratos vegetais possuem mais de uma propriedade 

química, o que fornece uma fonte riquíssima de compostos farmacologicamente ativos 

(Ambikabothy et al., 2011). Os mecanismos exatos da ação de componentes de extratos 

das plantas permanecem em grande parte elusiva, no entanto, alguns compostos como o 

ácido rosmarínico (Ticli et al., 2005; Aung et al., 2010), quercetina (Nishijima et al., 2009), 

e glicirrizina (Assafim et al., 2006) podem inibir atividades biológicas de alguns venenos 

de serpentes in vivo e in vitro. 

Bellucia dichotoma Cogn. é uma planta pertencente à família Melastomataceae, de 

porte médio, chegando a até 10 m de altura. Produz frutos comestíveis e está distribuída 

em quatro Estados da Região Norte: Acre, Amapá, Amazonas e Pará (Baumgratz, 2013). 

É popularmente conhecida como goiaba-de-anta devido aos seus frutos serem muito 

comidos pelas antas e outros animais. B. dichotoma é utilizada no tratamento contra 

acidentes ofídicos por moradores de comunidades em Santarém, no Pará, pelo preparo 

de chá com as cascas da planta (Moura et al., 2013; Moura et al., 2014; Moura et al., 

2015). Em trabalhos anteriores com B. dichotoma coletada em Santarém nosso grupo 

observou que o extrato aquoso preparado apresentou uma atividade antiedematogênica 

significativa frente ao veneno de Bothrops atrox. À esta serpente é atribuída a maioria dos 

casos de acidentes ocorridos na Região Norte. 

Diante do exposto, o objetivo do primeiro projeto de PIBIC foi comparar os 

espécimes de Bellucia dichotoma de regiões geográficas distintas afim de verificar a 

existência de diferenças significativas quanto aos seus potenciais antiofídicos sob dois 

protocolos – pré incubação (veneno: extrato), e sem pré-incubação. Os espécimes foram 

coletados em Santarém-Pará e em Manaus-Amazonas e testados quanto as atividades 

fosfolipásica A2, coagulante e enzimática do veneno de B. atrox. Os resultados 

demonstraram que sem o processo de pré-incubação ambos os extratos aquosos não 

inibiram significativamente as atividades do veneno. Todavia, quando utilizado o protocolo 

de pré-incubação as atividades do veneno foram retardadas ou inibidas em 100%, 

indicando que há uma interação de componentes químicos, dos dois exemplares da 

planta, com proteínas do veneno. A maioria dos trabalhos que estuda o potencial 

antiofídico de plantas, das quais as pessoas fazem uso, atribuem essa interação aos 

compostos fenólicos, especificamente os taninos. Os taninos estão presentes nos 

vegetais e são capazes de formar complexos com proteínas, o que fortemente sugere que 
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estes formam complexos com as proteínas do veneno, inibindo assim suas atividades. 

Como continuidade do trabalho decidimos, para o presente estudo, analisar os perfis 

fitoquímicos de forma qualitativa nos dois exemplares de Bellucia dichotoma.  

 

4. Justificativa 
Um certo número de plantas é utilizado na medicina popular no combate aos efeitos 

dos acidentes ofídicos no mundo todo, principalmente em regiões onde o acesso à 

soroterapia é restrito ou inexistente. Na Região Amazônica a utilização de preparados 

oriundos de plantas em acidentes ofídicos ainda é bastante comum, muitas vezes a única 

alternativa para muitas comunidades. Por exemplo, o extrato aquoso das cascas de 

Bellucia dichotoma Cogn. (Melastomataceae) é usado tradicionalmente como decocção 

para tratamento de picada de serpente e sua eficácia já foi confirmada em trabalhos 

anteriores, realizados por alguns dos pesquisadores do nosso grupo (Moura et al., 2013; 

Moura et al., 2014; Moura et al., 2015). Essa espécie vegetal apresenta distribuição 

geográfica em quatro Estados da região Norte: Acre, Amazonas, Amapá e Pará 

(BAUMGRATZ, 2013). O estudo continuou com a comparação do potencial antiofídico dos 

extratos aquosos de B. dichotoma coletados em Manaus e Santarém, preparados de 

acordo com forma tradicional (decocção) frente às atividades testadas in vitro do veneno 

de Bothrops atrox e verificar o seu perfil fitoquímico. A renovação permitiu a elaboração de 

novos testes frente às atividades coagulante e enzimáticas para que possamos publicar 

os dados comparativos. Além disso, foram verificados os perfis fitoquímicos dos dois 

espécimes coletados para observar se há diferença entre os componentes químicos, uma 

vez que são plantas da mesma espécie, mas de localidades geográficas diferentes.  

5. Objetivos 
5.1. Objetivo geral: Comparar os efeitos bloqueadores dos extratos aquosos de 

Bellucia dichotoma, elaborados das cascas coletadas de espécimes oriundas de Manaus-

AM ou de Santarém-PA, frente às atividades biológicas induzidas pelo veneno de 

Bothrops atrox. 

5.2. Objetivos específicos: 
1) Preparar extratos aquosos provenientes das cascas de Bellucia dichotoma de 

acordo com o método tradicional; 
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2) Comparar os efeitos bloqueadores dos extratos aquosos de B. dichotoma coletada 

em dois locais distintos (Manaus-AM e Santarém-PA), frente às atividades 

coagulante e proteolítica (zimografia) induzida pelo veneno de Bothrops atrox; 

3) Avaliar a ação direta dos extratos de B. dichotoma sobre o veneno de B. atrox por 

eletroforese (SDS-PAGE) e Western Blot; 

4) Determinar os perfis fitoquímicos dos extratos de B. dichotoma coletada em 

Manaus-AM e Santarém-PA. 

6. Metodologia 

6.1 Coleta e identificação do Material Vegetal  
As amostras de cascas da espécie vegetal Bellucia dichotoma foram 

coletadas em área de savana, nas proximidades da comunidade de Cucurunã 

(02º27’21.0”S e 54º47’45.7”W) Santarém, Pará, e no Bairro do Tarumã, Manaus, 

Amazonas, Brasil (2º58’46.62’’S e 60º5’20.86’’W). Exsicatas foram feitas em todas 

as coletas para confirmação da identificação botânica da espécie. A identificação 

botânica da espécie proveniente de Santarém- PA, foi realizada no Herbário 

EMBRAPA/Amazônia Oriental (Belém – PA, Brasil), e a exsicata encontra-se 

depositada sob o código (IAN) 185213.  A identificação botânica da espécie 

proveniente de Manaus-AM foi realizada no Herbário do Instituto Nacional de 

Pesquisas Amazônicas – INPA e a exsicata encontra-se depositada sob o código 

INPA N0 268216.  Uma cópia da exsicata foi depositada no Herbário da 

Universidade Federal do Amazonas – UFAM, sob o número de registro 10071. Os 

exemplares foram coletados na mesma época do ano. 

6.2. Obtenção dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma 
Os extratos aquosos foram preparados com base em informações populares, 

de acordo com a prática dos moradores das comunidades do Eixo Forte da Região 

Oeste do Pará, Amazônia, Brasil. Para isto, foram utilizados 50 g de cada pó das 

cascas de Bellucia dichotoma, coletadas nas duas áreas de estudo (Manaus-AM e 

Santarém-PA), extraídas com água destilada na proporção de 1:10 (m:v) sob 

agitação constante de 1.250 rpm e temperatura de 100º C até a fervura. Após 

esfriar, foram retirados de cada preparação 150 mL, que é a quantidade 
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equivalente a um copo de chá, como utilizado popularmente. Em seguida, os 150 

mL de cada extrato foram liofilizados e o peso final foi de 2,9 g. 

6.3. Determinação das classes de constituintes químicos dos extratos 
A análise dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma de Manaus (EABd-

Mao) e Santarém (EABd-Stm) numa concentração de 4 mg/mL para identificar seus 

constituintes químicos seguiu a metodologia descrita por Matos (1997). Foi 

analisado qualitativamente a presença das seguintes classes de metabólitos 

secundários: antocianidinas, antocianinas, catequinas, fenóis, flavonas, flavonóis, 

flavonoides flavanonas, leucoantocianidinas, saponinas, taninos e xantonas. 

6.4. Obtenção do veneno de Bothrops atrox e do soro antibotrópico (SAB) 
O veneno utilizado foi doado pelo laboratório de Pesquisas Zoológicas das 

Faculdades Integradas do Tapajós, extraído de serpentes adultas de Bothrops 

atrox, provenientes da Floresta Nacional do Tapajós (FLONA), localizada no Km 83 

da BR-163, Santarém, PA, Brasil. A coleta de serpentes e a extração do veneno 

foram aprovadas pelo Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade 

(SISBIO - nº 14018). O veneno foi coletado in natura e liofilizado no Laboratório de 

Bioprospecção e Biologia Experimental, da Universidade Federal do Oeste do Pará, 

Santarém, PA, Brasil e será mantido a -20º C, até o momento do uso. O soro 

antibotrópico (SAB) utilizado foi o do Lote no: 105113B, produzido pelo Instituto 

Butantan, São Paulo, SP, Brasil. 

6.5. Atividade fosfolipásica 
A avaliação da atividade da Fosfolipase A2 (PLA2) foi mensurada pela ação 

hemolítica indireta em gel de agarose, usando gema de ovo como substrato e 

eritrócitos, como marcadores da atividade enzimática. A dose mínima hemolítica 

indireta (DMHi) foi definida por Gutíerrez, et al. (1988) como sendo a quantidade de 

veneno capaz de produzir um halo hemolítico de 10 mm. Para esta atividade 

utilizamos duas vezes a DMHi de 1,25 µg, padronizada em trabalho anterior para 

esse pool de veneno (Moura et al., 2014). O efeito bloqueador da atividade 

fosfolipásica pelos extratos aquosos de Bellucia dichotoma (EABd) foram avaliados 

de acordo com os seguintes protocolos: 1) pré-incubação por 30 minutos a 37o C 

dos extratos misturados com duas DMHi de VBa (Veneno Bothrops atrox) nas 
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proporções de 1:10, 1:20 (m:m) e os controles com VBa + Salina e VBa + SAB; 2) 

extrato aquoso ou SAB foram incorporados na etapa final do preparo do gel, 

utilizando concentrações baseadas na utilização popular (48,3, 145 e 283,3 mg/kg) 

(Moura et al., 2014). A inibição da atividade enzimática foi expressa como 

percentual, onde 100% de inibição corresponderam à ausência do halo hemolítico. 

Cada ensaio foi realizado em triplicata e expresso como média ± desvio padrão da 

média. 

6.6. Atividade coagulante 
A atividade coagulante foi calculada de acordo com a metodologia de 

Theakston e Reid (1983). Sendo expressa pelo tempo médio de coagulação, em 

segundos, de 200 µL de plasma previamente aquecidos a 37o C, induzida pelo 

veneno de Bothrops atrox. O tempo necessário para a formação da rede de fibrina 

na forma de coágulo foi medido em segundos e observado visualmente. Foi 

determinada a dose mínima coagulante (DMC) que é a concentração de veneno 

capaz de coagular o plasma em 60 s. O efeito bloqueador dos extratos aquosos de 

Bellucia dichotoma na atividade coagulante do veneno foi avaliado de duas formas: 

(1) os extratos foram incubados previamente com a DMC do veneno por 30 minutos 

a 37º C nas proporções de 1:10 e 1:20 veneno:extrato (m:m) e em seguida a 

mistura foi adicionada ao plasma e a coagulação monitorada como descrito acima. 

(2) concentrações de extratos e a DMC do veneno foram adicionados sem pré-

incubação ao plasma e a coagulação monitorada visualmente; (3) extratos 

aquosos, veneno ou soro antibotrópico foram adicionados concomitantemente ao 

plasma, com concentrações baseadas na utilização popular (48,3, 145 e 289,8 

mg/kg, soro antibotrópico 100 µL). A ausência da rede de fibrina depois de 

decorrido um tempo máximo de 10 minutos foi considerado como 100% de inibição 

ou, no caso dos extratos, ausência de atividade. 

6.7. Atividade proteolítica/zimografia 
A presença de enzimas proteolíticas no veneno de Bothrops atrox, nos 

extratos aquosos de Bellucia dichotoma e o bloqueio das enzimas do veneno pelos 

extratos foram verificados por zimografia de acordo com Monteiro-Dos-Santos, et 

al.(2011). Para este ensaio, o SDS-PAGE foi preparado nas mesmas condições 
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descritas anteriormente, porém, com 2 mg/mL de gelatina incorporada ao gel. Ao 

final da corrida, o gel foi lavado com tampão contendo Tris-HCl 50 mM, Cloreto de 

Cálcio 5 mM e Triton X-100 2,5%, durante 30 minutos. Após a lavagem, o gel foi 

imerso no tampão de incubação (Tris-HCl 50 mM, cloreto de cálcio 5 mM, Triton X-

100 2,5% e ázida sódica 0,02%) a 37º C, durante 16 horas. Após esse 

procedimento, o gel foi corado com solução corante (Coomassie-Blue, Bio-Rad, R-

250, CA, USA), durante 24 horas e levemente descorado por 30 minutos. A 

avaliação da atividade proteolítica ocorreu com o aparecimento de regiões mais 

claras no gel, contrastando com o fundo azul (resultado da digestão do substrato 

presente na matriz poliacrilamida-gelatina). 

6.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western blot 
Para verificar o efeito da interação dos extratos aquosos com proteínas do 

veneno de Bothrops atrox, foi realizado eletroforese em gel de poliacrilamida com 

SDS (SDS-PAGE), conforme descrito por Laemmli (1970), utilizando-se gel de 

corrida na concentração de 12,5% e o de empacotamento, 5%. Neste processo, 

alíquotas de veneno de B. atrox e extratos foram incubadas por 30 minutos a 37º C 

na proporção de 1:10 veneno:extrato (m/m), centrifugadas a 1300 rpm por 5 

minutos e analisado sob condições não redutoras. Um gel foi corado com 

Coomassie Brilhante Blue (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) e o outro foi utilizado 

no Western blot. Para isso, as proteínas contidas no gel foram transferidas para 

uma membrana de nitrocelulose 0,45 µm (Bio-Rad Laboratories, CA, USA), no 

sistema Mini Trans-Blot® Cell (Bio-RD), sob corrente constante de 200 mA, durante 

3 horas, sob refrigeração. Logo após a transferência, a membrana foi imersa, 

durante a noite, na solução bloqueadora (TBS contendo 5% de leite em pó 

desnatado Molico-Nestlé-SP), a 4º C. Após esta etapa, anticorpos primários (soro 

antibotrópico – SAB) foram adicionados seguindo a diluição de 1:1000 no tampão 

de TBS por 1 hora, à temperatura ambiente, sob agitação. Em seguida a 

membrana foi lavada com salina 0,9%, por cinco vezes e adicionado o conjugado 

anti-IgG de cavalo marcado com a peroxidase, produzido em coelhos (Sigma-

Aldrich, Israel), na diluição de 1:1000 em TBS, por 1 hora à temperatura ambiente. 

Para revelação foi adicionada solução cromógena (Diaminobenzidina-DAB), em 
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presença do substrato da peroxidase, o H2O2, a 30%. A reação foi interrompida por 

sucessivas lavagens com água destilada. 

6.9. Análise estatística 
Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. Para 

comparação das médias será utilizado Análise de Variância (ANOVA) One-Way, 

seguida do pós-teste de Tukey (para múltiplas comparações). O nível de 

significância adotado foi de α = 0,05. 

7. Resultados e Discussão 

Na tabela 1 estão expressas as classes de metabolitos secundários que foram 

detectados nos extratos aquosos de Bellucia dichotoma oriundos de Manaus e 

Santarém. 

Tabela 1. Teste fitoquímico qualitativo para detecção de metabolitos secundários nos extratos 

aquosos de Bellucia dichotoma (EABd-Mao e EABd-Stm). 

Classes de metabólitos secundários EABd-Mao EABd-Stm 

Antocianidinas - - 
Antocianinas - - 
Auronas - - 
Catequinas + + 
Chalconas - - 
Fenóis + + 
Flavonoides + + 
Flavanonas + + 
Flavonas + + 
Flavanonóis + + 
Flavonóis + + 
Leucoantocianidinas - - 
Saponinas + + 
Taninos + + 
Xantonas - - 
(-): ausência; (+) presença   

Ao comparar os perfis fitoquímicos dos dois extratos (EABd-Mao e EABd-Stm) 

os resultados mostram que não houve diferenças entre os dois perfis. Moura e 

colaboradores (2014) analisaram o perfil fitoquímico da casca de Bellucia 

dichotoma, coletada em Santarém, para algumas classes de substâncias e 

detectaram ácidos graxos, flavonoides, terpenoides, taninos condensados e taninos 

hidrolisados. Também analisaram o teor dos compostos fenólicos por meio de 
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ensaios colorimétricos e observaram um alto teor de taninos condensados. Pelo 

protocolo de pré-incubação (veneno:extrato), nas proporções de 1:10 e 1:20 (Fig. 

1), os extratos aquosos de Bellucia dichotoma de Manaus (EABd-Mao) e Santarém 

(EABd-Stm), bloquearam 100% a atividade fosfolipásica induzida pelo veneno de 

Bothrops atrox. O bloqueio observado foi mais eficaz do que o tratamento padrão 

com o soro antibotrópico (SAB), que reduziu 50,9% a atividade fosfolipásica 

causada pelo veneno. Todavia, os extratos quando incorporados ao gel e o veneno 

aplicado posteriormente, sem pré- incubação, não houve inibição significativa nas 

diferentes doses testadas dos extratos, exceto para EABd-Mao que reduziu 17,9% 

na dose de 283,3 mg/kg (p = 0,02, quando comparado com o grupo controle 

positivo, veneno de B. atrox). Porém, não foi observada diferença significativa entre 

os resultados obtidos com os dois extratos de B. dichotoma em todas as 

concentrações avaliadas (Fig. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 01. Potencial de bloqueio dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma frente à atividade 
fosfolipásica do veneno de Bothrops atrox pelo protocolo de pré-incubação, nas proporções de 1:10 
e 1:20 (veneno:extratos, m:m). * p˂ 0,05 vs. Controle (VBa) e salina. Teste de Tukey, n = 4/ por 
grupo. 
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Figura 02. Efeito bloqueador dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma, sem pré-incubação, 
testados em diferentes doses de acordo com a prática popular. *Inibição significativa do extrato 
aquoso de Manaus em relação ao controle positivo (veneno de Bothrops atrox). 

O veneno de serpentes do gênero Bothrops compreende uma mistura 

complexa de enzimas tóxicas e proteínas, por exemplo, fosfolipase A2 (PLA2), 

metaloproteinases (SVMP) e serinoproteases. As toxinas do veneno botrópico 

afetam principalmente os tecidos musculares e coagulação do sangue, e os 

sintomas incluem: dor, inchaço e sangramento (local da picada e mucosas), e nos 

casos em que podem ocorrer complicações: bolhas, gangrena, choque e 

insuficiência renal aguda (da Silva et al., 2012). As PLA2 são um grupo de toxinas 

enzimáticas cálcio-dependentes abundantemente presente nos venenos de 

serpentes. São responsáveis pela expressão de mediadores inflamatórios, 

vasodilatadores e vasoconstritores, como histamina, quininas, fator de ativação de 

plaquetas, catecolaminas, dopamina, óxido nítrico e endotelinas durante o 

envenenamento (Huang & Lee, 1984; Thamaree et al., 2000). No presente trabalho 

observamos que a aplicação direta dos extratos aquosos oriundos de Manaus-AM 

ou de Santarém-PA no gel não causou inibição significativa da atividade 

fosfolipásica. Ao contrário do que foi observado quando utilizamos o protocolo de 

pré-incubação (veneno:extrato) no qual foi observado inibição de 100% da 

atividade. 
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A dose mínima coagulante (DMC) do veneno de Bothrops atrox foi de 2,25 µg, 

e utilizado 2DMC nos ensaios de bloqueio. Os extratos aquosos provenientes de 

Manaus-AM e Santarém-PA e o soro antibotrópico inibiram 100% a atividade 

coagulante do veneno de B. atrox quando utilizado o protocolo de pré-incubação 

(veneno:extratos, m:m) (Tabela 2). No protocolo utilizando as mesmas 

concentrações da pré-incubação (1:10 e 1:20 m:m), porém aplicando as amostras 

concomitantemente, sem a utilização da pré-incubação das amostras por 30 

minutos à 37º C, o extrato aquoso de Bellucia dichotoma oriundo de Manaus, teve 

bloqueio máximo de 25% (1:20, m:m), e o extrato aquoso oriundo de Santarém, de 

16% (1:10, m:m). No entanto, não houve diferença significativa quando comparado 

o potencial de inibição entre os dois extratos de B. dichotoma avaliados. Quando 

utilizado as doses conforme uso tradicional, o bloqueio da atividade coagulante do 

veneno de B. atrox foi de 100%, tanto para os extratos aquosos de Manaus e 

Santarém, como para o soro antibotrópico. 

 
Tabela 1. Potencial de bloqueio dos extratos aquosos de Bellucia dichotoma frente a atividade 
coagulante induzida pelo veneno de Bothrops atrox. Onde: EABd – MAO (extrato aquoso de Bellucia 
dichotoma- proveniente de Manaus - Amazonas), e EABd - STM (extrato aquoso de Bellucia 
dichotoma- proveniente de Santarém - Pará). 
 

 

 

 

 

 
* p ˂ 0,05 vs. Controle VBa (veneno de Bothrops atrox) e salina, teste de Tukey, n = 4/por grupo. 

Proteases estão naturalmente presente nos venenos de serpentes e são 

responsáveis por alguns efeitos locais e sistêmicos do envenenamento. Essas 

proteases são geralmente capazes de promover a hidrólise de proteínas do 

fibrinogênio em fibrina, o que resulta em fibrinólise e incoagulabilidade do sangue 

(Costa, 2010). Essa atividade fibrinogenolítica dos venenos de serpentes é 

geralmente deliberado por serino e metaloproteases (Swenson & Markland, 2005). 

Amostras 
  

Atividade coagulante (min) 
Com pré-incubação Venom (4,5 µg) 1:10 (m:m) 1:20 (m:m) 
Bothrops atrox 24,3 s - - 
VBa + EABd – MAO - > 10 min* > 10 min* 
VBa + EABd - STM - > 10 min* > 10 min* 
Soro antibotrópico 
 

               - - > 10 min* 

Sem pré-incubação    
Bothrops atrox 21 s   
VBa + EABd – MAO                - 1 min 47 s* 2 min 30 s* 
VBa + EABd - STM                - 1 min 36 s* 1 min 34 s* 
Soro antibotrópico                - 6 min 51 s* 7 min 53 s* 



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 
RELATÓRIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 

 
 

As serinoproteases podem promover proteólises não especificas ou 

ativação/inativação especifica dos fatores de coagulação envolvidos na agregação 

de plaquetas, coagulação e ativação do plasminogênio (Braud et al., 2000). A 

maioria das serinoproteases tem atividade da enzima “thrombin-like” as quais 

competem com a trombina na hidrólise do fibrinogênio. No entanto, ao contrário da 

trombina, as “thrombin-like” não são inibidas pela heparina, e não promovem a 

ativação do fator XIII de coagulação do sangue (Serrano; Maroun, 2005; Costa, 

2010). 

Os perfis das proteínas presentes no veneno de Bothrops atrox e na mistura 

de veneno mais os extratos aquosos de Manaus e Santarém estão representados 

na figura 3. Quando comparado o perfil do veneno de B. atrox com as amostras 

pré-incubadas de veneno mais o extrato de Manaus e Santarém, não foram 

observadas todas as bandas proteicas. Proteínas de altas massas moleculares 

(acima de 205 kDa) e entre 50,7 e 86 kDa, presentes na amostra de veneno de B. 

atrox, não foram reveladas pelo Coomassie Blue e foram fracamente reveladas 
pelos anticorpos presentes no SAB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 03: Interação entre os extratos aquosos de Bellucia dichotoma e o veneno de Bothrops atrox. 
Onde, 1) Eletroforese em SDS-PAGE; 2) Western Blot. 
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Na zimografia, o veneno de Bothrops atrox (30 µg) apresentou duas bandas 

marcantes, a primeira de aproximadamente 86 kDa, e a segunda entre 50, 7 e 33, 6 

kDa. Nos perfis das misturas do veneno com os extratos vegetais (1:10, m:m) não 

foram detectadas nenhuma banda com atividade sobre a gelatina (Fig. 4).  

 

 
Figura 4. Zimografia da atividade gelatinolítica do veneno de Bothrops atrox e do extrato aquoso de 
Bellucia dichotoma provenientes de Santarém - PA e Manaus - AM.  As bandas sem coloração no 
gel indicam a presença de enzimas no veneno de B. atrox ou no extrato aquoso de B. dichotoma 
com atividade sobre a gelatina presente no gel. 

Os taninos são conhecidos por sua capacidade de quelar íons metais, 

podendo precipitar proteínas e formar complexos com metais como Zn2+ e Ca2 

(Castro et al., 1999; Patiño et al., 2012), o que pode explicar os bloqueios eficazes 

das atividades fosfolipásica A2 e atividade coagulante (cálcio dependentes), obtidos 

no presente estudo, após a pré-incubação do veneno de Bothrops atrox com os 

extratos de Bellucia dichotoma. Portanto, os bloqueios de 100% podem ser devidos 

à capacidade dos taninos de não se ligarem especificamente a proteínas do 

veneno e sim aos íons presentes na composição ou cofatores, durante a pré-

incubação, uma ação quelante (Vejayan et al., 2007; Sia et al., 2011).  Isso pode 

ser confirmado pelos resultados da interação dos componentes do veneno com os 
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extratos, obtidos na eletroforese e no Western Blot. Como observado no trabalho 

de Moura e colaboradores (2014), os perfis eletroforéticos com extrato e veneno 

incorporados pelo método de pré-incubação, e EABd-Stm, apresentaram ausência 

de bandas proteicas. 
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