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RESUMO

As peconhas de serpentes sao principalmente d
ou sem atividade enziméatica e responsaveis p
envenenamento. Atualmente muitos pesquisa
extratos vegetais na busca € sintese de novas dro

de usos terapéuticos. O objetivo deste trabalho f

neuwiedi pauloensis. A partir de folhas de C. mariq
regido de Uberlandia foi feito o extrato vegetal que a
armazenado & temperatura de _20°C e dissolvido em a
hora do wuso. A atividade PLAz,

potenciometrico, usando-se o extrato vegetal aquoso (

(m/m), VB e EVA, respectivamente. Observou-se uma inibi¢
de 70% na atividade PLA: de ambas as pegonhas estudadas
incubadas por 1 hora com 0 EVA. A peconha de B. moojeni quand
incubada com o EVA, mostrou uma inibicdo de aproximadament
Uma curva dose-resposta foi tracada para observar o grau d

variando-s€ a concentracdo de EVA, as proporgoes utilizada

realizada

X

e natureza proteica, com
elos principais efeitos do
dores estdo utilizando
gas com possibilidade
oi avaliar a acdo do
extrato vegetal aquoso de Casearia mariquitensis sobre as atividades
PLA, e coagulante das peconhas das serpentes Bothrops moojeni e B.
uitensis coletadas na
pos liofilizagdo foi
gua somente na
método
EVA) incubado
por 1h ou nao com determinada pegonha (VB) na proporgdo de 1:5
do de cerca
quando
0 nao
e 35%.
e inibigao

s foram:

1:2,5; 1:5e 1:7,5 (m/m) VB e EVA, respectivamente. Para o VB de B.

moojeni tanto 0s ensaios incubados como 0s nao incubados



apresentaram a mesma reta, com 0S resultados quase proporcionais,
elevando a inibigdo a medida que a quantidade de EVA era aumentada.
Para o VB de B. neuwiedi 05 resultados mostraram maior eficiéncia para
os ensaios incubados, causando 100% de inibicdo ja na proporgdo de
1:2,5 (VB:EVA). Quanto 3 atividade coagulante sobre o plasma bovino,
o EVA foi mais eficiente para inibir a peconha de B. neuwiedi do gque a
de B. moojeni, porém considerado eficiente para ambas. Tais resultados
sugerem que O EVA de C. mariquitensis apresenta principio(s) ativo(s)
capaz(es) de inibir a acdo das enzimas PLA, e coagulante de peconhas

botropicas.



As peconhas das serpentes Sao constituidas principalmente por
proteinas e enzimas utilizadas na captura de presas e defesa desses
animais. E é esse complexo proteico responsavel pelos efeitos do
envenenamento, como a miotoxicidade, distarbios na coagulagao
sangiinea e edema. As peconhas tém sido amplamente estudadas a
fim de reconhecer 0S S€Us componentes e verificar as suas agoes.

As principais serpentes peconhentas estdo compreendidas em
quatro familias: Viperidae (sem representantes nas Américas),
Hydrophidae (serpentes marinhas), Elapidae (corais) e Crotalidae
(géneros Bothrops , Lachesis e Crotalus) (BARRAVIEIRA, 1994).

Os principais géneros responsaveis pelos acidentes ofidicos no
Brasil sao: Bothrops, denominadas popularmente jararacas e
Crotalus, que sao as cascavéis; sendo as primeiras responsaveis por
cerca de 90% dos acidentes ofidicos (ROSENFELD, 1971; RIBEIRO,
1993). Apesar de serem raros os acidentes fatais por serpentes do
género Bothrops, 0S casos se agravam devido a intensidade dos
efeitos locais. No triangulo mineiro, os acidentes confirmados no
periodo de 1984 a 1991 foram causados principalmente por serpentes



da espécies: B. moojeni e B. neuwiedi (NISHIOKA € SILVEIRA, 1992).

Entre os efeitos locais do envenenamento botropico 0S que S€
destacam sdo: dor, edema, necrose € hemorragia local (JIMENEZ-
PORRAS, 1973). O edema & caracterizado pela saida do plasma €
infiltracdo  celular, envolvendo a participagao de mediadores
endégenos, tais como 0S cicosandides, ativacao do fator de
agregacgao plaquetaria, liberacdo de histamina € serotonina (TREBIEN
e CALIXTO, 1989). A necrose local frequentemente afeta a pele e as
camadas musculares mais profundas € nos casos mais severos pode
haver a completa destruicdo do tecido (MOURA-DA-SILVA et al.,
1991). A hemorragia geralmente  aparece logo apos ©
envenenamento e pode ser acompanhada por necrose ao redor da
area atingida. Ha dois hipotéticos mecanismos de acdo para as
hemorraginas. O primeiro postula que as hemacias € outros
componentes sairiam do vaso danificado por diapedese através das
juncbes abertas entre as células, devido a agao proteolitica da
peconha € O outro mecanismo Ssugere que as hemacias & 0s
componentes sanguineos sairiam através do espagos formados entre
as células endoteliais (OWNBY, 1990). Os efeitos sistémicos mais
frequentes s&o coagulacgao sanguinea (KLOBUSTIZKI, 1961) e
hemorragia (OSHAKA, 1979).

A trombina é a enzima chave importante para a hemostasia, pois
apresenta capacidade de formacao € estabilizagdo de coagulos de
fibrina, hidrolizando as cadeias a e B do fibrinogénio pela remocao de
pequenos fragmentos designados fibrinopeptideos A € B,
respectivamente (CASTRO et al., 1998).

Atualmente mais de 100 diferentes pegonhas de serpentes sao

conhecidos por afetar 0 sistema hemostatico através de uma
variedade de mecanismos. 0O sistema de coagulagao sanguinea €



baseado em um numero de complicadas interacoes que envolvem
proteinas do sangue, plaquetas, células endoteliais € estruturas
subendoteliais. Proteinas e peptideos encontrados em peconhas de
serpentes sao conhecidos por produzir efeitos de ativagdo €
inativacdo em varias interacoes do sistema de coagulagao

( MARKLAND, 1998).

Neste contexto destaca-se 3 acdo das toxinas coagulantes
conhecidas como “thrombin like,” que sjo serinoproteases com acao
semelhante a da trombina, causando a formacao do coagulo de
fibrina por atuarem na fase final do processo de coagulacdo do
sangue. A peconha pode também agir sobre outros pontos na cascata
de coagulagao, como mostrado na figura 1.

Por outro lado, existem varias enzimas fosfolipases (A1, Az, C, D)
que atuam em diferentes posicdes do substrato, liberando diferentes
produtos. A enzima estudada neste trabalho foi a fosfolipase Az
(PLA.), a principal enzima encontrada nas peconhas (SUZUKI e
IWANAGA, 1970).

As PLA; sdo enzimas digestivas que inicialmente surgiram como
secrecdes salivares € tinham por fungao lubrificar os alimentos €
higienizar os dentes. Ao longo do periodo evolutivo, esta secrecao foi
acrescida de proteinas e enzimas toxicas que passaram a ter a fungao
de paralisar e matar a presa (GANS e GANS, 1978).

Fosfolipases A estdo presentes em uma ampla variedade de
peconhas e secrecoes pancreaticas. Nas peconhas de serpentes essas
enzimas exercem, ao lado de seu papel digestivo, varias atividades
biologicas, experimentalmente verificadas, como: neurotoxicidade,
miotoxicidade, indugao e/ou inibigdo de agregagao plaquetaria,
efeitos hemolitico, edematogénico, anticoagulante, ~convulsivo,
hipotensor e cardiotéxico (KINI e EVANS, 1989).



A enzima PLA; tem como substrato 0S fosfolipideos de
membrana celular, que a sustentam e contribuem para manutengao
de suas caracteristicas ¢€ funcoes. Os fosfolipideos ao serem
hidrolisados pela acdo da enzima, desestruturam a membrana,
comprometendo assim a sua permeabilidade seletiva.

O tratamento com SOro antiofidico é o método mais eficaz para
combater os efeitos do envenenamento, porém este tratamento esta
restrito a fatores como O tempo decorrido apds a picada. Como 0S
efeitos locais ocorrem muito rapidamente, geralmente ndo sao
revertidos pela soroterapia (KAMIGUTI et al., 1996).

Por esta razao, tratamentos alternativos tém sido procurados.
por exemplo, SOARES et al (1997) purificaram 0O complexo
antibotropico (ABC) a partir do soro de um marsupial (Didelphis
albiventres) comum na regidao de Ribeirdo Preto, Sao Paulo, €
verificaram que esta proteina foi capaz de neutralizar completamente
a hemorragia, a miotoxicidade e o edema induzidos por peconhas
botropicas ou fracdes isoladas, além de aumentar significativamente
o tempo de coagulagao sanguinea e inibir parcialmente a atividade
PLA, destas toxinas.

Por outro lado, nossa comunidade leiga tém utilizado extratos
de plantas no tratamento de varias doengas € também em acidentes
ofidicos, (conhecidas como antiofidicas) e este conhecimento tem
sido transmitido entre geragoes ao longo dos anos COmMoO crendices
populares. E a comunidade cientifica tém se empenhado na tentativa
de comprovar estes efeitos, extracao e caracterizacao dos principios
ativos e COmo €ssSes extratos vegetais atuam .

Por estarem presentes na natureza e em abundancia, 0 uso de
extratos vegetais tem s€ difundido cada vez mais. Atualmente tem se

buscado novas alternativas para reduzir as sequelas causadas pelo

envenenamento.



A finalidade da pesquisa neste campo €, principalmente, a
investigacdo da seguranga dos extratos (toxicidade € dose efetiva,
entre outros), sua eficiéncia e a constancia da atividade, identificacao
e isolamento do principio ativo, determinagao de sua estrutura € a
possibilidade de sintese e modificacdes desse principio.

Os principios ativos dos extratos vegetais, na maioria das vezes
sao produtos metabolicos secundarios que em plantas da mesma
espécie podem diferir quanto as condicdes ambientais tais como:
temperatura, pH do solo, umidade, tipo de solo, diferentes estacbes do
ano, entre outros. Estes produtos s€ distribuem em todas as partes da
planta (folhas, caule, raizes). E muito importante para o pesquisador
definir e padronizar a classificacao correta , a época e 0 local de coleta
da planta, bem como 0 modo de preparo do extrato vegetal. Ao buscar
o conhecimento de novas plantas que apresentem a mesma atividade
de uma ja previamente estudada, é aconselhavel que s€ estude uma
que se€ja taxonomicamente proxima, pois a possibilidade de encontrar
esta atividade € bem maior.

Varias plantas tém sido estudadas quanto a atividade antiofidica,
tais como: Eclipta prostata (erva-botdo), que apresentou protecao
contra doses letais da peconha de Crotalus durissus terrificus
(MARTZ, 1992); Curcuma Jonga (agafrao), queé neutraliza uma
neurotoxina extraida da peconha de Naja naja siamesis (CHERDCHU
et al., 1978); Hibiscus esculentus (quiabo), que apresentou eficiéncia
do extrato aquoso obtido das sementes frescas ou secas do quiabo na
inibicdo da pegonha de Bothrops jararaca (PEREIRA et al., 1994,
PACHECO et al.,1995) e o 6leo essencial de Casearia sylvestris
(guacatonga), que inibiu significativamente 0 edema e a
permeabilidade vascular induzidos pela peconha de Bothrops
alternatus (RODRIGUES et al., 1997).

De acordo com BORGES et al. (1998), o extrato vegetal aquoso

dessa mesma planta (Casearia sylvestris) indicou alta taxa de inibicao



da atividade PLA: realizada com as peconhas de B. jararacussu € B.
neuwiedi, principalmente guando foi utilizado o extrato vegetal
agquoso preparado a partir das folhas.

Dando continuidade ao trabalho anteriormente citado, estamos
iniciando nossos estudos usando o extrato aquoso de Casearia
mariquitensis, popularmente conhecida como limdozinho.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo do extrato vegetal
aquoso de Casearia mariquitensis (Flacortiaceae) sobre as atividades
fosfolipase A2 € coagulante sobre 0 plasma bovino das peconhas das

serpentes: Bothrops moojeni € B. neuwiedi pauloensis.
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Figura 1: Cascata de coagulagao sanguinea. Um coagulo de fibrina é
formado pela acao conjugada das vias intrinseca e extrinseca. Esta figura
mostra os diferentes pontos onde as peconhas de serpentes podem agir na

cascata da coagulagdo sanguinea.



11- MATERIAL E METODOS:

1) Obtencdo das peconhas:
As peconhas utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo

bidlogo Luiz Henrique Anzaloni Pedrosa e pela professora Vera Lucia
Brites do Departamento de Biociéncias da Universidade Federal de
Uberlandia. As espécies cujas pegonhas foram estudadas sao:

Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi pauloensis.

2) Obtencdo do extrato vegetal:

A planta utilizada foi a Casearia mariquitensis . Esta foi coletada
com o auxilio do professor Dr. Glein Monteiro de Aradjo do
Departamento de Biociéncias da Universidade Federal de Uberlandia,
em uma comunidade de mata mesofila semi-decidua parcialmente
alterada , proxima ao rio Araguari, em ambiente de forte declividade
e com rochas na superficie. A coleta foi realizada entre os meses de
novembro e dezembro.

O extrato foi preparado a partir das folhas da planta. Estas
foram lavadas, trituradas com pequena quantidade de agua

desionizada, o suficiente para cobrir as folhas. Posteriormente foi



centrifugada a 3000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi liofilizado
e armazenado a -20°C.

No dia do experimento, 2,0 mg de extrato foram pesados €
dissolvidos em 1,0ml de agua desionizada, obtendo-se assim uma

solucdo de 2mg/ml, designada extrato vegetal aquoso (EVA).

3) Preparacao das amostras.

Cerca de 20 mg de cada peconha foi pesada, dissolvida em 500
ul de solugdo salina e centrifugada a baixa velocidade por 10 min e 0
sobrenadante coletado e reservado. Em seguida , acrescentou-se mais
500 pl de solugdo salina ao precipitado formado, que foi novamente
centrifugado nas mesmas condigbes anteriores € O sobrenadante

adicionado ao primeiro. A amostra devidamente etiquetada foi
submetida a dosagem de proteinas. Em seguida as amostras foram

aliquotadas em fragoes de 100 e 200 pg as quais foram liofilizadas
para posterior armazenamento a _20°C até o momento do

experimento.

4) Dosagem de proteinas:

pPara quantificar as proteinas presentes nas amostras de
peconha, solugdes contendo 0,1 a 0,2 mg de proteinas foram
submetidas a dosagem pelo método do Microbiureto (ITZHAKI e GILL,
1964) . A amostra de proteinas foi completada para o volume de 1,0
ml com &gua, a qual se acrescentou 500 pl dos reagentes R1 e R2
(previamente preparados em NoOsso laboratério) e a seguir foi feita a
leitura em espectrofotémetro (SPEKOL) a 310 nm, contra um branco

sem proteina. O reagente R1 é composto por 21% de CuS04.5H20
dissolvido em NaOH 30,4% e o R2 é formado por uma solucdo de

NaOH a 30%.
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5) Ensaios de inibicao:

Para avaliar o efeito do EVA sobre as peconhas (VB) foram
realizados triplicatas de cada ensaio de atividade enzimatica, usando-

se 2 controles e 2 testes como descrito a seguir:

= Ensaio 1: Controle positivo, que consiste em analisar a atividade
enzimatica especifica de cada peconha

= Ensaio 2: Controle negativo, que consiste em analisar se o EVA é
capaz de induzir também atividade enzimatica.

= Ensaio 3: Peconha incubada a temperatura ambiente com o
extrato vegetal (VB+EVA) por 1h.

= Ensaio 4: Pegonha ndo incubada com o extrato vegetal. Neste

caso o VB e EVA eram misturados imediatamente antes do ensaio.

6) atividades enzimaticas “in vitro”

6.1)-Atividade Fosfolipase A.:

A atividade fosfolipase A, foi realizada pelo método
potenciométrico descrito por DE HAAS e col. (1968), que usa como
substrato a gema de ovo, que é riquissima em fosfolipideos. Foi feita
uma emulsdo usando-se uma de gema de ovo em 50 ml de agua
desionisada, na presenga de desoxicolato de s6dio 0,03M e CaCl2 0,6M
na proporgdo de 15:10:1 (v/v), respectivamente para cada 100 ml de
solugao final.

Foram utilizados para cada ensaio 10 ml desta solucdo. Os
acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com uma
solucdo de NaOH padrdo, 0,1208N em pH 8,0 e temperatura
ambiente (28° C). A atividade PLA, especifica foi realizada utilizando-
se 10 pyg de VB e calculada pela quantidade de microequivalentes de

base consumida por minuto por mg de proteina (peq/ min/ mg).
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Para os testes de inibicdo com VB+EVA, incubados ou nao foi
utilizada sempre a proporgdo de 1:5 (m/m) respectivamente, exceto

quando indicado.

6.2) Atividade coagulante:

A atividade coagulante foi realizada utilizando-se como substrato
o plasma bovino citratado conforme descrito por WARE e SEEGERS
(1949), modificado por HOMSI BRANDEBURGO (1987). Foi utilizado
para cada ensaio 200 pl de plasma mantido em banho-maria a 37° C.

A atividade coagulante foi determinada medindo-se o tempo de
coagulacdo ao primeiro sinal de formacdo da rede de fibrina, apos
adicionar as amostras. Para os ensaios de inibicdo desta atividade
enzimatica, foi necessario determinar primeiramente a DMC para cada
peconha. Nestes ensaios, foram utilizadas 3DMC para a peconha de B.
moojeni na proporcao 1:3 (m/m) VB e EVA respectivamente e 1DMC
para a peconha de B. neuwiedi pauloensis , na proporgao de 1:1

(m/m) VB e EVA respectivamente.

7) Determinagao da DMC:

Para determinar a DMC sdo feitos varios ensaios de coagulagao
como descrito acima em diferentes concentracdes de pecgonha,
obtendo-se assim o valor médio capaz de coagular o plasma em 1,0
minuto. A DMC é definida como a menor quantidade de pegonha capaz
de coagular 0 plasma citratado em 1,0 minuto.
(ASSAKURA et al. , 1992).



8) Tratamento Estatistico:

O tratamento estatistico foi realizado com o auxilio da aluna de
graduacao em Estatistica da Universidade Federal de Sao Carlos,
Andréia Augusto Souza Melo, sendo utilizado o programa statistic
minitab. A partir das variaveis: unidades de atividade PLA; consumidas
por minuto por miligrama e tempo de coagulagdo do plasma, aplicou-

se estatistica paramétrica. O teste utilizado foi 0 “Teste de Tukey”.



111~ RESULTADOS:

3.1- Dosagem de proteinas:

Inicialmente apoOs preparar as solucdes de cada peconha foi
feita a dosagem de proteinas COmMo descrito no item 4. Estes
resultados estdo apresentados na tabela 1, onde se pode verificar a
diferenca entre o valor pesado e o valor dosado, e também a relagao

entre a dosagem de proteina e 0 peso S€co da peconha.

Tabela 1: Dosagem de proteinas das peconhas de B. moojeni e
B. neuwiedi pauloensis

Peconha Peso (mg) Dosagem de |% de Proteinas
Proteina(mg) jem Relagdao ao
Peso Seco
B. moojeni 20 15,2 76
B.neuwiedi \ 20 12,0 60
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3.2- Atividade PLA;:

Os resultados referentes aos ensaios de inibicdo da atividade
PLA, de ambas as pegonhas estudadas, como descrito no item 6.1,
estdo apresentados na tabela 2 e figura 2. E interessante ressaltar
que o0s controles negativos mostram que 0 EVA nas concentracoes
utilizadas n3o apresenta atividade PLA,.

Para os ensaios cujo VB foi incubado por 1h com o EVA, tanto a
peconha de B. moojeni quanto a de B. neuwiedi pauloensis
apresentaram uma porcentagem de inibicao de aproximadamente
70%. E para 0Ss €ensaios onde ndo houve incubagao por 1h, os
resultados de inibicdo da atividade PLA, foram melhores para a
peconha de B.neuwiedi pauloensis, que apresentou uma porcentagem
de inibicdo de 65% enquanto que a peconha de B. moojeni
apresentou inibicdo de 38%. A atividade PLA, da peconha foi
considerada 100%, ou seja, 0% de inibicdo. Para estes testes de
inibicdo foram utilizados 10 pg de pegonha para 50 pg de extrato
vegetal aquoso (1:5 m/m).

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de
Tukey com p=0,000001 indicando que ha diferenga significativa entre
os ensaios 3 e 4 de B. moojeni. No entanto, os ensaios 3 de ambas
as peconhas € 0 ensaios 4 de B. neuwiedi pauloensis nao
apresentaram diferenca significativa, isto €, EVA ¢ igualmente

eficiente para as duas pegonhas estudadas.
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Tabela 2: Determinagdo da Atividade PLA. da peconha de
B.moojeni e B. neuwiedi pauloensis e inibicao pelo extrato vegetal

aquoso de C. mariquitensis.

Atividade PLA; * Porcentagem de
Peconha Ensaios (U/mg/min) Inibicao
E1l 121 -
E2 0 -
B. moojeni E3 37 69
E4 75 38
El 81 -
E2 0 -
B.neuwiedi E3 21 74
E4 28 65

* Estes resultados referem-se a média de 3 testes realizados.

E1: Controle positivo (10 ug de VB)

E2: Controle negativo (50 pg de EVA)

E3: VB incubado a temperatura ambiente com 0 EVA por 1h, na
proporcdo de 1:5 respectivamente, isto &, 10 ug de VB para 50 ug de
EVA

E4: VB ndo incubado com EVA. Neste caso, VB € EVA foram
misturados imediatamente antes do ensaio, mantendo a proporcgdo de

1:5 respectivamente.



‘OB. moojeni | |
mB. neuwiedi

%de 100, -
_inibigao 90+ - '

801
701
601 -
501
40 -
30 -
201 .
101
oL

E1 E3 E4 .
Ensaios

Figura 2: Inibigdo da Atividade PLA, das peconhas B. moojeni e B.
neuwiedi pauloensis em presenca do extrato vegetal aquoso de C.
mariquitensis. O substrato usado foi uma emulsdo de gema de ovo,
desoxicolato de sodio 0,03M e Cloreto de Calcio 0,6M. Os acidos graxos

liberados enzimaticamente foram titulados com NaOH padrao 0,1208N,

durante os 3 primeiros minutos de reacdo a temperatura ambiente (28° C).

Os resultados referem-se a média de 3 ensaios.

E1l(ensaio 1): Controle positivo (10ug de VB)

E3 (ensaio 3): Pegonha incubada a temperatura ambiente com 0
extrato vegetal (VB+EVA),por 1h, na proporcao de 1:5 (m/m)
respectivamente.

E4 (ensaio 4): Pegonha nao incubada com o extrato vegetal. Neste
caso o0 VB e EVA eram misturados imediatamente antes do ensaio,

mantendo a proporgao de 1:5 respectivamente

16
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3.2.1- Curva dose-resposta:

Apés a obtengdo destes dados, foram realizados novos
experimentos de atividade PLA> com diferentes concentragdes de EVA,
para verificar se a quantidade do extrato vegetal adicionado no
experimento indicaria uma curva-dose resposta. A tabela 3 e as
figuras 3 e 4 apresentam estes resultados.

E interessante observar na figura 4 e tabela 3 a elevada
eficiéncia com que o EVA é capaz de inibir a atividade PLA; da peconha
de B. neuwiedi pauloensis, pois numa proporcdo de 1:2,5 (ensaio B,
fig.4) a inibicdo ja foi da ordem de 100% quando o EVA foi incubado
por 1h com o VB antes do ensaio. Foi possivel observar que o EVA foi
100% eficiente para inibir ambas as pegonhas na proporgado de 1:7,5,
sugerindo ser mais eficiente 34 medida em que a dose de extrato

vegetal € aumentada.
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Tabela 3: Curva dose-resposta para a inibigdo da atividade PLA:>
das peconhas de B. moojeni e B. neuwiedi pauloensis pelo extrato

vegetal aquoso (EVA) de C. mariquitensis.

Atividade PLA2; (ueq/min/mg) *
Peconha Ensaios Nao incubado Incubado por 1h
10 ug de VB 79 79
VB+EVA (1:2,5) 51 51
B. moojeni VB+EVA (1:5) 32 32
VB+EVA (1:7,5) 0 0
10 pug de VB 53 53
VB+EVA (1:2,5) 40
B. neuwiedi
VB+EVA (1:5) 35
Pauloensis
VB+EVA (1:7,5) 0

*: Os resultados apresentados referem-se a média de 3 ensaios. O substrato
utilizado foi uma emulsdo de gema de ovo, desoxicolato de sédio 0,03M e
Cloreto de Calcio 0,6M. Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram
titulados com NaOH padrdo 0,1208N, durante os 3 primeiros minutos de

reacdo a temperatura ambiente.
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Figura. 3. Curva dose-resposta para os ensaios de inibicdo da
Atividade PLA, da peconha bruta de B. moojeni pelo extrato vegetal
aquoso de Casearia mariquitensis . O substrato utilizado foi uma
emulsdo de gema de ovo, Desoxicolato de Sédio 0,03 M e Cloreto de Calcio
0,6 M. Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com
NaOH padrao 0,1208N, durante 0s trés primeiros minutos da reagdo a
temperatura ambiente (28° C). Os resultados referem-se a média de 3

ensaios.

A: 10 ug de VB

B: 10 pg de VB: 25 pg de EVA (1:2,5)

C:10 pg de VB: 50 pg de EVA (1:5)

D: 10 pg de VB: 75 pug de EVA (1:7,5)

N3o incubado: Misturou-se VB+EVA no momento do ensaio.

Incubado: Misturou-se VB+EVA e ap6s 1h realizou-se 0 ensaio.
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Figura 4. Curva dose-resposta para os ensaios de inibicio da Atividade

PLA, da peconha bruta de B. neuwiedi pauloensis em presenca do
extrato vegetal aquoso de Casearia mariquitensis . O substrato utilizado
foi uma emulsdo de gema de ovo, Desoxicolato de Sédio 0,03 M e Cloreto de
Calcio 0,6 M. Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com
NaOH padrdo 0,1208 N , durante os trés primeiros minutos da reacdo a

temperatura ambiente (28° C). Os resultados referem-se a meédia de 3 ensaios.

10 ug de VB

: 10 pg de VB: 25 pg de EVA (1:2,5)

: 10 pg de VB: 50 pg de EVA (1:5)

: 10 pg de VB: 75 ug de EVA (1:7,5)

VB+EVA: Peconha bruta mais extrato vegetal aquoso.

o0 W >

Ndo incubado: Misturou-se VB+EVA no momento do ensaio.

Incubado: Misturou-se VB+EVA e apds 1h realizou-se o ensaio.
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3.3- Determinagao da DMC:

Antes de iniciar os testes de inibicdo da atividade coagulante das
peconhas estudadas pelo EVA, foi determinada a DMC de cada VB
como descrito no item 7. Foi encontrado que 1 DMC corresponde a 10
ug de proteinas para a pegonha de B. moojeni e 34 ug de proteinas
para a pegonha de B. neuwiedi pauloensis, estes valores correspondem
3 meédia de 9 ensaios. Com base nestes resultados, os ensaios de
inibicdo com o EVA foram realizados usando-se 1 DMC para a pegonha

de B. neuwiedi pauloensis e 3 DMC para a pegonha de B. moaojeni.

3.3.1- Atividade Coagulante:

A tabela 4 apresenta os resultados da atividade coagulante das
peconhas de B. moojeni e B. neuwiedi pauloensis comparando 0s
tempos de coagulagao das amostras na presenga do extrato aquoso de
C. mariquitensis. Para a primeira peconha o experimento foi feito na
proporgdo de 1:3 (m/m) (VB:EVA), enquanto que para a segunda, a
proporcdo foi de 1:1 (m/m) respectivamente. Estes resultados foram
analisados estatisticamente pelo teste de Tukey, que mostrou
significdncia entre os ensaios (incubados ou ndo) tanto para a pegonha
de B. moojeni (p=0.000) quanto para a de B. neuwiedi pauloensis
(p=0.003).

Portanto, ha diferenga significativa, sendo o EVA eficiente na
inibicdo da atividade coagulante das duas pegonhas estudadas, tanto
nos ensaios incubados como ndo incubados.

No entanto, é possivel observar a eficiéncia do EVA quando

incubado com VB de B. neuwiedi pauloensis, cuja coagulacao do



plasma ocorreu em um tempo superior a 4 minutos (superior ao

controle feito com CaCly).

Para a peconha de B. moojeni, a eficiéncia do EVA foi melhor

quando o ensaio foi realizado sem incubacao.

Tabela 4. Inibicdo da Atividade coagulante sobre o plasma bovino das

peconhas de B. moojeni e B. neuwiedi pauloensis utilizando extrato vegetal

aquoso de Casearia mariquitensis.

Ensaios * Tempo de coagulagao
(segundos)
B. moojeni B. neuwiedi

(1:3) (1:1)
VB (controle) 29,02 61,11
VB+EVA 82,63 89,82
VB+EVA (1h) 46,52 > 240,0
CaCl; 174,83 174,83

*: Média de 3 ensaios

Proporcdo VB:EVA para a peconha de B. moojeni foi de 1:3

(m/m), respectivamente. Enquanto que para a peconha de B. neuwiedi

pauloensis a proporgdo foi de 1:1 (m/m)

— : N3o houve coagulacdo em até 4 minutos (240 segundos).



Este estudo teve como base o trabalho de BORGES e HOMSI-
BRANDEBURGO (1998), sobre inibicao dos principais efeitos toxicos
causados por venenos animais utilizando extrato vegetal de Casearia
sylvestris.

No presente trabalho foram utilizadas as folhas de Casearia
mariquitensis para o preparo do extrato vegetal e as pecgonhas
testadas foram as das serpentes B. moojeni € B. neuwiedi pauloensis,
pois segundo NISHIOKA e SILVEIRA (1992), sao as serpentes que
mais causam acidentes em nossa regiao.

Nossos estudos tiveram inicio determinando-se a atividade
PLA,, pois estas enzimas sao muito abundantes e frequentes em
peconhas de serpentes, estdo diretamente relacionadas com diversos
efeitos lesivos causados pelo envenenamento e ainda apresentam
inimeras vantagens em relagdo aos ensaios “in vivo”, tais como:
baixo custo, rapidez, reprodutibilidade e pequenas quantidades de
material.

Os resultados obtidos neste trabalho a inibicdo da atividade
PLA, das pecgonhas de B. moojeni e B. neuwiedi pauloensis foi

bastante expressiva (da ordem de 70%) quando o EVA de C.
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mariquitensis foi incubado com ambas as peconhas e quando néao
incubado com a peconha de B. neuwiedi pauloensis, na proporgao de
1:5 (m/m) pegonha e extrato vegetal aquoso respectivamente.

Quando se compara o efeito inibitério da atividade PLA; da
peconha de B. neuwiedi pauloensis realizada no trabalho de Borges
(1998), e neste, nas mesmas condicdes, observa-se que o0 EVA de C.
mariquitensis ¢ um pouco mais eficiente (cerca de 20% ) que o de C.
sylvestris. Considerando o(s) principio(s) ativo(s) de C. mariquitensis
idénticos aos de C. sylvestris, estes dados sugerem que no extrato
vegetal de C. mariquitensis, estdo presentes em maior concentragao.

MELO et al.(1994) purificaram uma fragao da planta Eclipta
prostata, conhecida pela populagdo por combater sintomas de
envenenamento como a letalidade e miotoxicidade, a qual foi capaz
de inibir a atividade PLA, de pegonhas botropicas e a crotoxina,
principal proteina toxica, composta por PLA; e crotopotina encontrada
na peconha de Crotalus durissus terrificus.

Quanto as curvas dose-resposta obtidas para cada pecgonha
(figuras 3 e 4), pudemos constatar que para 0S ensaios nao
incubados, o EVA inibiu mais eficientemente a peconha de B. moojeni
que a de B. neuwiedi pauloensis, embora na proporgdo de 1:7,5
(VB:EVA) respectivamente a inibigdo das duas peconhas tenha sido
de 100%. Por outro lado, nos ensaios incubados por 1 hora a
eficiéncia do EVA foi muito maior para a peconha de B. neuwiedi
pauloensis, apresentando 100% de inibicdo ja na proporgao de 1:2,5.

Apesar dos resultados indicarem inibicdo das pegonhas pelo
EVA, ndo pode ser realizado um estudo estatistico dos valores obtidos
devido a variacdo das proporgdes de EVA para uma mesma peconha.

Segundo MANCIN et al.(1997), as PLAz de peconhas provocam
liberacdo de histamina (envolvidas nos Pprocessos de defesa do

organismo), por mecanismos indiretos mediados por lisofosfatideos.



Elas também podem liberar enzimaticamente 0 acido araquidonico
que constitui 0s fosfolipideos e esta envolvido nos processos
inflamatérios. Assim, pode-se relacionar as fosfolipases A> ao edema
provocado pelo envenenamento, como sugerido por TREBIEN E
CALIXTO (1989). Desta maneira, poderiamos sugerir que 0 EVA de C.
mariquitensis é capaz de inibir a formacdo de edema causada pelas
PLA; das pegonhas.

Essa eficiéncia do EVA pode ser devida a algum blogueio de
sitio ativo da PLA, ondOe o extrato atuaria, ou entdo poderia ocorrer
uma interacdo VB e EVA, alterando a conformagdo da enzima e
impedindo que o VB tenha a atividade enzimatica. Como esta enzima
estd muito relacionada com os principais efeitos toxicos locais do
envenenamento, estes resultados sugerem qu€ O EVA apresenta
principio(s) ativo(s) capaz(es) de inibir algumas acOes toxicas da
peconha.

Quanto & inibicdo da atividade coagulante das peconhas
estudadas, o EVA foi considerado eficiente para inibir ambas as
peconhas estudadas, mas mostrou maior eficiéncia quando incubado
por 1h com o VB de B. neuwiedi pauloensis, apresentando 100% de
inibicio (tabela 4). Como o extrato vegetal apresentou agao
neutralizadora da atividade coagulante, pode-se sugerir que
possivelmente ele iniba as enzimas “thrombin-like” presentes nestas
peconhas.

O ensaio que utiliza somente CaCl; ¢ um controle feito para
verificar a coagulacdo do plasma citratado, ja que o Ca*? é um dos
fatores responsaveis pela coagulacdao do sangue. Nossos resultados
indicam que o CaCl; foi capaz de coagular 0 plasma bovino citratado
em 174,83 sequndos (aproximadamente 3 minutos). Assim quando o
EVA foi capaz de aumentar o tempo de coagulacdo induzido pela
peconha por mais de 4 minutos, consideramos uma eficiéncia na
inibigao de 100%. Segundo BORGES e HOMSI-BRANDEBURGO (1998)
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o EVA de C. sylvestris ndo foi capaz de inibir a atividade coagulante
da pegonha de B. neuwiedi pauloensis. Nosso trabalho no entanto,
mostrou 100% de inibigdo com EVA de C. mariquitensis nas mesmas
condicdes. Isto pode significar que a C. mariquitensis apresenta
principios ativos diferentes dos de Casearia sylvestris.

H4 muitos estudos a serem feitos com esta planta, uma
investigacdo mais detalhada e aprofundada, como por exemplo,
outros testes in vitro como também in vivo, purificagdo e identificagao
do principio ativo, como atuam na inibicdo, quais sao as possiveis
variaveis de atuacdo, entre outros. N&o somente para esta planta,
mas muitas outras que ainda precisam ser investigadas mais

detalhadamente.
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