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Lista de Abreviagoes:

EB - Extrato Bruto de Folhas de Casearia grandiflora
FE - Fragdo Etandlica do extrato bruto
Fi - Fibrinogénio

PAGE-SDS - eletroforese em gel de poliacrimida com agentes
desnaturantes.

PB - Peconha Bruta de Bothrops moojeni
PBS - Solucdo Salina Fosfatada

Ppt - Precipitado Etandlico

PSA - Persulfato de Aménio

SDS - Dodecil Sulfato de Sédio

TEMED - (N,N,N-N’- tetrametilenodiamino)



Resumo:

Neutralizacao das atividade proteoliticas induzidas pela pegonhas da
serpente de Bothrops moojeni pelo extrato aquoso de folhas de Casearia
grandiflora e suas fragoes

DANILO DE SIQUEIRA FORTUNATO'; AMELIA HAMAGUCHI2,
(1) Graduando do curso de Ciéncias Biologicas;
(2) Profa. Dra. do Instituto de Genética e Bioquimica.

As peconha de serpentes sao constituidas de misturas de toxinas de natureza
protéica, com acdo enzimatica ou ndo. Enzimas com atividades proteoliticas
sdo Iimportantes constituintes das peconhas de serpententes da familia
Viperidae. Bothrops moojeni uma serpente tipica do cerrado e de todo Brasil
Central possui em sua pegonha toxinas proteoliticas como metaloproteases e
serinoproteases que induzem relevantes alteragcdes hemostasiscas, levando a
hemorragias locais e sistémicas. Varias plantas tem sido usadas na medicina
popular no tratamento de vitimas de acidentes ofidicos, porém poucas plantas
tem sido validadas por estudos cientificos criteriosos. Portanto, o presente
trabalho tem como objetivo estudar o extrato bruto (EB) de Casearia grandiflora
e suas fragdes, obtidas por solubilidade diferencial em etanol, a fragdo soltvel
em etanol (FE) e a fragdo nao soluvel em etanol (Ppt), na neutralizacdo das
atividades proteoliticas (coagulante, fibrinogenolitica, fibrinolitica, hemorragica
e incoagulabilidade sanglinea) induzidas pela pegonha bruta (PB) de Bothrops
moojeni. Todas as atividades proteoliticas testadas foram neutralizados por Eb
e Ppt em propor¢des maiores ou iguais a 1:20 (PB:EB ou Ppt) e FE neutralizou
somente as atividades fibrinogenolitica, fibrinolitica e hemorragica,
caracterizadas como atividades tipicas de metaloproteinases. Portanto, conclui-
se que EB possui compostos capazes de neutralizar as atividades de
serinoproteases € de metaloproteases, que os compostos capazes de inibir
serinoproteases nédo sao soliveis em etanol enquanto alguns inibidores de
metaloproteases sao.

Palavra Chave: neutralizagao; proteases; peconha bruta; Bothrops moojeni,

extrato aquoso; Casearia grandiflora; fragdes em etanol.
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1. INTRODUGAO:

Animais peconhentos sao aqueles capazes de produzir e inocular
substancias toxicas, tais como abelhas, aranhas, escorpides, serpentes e
outros.(As peconhas animais sdo constituidas por complexas misturas de
toxinas de natureza principalmente protéica, com acao enzimatica ou
ndo(RUSSEL et al., 1980, TU et al.,1988).

O sistema responsavel pela produgcdo de pegonha das serpentes &
composto por glandulas exocrinas modificadas para produzir um conjunto de
enzimas com atividade tdxica e digestiva. A composicao destas peconhas varia
de espécie a espécie, dentro de uma mesma de acordo com a nutricdo,
localidade geografica e de estacédo do ano(ASSAKURA et al. 1992).

As serpentes peconhentas do Brasil sdo em quase sua totalidade da
Familia VIPERIDAE, compreendendo os géneros Bothrops, Crotalus e
Lachesis. Dentre estas serpentes o género Bothrops é o de maior importancia,
por apresentar o maior numero de espécies em nosso territorio(JORGE &
RIBEIRO, 1990)

O género Bothrops compreende cerca de 28 espécies, distribuidas por
todo territério nacional. Sao conhecidas popularmente como jararaca, urutu-
cruzeiro, caicaca e outras denominagdes. Estas serpentes habitam
principalmente zonas rurais, preferindo ambientes umidos como matas e areas
cultivadas e locais onde haja facilidade para proliferacao de roedores (paids,
celeiros, depdsitos de lenha). Tém habitos predominantemente noturnos ou
crepusculares. Podem apresentar comportamento agressivo quando se sentem
ameacadas, desferindo botes sem produzir ruidos (DA SILVA et al. 2002).

Bothrops moojeni (caicaca), esta espécie descrita inicialmente em
Brasilia-DF, trata-se da principal espécie de Bothrops de cerrado do Brasil
Central, distribuindo -se do Parana até Maranhao. Esta também é uma das
poucas espécies que tem crescido em importancia medica, pois se adapta bem
aos ambientes modificados com pouca umidade como periferias de centros

urbanos, ao contrario das demais espécies do género, alem de apresentar



comportamento bastante agressivo e ter um porte avantajado, podendo superar
1,5m de comprimento (CARDOSO, 2003).

Acidentes com serpentes do género Bothrops sao 0s mais comuns,
correspondendo a 90,5% dos acidentes com ofidios no Brasil € 50% dos casos
de morte ocasionados por envenenamento ofidico(BRASIL, 1998). Na regiao
de Uberlandia-MG, representam 75% dos acidentes ocorridos atendidios no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sendo que
55% dos acidentes ofidicos confirmados foram ocasionados pela espécie
Bothrops moojeni (DA SILVA et al. 2002).

Peconhas de serpentes sdo ricas em compostos farmacologicamente
ativos que apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas (BALEY et
al., 2001). Estas pegonhas, principalmente das serpentes pertencentes a
Familia VIPERIDAE, contém uma variedade de proteases que afetam em
diferentes etapas da cascata de coagulagao sangliinea (ESTEVAO-COSTA et
al., 2000).

Essas proteases causam um aparente paradoxo, pois a pegonha
promove coagulagdo in vitro e incoagulabilidade sanguinea in vivo, estes
efeitos tém sido atribuido a presenca de enzimas coagulantes (Thrombin-like)
presentes em pegonhas de serpentes (STOCKER, 1982).

A atividade dessas enzimas é caracterizada pela conversao de
fibrinogénio em fibrina, pela hidrolise das ligactes Arg -16-Gly e Arg-15-Gly na
regido amino terminal das cadeias Ao € Bp do fibrinogénio, com liberagéo do
monémero de fibrina e dos fibrinopeptideos A e B. Baseado na velocidade de
liberacéo destes fibrinopeptideos, tais enzimas sao divididas em trés grupos, as
que liberam preferéncialmente fibrinopeptideo A s3o chamadas Venobina A, as
que liberam preferencialmente fibrinopeptideos B sdo chamadas Venobina B e
as que liberam os fibrinopeptideos A e B proporcionalmente sdo chamadas de
Venobina AB (MARKLAND, 1998).

Outros importante grupo de enzimas proteoliticas encontradas nas

peconhas botropicas € o das metaloproteases zinco-dependentes. Estas

enzimas sdo responsaveis pela degradacdo de lamina basal, do colégeno do



sub-endotélio, o que leva a lesdo da parede do endotelio € consequente perda
da funcao hemostatica. Estas enzimas degradam também as moléculas como
fibrinogénio, plasminogénio e trombina, que participam da cascata de
coagulagio e atuam também diretamente nas plaquetas podendo impedir a
formacao do tampao plaquetario no organismo, levando a incoagulabilidade
sanglinea (RANG et al., 1997).

Essas enzimas podem ser chamadas hemorraginas ou SVMP
(metaloproteases de veneno de serpente), que compreendem uma serie de
enzimas com variada massa molecular, sendo responséaveis pelo efeito
hemorragico caracteristico do envenenamento botropico (BJARNASON & FOX,
1994).

As metaloproteases hemorragicas podem ser divididas em 4 classes de
acordo com seus dominio estruturais e suas massas moleculares.
Metaloproteases classe-l possuem apenas O dominio catalitico com massa
molecular de 20-30 kDa: classe-ll que possuem dominio catalitico seguido por
um dominio desintegrina e massa molecular de 30 a 50 kDa; classe-lll que sao
formadas pelo dominio catalitico, seguido por um dominio desintegrina e um
dominio rico em cisteina e massa molecular entre 50-80 kDa; e classe-IV
compreende enzimas que possuem, além dos trés dominios das
metaloproteases da classe-lll e um polipeptideo tipo lectina ligado a
metaloprotease por ponte desslfeto e massa molecular superior a 100 kDa
(HITE et al., 1994).

Os estudos da pegonha de Bothrops moojeni revelam a grande
importancia das proteases na constituicao destas pegonhas e varias de suas
enzimas foram purificadas e caracterizadas bioquimicamente, dentre estas
podemos destacar algumas como Batroxobina, uma Venobina A, que cliva a
molécula de fibrinogénio e libera monémero de fibrina que ¢ rapidamente
hidrolisado na corrente sangiinea, levando a deplegao do estoque de
fibrinogénio e consequetemente a incoagulabilidade sanguinea. A Batroxobina
isolada do veneno de B. moojeni tem acado desfibrinogenante superior a
Batroxobina isolada do B. atrox (STOCKER et al., 1982). Outra protease



importante da pegonha de B. moojeni € a Moojeniprotease A, uma
metaloportease da classe |, que causa hidrolise do colageno tipo |, da gelatina,
da rede de fibrina e das cadeias Aa e Bp do fibrinogénio humano (REICHL &
MANDELBAUM, 1992).

O quadro clinico no envenenamento botrépico pode ser didaticamente
dividido em local e sistémico(Brasil, 1998). As manifestagbes sistémicas s&o
caracterizadas principalmente por disturbios na hemostasia, caracterizados por
deficiéncia na coagulacao, alteracao na agregacgao plaquetaria, e deplecao do
estoque de fibrinogénio. A sequéncia destes eventos culmina em hemorragia
em local distante do local da picada (HATI et al., 1999). As manifesta¢des
locais sdo caracterizados por dor, edema, hemorragia e necrose na regiao da
picada, atribuidas aos componentes inflamatdrios e hemorragicos da pegonha
(RIBEIRO et al., 2001).

O tempo decorrido entre a picada e o atendimento € muito impotante,
quanto menor o tempo, melhores sdo os resultados da soroterapia. Se o
tratamento comeca muito tempo apés a picada, a soroterapia nao se mostra
eficaz, isso se evidencia no niumero dos casos de morte quando o atendimento
ocorreu 6 horas apos o envenenamento chega a 60,5% dos casos atendidos
(Brasil, 1998).

Um dos aspecto enfocados para o incentivo a pesquisa de tratamentos
alternativos em casos de envenenamento por ofidios, € que a soroterapia nao
possui eficiéncia caso o atendimento da vitima n&o seja imediato e também
nao se apresenta eficiente para reverter os efeitos locais, consequentes do
edema inteso e prolongado que leva a compressdo dos tecidos e vasos,
levando a isquemia e necrose tecidual(MARTZ, 1992).

Neste sentido, frequentemente, encontram-se afetados a pele, as
camadas musculares mais profundas e nos casos masi severos o tecido por
completo, 0 que determina a perda o orgdo ou amputagdo da extremidade
afetada (MOURA-DA-SILVA et al., 1991).

Além do mais, pelo tratamento convencional consistir do soro

heterdlogo, e este ser obtido a partir de plasma de animais (equinos ou ovinos)



normais hiperimunizados com pegonhas de serpentes, pode desencadear
reagdes imunologicas , como edema de glote, acompanha de insuficiéncia
respiratéria e hipotensdo (BARRAVIEIRA & PERACOLI, 1994).

Buscar novos métodos para neutralizar as toxinas das peconhas de
serpentes é necessario, e a utilizagdo de plantas medicinais esta sendo uma
alternativa neste sentido, visando principalmente a neutralizagdo dos efeitos
locais provocados pelo envenenamento (MARTZ, 1992).

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas € tédo antigo
guanto a histéria humana e por um longo periodo foram a unica forma de
tratamento, O uso de plantas sempre foi de grande relevancia na medicina
popular, porém o desenvolvimento da quimica orgé&nica resultou na preferéncia
pelo tratamento utilizando drogas sintéticas e uma conseqilente perda de parte
dos conhecimentos da medicina popular (DE PASQUELE, 1984).

As plantas sdo um exemplo rico de compostos farmacologicamente
ativos, grandes empresas farmacéuticas tém areas de pesquisa que dedicam
tempo integral a estes estudos. Estima-se que 5.000 espécies de plantas de
um universo estimado de mais de 500.000, de tenham passado por uma
triagem farmacologica basica, sendo que a maioria destas plantas tem sido
testadas somente quanto a seu potencial para o tratamento do cancer e da
AIDS (RATES, 2001).

Os compostos farmacologicamente ativos de plantas sdo uma fone
importante de modelos para a sintese de novos farmacos. Pesquisadores da
area de produtos naturais mostram-se interessados pelo fato deste produtos
encontrados na natureza revelam uma grande diversidade em termos de
estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biologicas (WALL & WANI, 1996).

Os principios ativos extraidos dos vegetais sao produtos de origem no
metabolismo secundario e terciario do vegetal, decorrentes da adaptagao deste
a diferentes estagdes do ano, tipo de solo, pH, umidade, temperatura, agao de
herbivoros e fitofagos dente outros fatores. Diversos destes metabolitos ja sao
conhecidos como os taninos, ligninas, cumarinas, flavonoides, quinonas,

metilxantinas, alcaldides, terpenos, saponinas, e uma série de antimetabdlitos



que se distribuem diferentemente nas diversas partes do vegetal, com
composicdo variada de espécie para espécie e até mesmo dentro da mesma
(HARBERMEHL, 1998).

Os produtos naturais sao de grande importancia para a medicina, 25%
dos medicamentos prescritos no mundo s&o de origem vegetal ou tém a
estrutura derivada de um composto natural, estimando-se que 60% dos
medicamentos antitumorais e antibiticos em testes clinicos sejam de origem
vegetal (YUE-ZHONG-SHU, 1998; RATES, 2001).

Medicamentos sintéticos de importancia para o homem apresentam
substancias derivadas de plantas e dos 252 medicamentos considerados
essenciais pela Organizagdo Mundial da Saude, 11% séo obtidos
exclusivamente de vegetais € um numero ainda maior € o dos medicamento
sintéticos obtidos a partir de percursores naturais (CARVALHES et al., 2003).

Estudos sobre a neutralizacdo das atividades das peconhas de
serpentes por extratos de plantas tem sido feitos e tém validado diversas
plantas quanto ao seu potencial antiofidico, testes com pegonha bruta ou de
toxinas isoladas das pegonhas e extrato bruto ou compostos isolados destes.
Curcuma sp neutralizou a neurotoxici dade de Cobra-neurotoxina(CHERDCHU
et al., 1978), Ar-tumerone isolado de Curcuma longa neutralizou Cobra-
neurotoxina (FERREIRA et al, 1992) e extrato de Eclipta prostata e
wedelolactona isolada deste extrato neutralizaram a miotoxicidade, a atividade
fosfolipasica, a atividade hemorragica e a diversas atividades proteoliticas das
peconhas das serpentes Bothrops jararaca, Bothrops jararacusu, Lachesis
muta muta (MELO et al., 1992).

Extratos das folhas das espécies do género Casearia t€m mostrado
efeitos neutralizadores das atividade induzidas pelas pegonhas de serpentes
botrépicas e crotalica. Casearia silvertrys neutralizou as atividades proteolitica
e fofolipasica dos venenos de serpentes botropicas (BORGES et al., 2000 e
2001). Casearia grandiflora ¢ eficiente neutralizador das atividades proteolitica,
fosfolipasica e miotoxica das pegonhas de serpentes botropicas e crotalicas

(FREITAS, 2002). Casearia gossypiosperma neutraliza as atividades



hemorragica, coagulante e fibrinogelitica induzida pelas peconhas botropicas e
algumas enzimas isoladas destas (SILVA, 2002). Casearia mariquitensis
mostra-se eficiente em neutralizar a degradacao do fibrinogénio, a coagulagao
do plasma, a deplacdo do fibrinogénio plasmatico e a hemorragia pulmonar
induzida pela neuwiedase uma metaloprotease da peconha de B.neuwiedi
pauloensis (IZIDORO et al., 2003).

O género Casearia € composto por plantas de porte arbéreo quatro a
dez metros de altura, folhas cartaceas, heliéfita, seletiva higrofila, tipica de
florestas semidecidua secundaria. Ocorrendo em todo territério nacional em
quase todas as formacgdes vegetais, principalmente em florestas semideciduas
em areas de transigio para o cerrado (LORENZI, 1998).

A populacao da regiao do Tridngulo Mineiro possui um conhecimento
sobre medicina popular que dura geragdes e isto se revela também nos casos
de envenenamento por picada de serpentes . Visto que 5% dos casos
atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade Ferderal de Uberlandia os
pacientes relataram ter tomado algum composto preparado a partir de planta
para tentar impedir os efeitos do envenenamento ( DA SILVA et al., 2002).

Vaérias plantas de diferentes regides tém tido sua acao neutralizadora
das atividades induzidas pelas pegonhas comprovada, porém sdo poucos 0s
compostos isolados responsaveis pela neutralizagcao. Sao necessarios estudos
futuros de isolamento, caracterizagdo estrutural e mecanismo de a¢ao destes
inibidores naturais de toxinas de serpentes, para serem um alternativa a
soroterapia e para no futuro servirem como ponto de partida para a sintese de
novas dogras terapéuticas de interesse médico (SOARES et al., 2004).

O Laboratorio de Quimica de Proteinas e de Produtos Naturais tem
desenvolvido diversos trabalhos no estudo de toxinas da pegonha de serpentes
e com plantas utilizadas pela populacdo rural local como antidoto para o
envenenamento por picada de serpente, estes trabalhos tém mostrados
grandes avangos, como a comprovacao dos efeitos e esclarecimentos de

alguns mecanismos de ac¢éo de toxinas.



O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de
neutrlizagdo do extrato aquoso de Casearia grandiflora e suas fragdes frente a

peconha bruta de Bothrops moojeni, quanto a suas atividades proteoliticas.
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2. Objetivo:

Os objetivos deste trabalho sao :

Preparar o extrato bruto das folhas de Casearia grandiflora.
Fracionar o extrato bruto através de solubilidade diferencial em etanol.
Testar o extrato bruto e as fracdes obtidas a parti deste quanto a
neutralizacdo das seguintes atividade proteoliticas induzidas pela
peconha de Bothrops moojeni:

Atividade coagulante do plasma,;

Atividade fibrinogenolitica;

Atividade Fibrinolitica;

Atividade Hemorragica;

Atividade de alteragdo da coagulabilidade sanguinea.
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3. Justificativas:

Acidentes ofidicos no Brasil sdo muito comuns, podendo passar de
20.000 casos por ano, estes causam mais de 100 mortes e o tratamento
convencional(soroterapia) normalmente nao é eficaz em reverter os problemas
locais causados pelas peconhas.

Como a soroterapia normalmente nao reverte os efeitos locais estes
podem ocasionar seqiielas permanente nos acidentados, podendo levar a
perda parcial do movimento até perda total da funcionalidade da extremidade
afetada ou amputacao.

Algumas plantas utilizadas na medicina popular estdo relacionadas a
sua atividade antiofidica, destas algumas ja foram levantadas em estudos
etnobotanico e outra ja foram validadas por métodos cientificos.

Desta forma, plantas como as Casearias, usadas pelos moradores da
zona rural do Tridngulo Mineiro para neutralizar os efeitos dos acidentes
ofidicos devem ser estudadas e investigadas tanto no aspecto biolégico com
quimico, visando a obtencdo de resultados cientificamente validos na
neutralizagao das diversas atividades causadas pelas pegonhas de serpentes.

Uma vez iniciados esses estudos de primeiro contato, ficam abertas as
possibilidade de utilizagdo terapéutica para os produtos isolados ou de
produtos desenhados a partir destes, mostrando novos caminhos a percorrer
na busca de antidotos contra acidentes ofidicos e na inibicdo de outras

proteases de interesse médico.



4. MATERIAL E METODOS:

4.1. Reagentes:

Plasma bovino citratado foi obtido através de coleta do sangue de touros
da Fazenda Experimental do Gléria da Universidade Federal de Uberlandia,
pelo mestrando Luis Henrique Ferreira do Vale, o material coletado era trazido
para o laboratério para centrifugagbes sucessivas para separagdo dos
eritrocitos, leucdcitos e plaquetas do plasma. Este era dividido em al icotas de
5mL que ficavam estocados em freezer a -20°C.

Fibrinogénio bovino e Trombina bovina foram comprados da empresa
Sigma Chem. Co. e mantidos em freezer a -20°C.

Acrilamida, Bis-acrilamida (N,N-metilenobisacrilamida), TEMED (N,N,N-
N"-Tetrametilenodiamino), SDS (Dodecil Sulfato de Sédio), Coomassie Briliant
Blue R-250 e G-250, EDTA (acido etilenodiaminotetracético), Azul de
Bromofenol, B-Mercaptoetanol, PSA (Persulfato de Aménio), BSA (Soro
Albumina Bovina), TRIS-HCI,Glicerol, Etanol e Acidos Acético todos comprados
da empresa Sigma Chem. Co. Os demais reagentes utilizados foram de grau
analitico.

4.2. Obtengio e preparo da Peconha Bruta:

A Peconha Bruta (PB) das serpentes de Bothrops moojeni, foi coletada
no Setor de Répteis da Universidade Federal de Uberlandia, pela Profa. Dra.
Vera Lucia Campos Brites e entdo processadas para obtengdo de uma solugao
contendo proteinas da peconha por centrifugagcio a 10.000g por 10 minutos a
4°C e liofilizado para armazenamento posterior.

4.3. Dosagem protéica:

As amostra de peconha bruta foram dosadas utilizando o método de
BRADFORF (1978), no qual a soro albumina é utilizada para estimar a reta
padrdao. As amostras protéicas de 100uL eram acrescidos de 3000uL do
reagente de BRADFORD, entao feitas leitura a 495nanémetros. O reagente de
BRADFORD é uma solugéo de 0,01% de Coomassie Brilliant Blue G-250, 5%
de etanol e 10% acido orto-fosférico.

4.4. Animais para experimentagao:

Os experimentos in vivo foram feitos em camundongos da raga Swiss
doados pela empresa Vallée, entdo eram trazidos para nosso biotério, onde
eram mantidos em caixas forradas com serragem, tendo a disposi¢do agua
potavel e racao, no Laboratério de Experimentagdo Animal (LEA), mantidos a
temperatura ambiente e com ciclo circadiano normal. Os animais trazidos para
nosso biotério ficavam ao menos 3 dias se adaptando as novas condicbes de
laboratério e somente depois eram utilizados nos experimentos. Os animais
utiizados eram machos com aproximadamente 45 dias de vida e tinham um

peso aproximado de 22g.
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4.5. Coleta das folhas de Casearia grandiflora preparo do Extrato vegetal.

Para a preparacao do Extrato Bruto (EB) de Casearia grandiflora folhas
foram coletadas no Tangara Countri Clube no dia 14/02/2004, coletadas e
identificadas com o auxilio do Académico Alexandre Silva Oliveira, e exicatas
foram arquivadas no Herbarium Uberlandense da Universidade Federal de
Uberlandia e outra parte das folhas coletadas foram selecionadas as jovens e
sem danos por herbivoros. Estas folhas foram entdc lavadas com &gua
desionizada corrente por 2 horas, somente depois de selecionadas, lavas e
secas. Estas foram trituradas em liquidificador com agua desionizada por 10
minutos a temperatura ambiente. O material resultante foi filtrado com papel
filtro, centrifugado a 20.000g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi retirado,
liofilizado e o pé resultante foi armazenado em frascos @mbar mantidos a -20°C
para posterior utilizagado.

4.6. Fracionamento do Extrato Bruto :

Para fracionar o Extrato Bruto de Casearia grandiflora utilizou-se de um
protocolo de solubilidade de compostos naturais de DEMUNER (2000) com
adaptacoes, fazendo o fracionamento sempre partindo de 3g de EB adicionado
90mL de etanol 97°GL, agitava-se por 10 minutos a temperatura ambiente,
eram separados sobrenadante e precipitados por centrifugagao a 10.000g por
10 minutos a 4°C, as fragbes obtidas eram entdo chamadas de Fracao
Etandlica (FE) e o Precipipado etanolico (Ppt), ambas passavam por
rotoevaporacdo, para retiradas do solvente orgénico, entdo eram
resolubilizados em agua desionizada e por fim liofilizados e armazenados a
-20°C para paosterior utilizacao.

4.7. Atividade coagulante:

A atividade coagulante do plasma bovino induzida pela pegonha bruta foi
realizada segundo a técnica descrita por ASSAKURA et al.(1992). Sobre 100uL
de plasma citratado foram adicionados 10ug de PB dissolvidos em 20ulL de
PBS, entdo encubados a 37°C para formacdo do coagulo e o tempo
cronometrado em segundos. Estes ensaios de coagulag¢ao foram realizados em
aparelho coagulémetro Quick Timer (DRAKE LTDA) que determina o tempo de
coagulagdo da amostra, até um tempo maximo da 120 segundos, utilizando um
sistema Optico que determina a variagdo brusca da densidade optica da
amostra no instante da coagulacao.

4.8. Atividade proteolitica sobre o fibrinogénio:

O ensaio de hidrolise das cadeias do Fibrinogénio (Fi) foram realizadas
como descrito por EDGAR e PRENTICE (1973), com algumas modificagdes.
Amostras contendo 50uL de uma solucao de fibrinogénio bovino (1,5mg/mL em
PBS em pH 7,4) e 5ug de PB num volume final de 10uL, também em PBS,
foram incubadas a 37°C por 2 horas. A reacao foi interrompida apés o tempo
determinado pela adi¢gdo de 30uL de solugdo STOP+p(Tris-HCI 187mM pH 6,8,
SDS 6%, EDTA 6mM, Azul de Bromofenol 1%, Glicerol 27%, e pB-
mercaptoetanol 10%) e aquecimento a 100°C por 2 minutos.
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4.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de agentes
desnaturantes (PAGE-SDS):

As eletroforeses foram feitas segundo a técnica de LAEMMLI (1970),
sendo as amostras dissolvidas em 50% de seu volume com tampao amostra (
Tris-HCI 187mM pH 6.8, SDS 6%, EDTA 6mM, azul de bromofenol 1%, glicerol
27% e 10% B-mercaptoetanol) sendo posteriomente aquecidas a 100°C por 2
minutos. As eletroforeses foram realizados em gel de poliacrilamida na
presenca de agentes desnaturantes (SDS), nas concentragtes de 14% e 5%
para os geis de separagao e empilhamento, respectivamente.

Para revelagdo do gel com foi utilizado uma solugdo contendo
Coomassie Brilhante Blue R-250, acido acetido e metanol. Os reagentes e seus
volumes para preparacao dos géis estdo descritos no quadro abaixo:
Reagentes para preparacao dos géis estdo descritos no quadro abaixo:

SOLUCOES VOLUME (uL) |VOLUME (uL)
Gel de Gel de
separagao 14% | empilhamento 5%

Tris-HCI 2M pH=8,8 1.170 125

Tris-HCI 2M pH="6,8 62,5 20

EDTA 200mM 62,5 20

Acrilamida: bis-acrilamida( 30:0,8 m/m) |2.920 325

Agua deionizada 1.950 1.480

TEMED 7,5 2,5

Persulfato de aménio (10% m/v) 37,5 17,5

4.10. Atividade fibrinolitica:

A atividade fibrinolitica foi feita segundo ESTEVAO-COSTA (2000) para
producdo do coagulo de fibrina utilizou-se uma solugcédo final contendo
fibrinogénio bovina 0,2%, trombina bovina 1u/ml dissolvidos em tampao fosfato
5mM pH 7.4 e NaCl 150mM. Esta solugao foi colocada em placa de Petri e foi
pré-incubada por 1 hora para formagao do coagulo de fibrina. Nesta placa
foram abertos pocinhos com 2mm de didmetro e volume de 10uL. Amostras
foram aplicadas nos pocinhos continham e 2,5u9; 5ug e 10pug de PB, para
neutralizacao utilizou -se 10ug de PB e adicionou-se 100pg e 200ug de
amostras (EB, FE e Ppt), mantendo o volume final igual a 10uL pela adigcao de
PBS, estas amostras eram entdo incubadas a 37°C por 24 horas, ao fim
destas media-se o halo de fibrindlise.

4.11. Atividade Hemorragica:

A hemorragia induzida pela pegonha de B. moojeni foi feita utilizando a
técnica de FREITAS(2002) 20ug de PB diluida em um volume de 50ulL de PBS,
que era inoculada via intradérmica no dorso do animal, e ap6s 3 horas estes
eram sacrificados para retirada da pele e medicdo da area do halo
hemorragico. A medida do halo hemorragico foi deita através da transferéncia
do halo para papel celofane e posteriormente para papel minimetrado, o qual
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era pesado, o valor da area era estimada a partir de um reta padrao, da relagao
(peso X area) do papel milimetrado.

4.12. Alteragcao da coagulabilidade sangiiinea:

A inducéo da alteracdo da coagulabilidade sanglinea foi testada através
da inoculagao via intraperitoneal de100ug de PB em uma solugdo de S0uL
PBS. Passadas 5 horas do momento da inoculagdo os animais eram entao
sacrificados, para proceder a retirada do sangue por puncdo cardiaca, o
sangue obtido era colocado em tubos de ensaio, um cronometro era disparado
e o0 tempo para que ocorresse a coagulagao era registrado.

4.13. Ensaios de neutralizagao:

Para neutralizacdo dos efeitos proteoliticos da pegonha bruta de B.
moojeni, esta recebia a adigdo do extrato bruto de Casearia grandiflora e suas
fragdes e imediatamente depois eram iniciadas as atividades, utilizando uma
dose constante de PB e diferentes concentragdes de EB e fragdes, mantendo
sempre o volume final constante, utilizando para isto PBS.

5. RESULTADOS:

5.1. Atividade coagulante:
O efeito dose resposta da atividade coagulante de PB de B. moojeni em

diferentes concentracdes é mostrado na figura 1, na qual as amostras de
2,51g; 5ug e 10ug de PB coagularam o plasma em 110, 57 e 31 segundos,
respectivamente. A dose minima coagulante (a menor dose capaz de induzir a
formacéo do coagulo em 60 segundos) foi de aproximadamente 5ug de PB. A
partir deste teste todos os ensaios de neutralizagdo da atividade coagulante

foram realizados utilizando de10ug de PB.

120
B 100 foimo
o -
S 80
(3]
>
g 60
o]
&)
L 40
8
g 20
o
-
0
0 2 4 6 8 10 12
Dose de pegonha em ug




Figura 1: Efeito dose resposta para o tempo de coagulagéo .
Em 100uL de Plasma bovino citratado a 37°C, foram adicionados 20uL de PBs
contendo (2,5ug; 5ug e 10ug de PB) e o tempo necessario para a formagao do

coagulo foi registrado.

5.2. Neutralizacao da atividade coagulante pelo extrato bruto:

O EB de C. grandiflora se mostrou eficiente em neutralizar a coagulacao
induzida pela peconha, este efeito inibitério foi dose dependente (Figura 2),
sendo que na proprogao 1:2,5(PB:EB) o extrato causou uma inibicdo de mais

da atividade coagulante de PB.

EB

PB |

PB/EB 1:2,5
PB/EB 1:5

PB/EB 1:10

0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo de coagulangdo (s)

Figura 2: Inibigao da atividade coagulante de PB de B, moojeni por EB.
Em 100uL de plasma bovino foram adicionadas 20uL de PBS contendo 10ug
de PB e 25ug, 50ug e 100ug de EB, previamente misturados e o tempo de

coagulacao foi registrado.

5.3. Inibicdo da atividade coagulante de PB de B. moojeni por EB, FE e
Ppt.
Para comparar o potencial de inibicac do EB e de suas fragbes obtidas

por solubilidade diferencial em etanol (FE e Ppt) foi testada a inibicdo da

coagulacao do plasma induzida por 10ug de PB com adicad de 100ug de EB.
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FE e Ppt. Entre as amostras testadas, a mais eficiente foi Ppt, pois neutralizou
mais fortemente que EB, sendo que FE ndo apresentou efeito neutralizador,
sendo igual a atividade coagulante de PB, como mostrado na (Figura3).

Figura 3: Inibi¢do da atividade coagulante de PB de B. moojeni por EB FE

e Ppt.

FPBS §
P B §
PB/FE 110 )
PB/EB 1:10 = §
PB/PpPptti10
S R
0 20 40 60 80 100 120 140

Tem po de coagulagdo (s)

Figura3: Inibicdo da atividade coagulante do plasma induzida por PB de B.
moojeni por EB, FE e Ppt de C. grandifiora.

A 100uL de plasma a 37°C foram adicionados 20uL de PBS, contendo 10ug de
PB, combinado ou ndo com 100ug de EB, FE e Ppt, e o necessario para a

formacao do coagulo era registrado.

5.4. Coagulagao do plasma bovino induzida por CaClz:

A coagulagdo do plasma induzida pela reposicdo do ion Ca++ ocorreu
em aproximadamente 4 minutos. Este tempo de coagulacdo nao foi alterado
pela presenga do Extrato Bruto, sendo que o este nao foi capaz de induzir a
coagulagdo na auséncia do ion Ca++ , como mostrado na figura 4.

EB
CaCI2+EB |
:
CacCli2 :
0 5 10 15 20

tem po de coagulagao (m in.)

Figura 4: Tempo de coagulagao induzida por CaClz.

Em 200uL de plasma foram adicionados 50ulL de CaClz 0,5M, CaClz 0,5M
adicionado de EB na propor¢ao 1:10 (m/m, CaCl2/EB) ou EB na mesma
quantidade utilizada anteriormente. Estas amostras era incubadas a 37°C até
que ocorresse a formagao do coagulo, entdo o tempo era registrado.
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5.5. Inibigao da atividade fibrinogenolitica de PB por EB, FE e Ppt.

Nos ensaios de degradacéo do fibrinogénio observou-se que PB de B.
moojeni degrada totalmente as cadeias Aa e BB apds duas horas de incubacio
a 37°. Na presenca de EB (figura 5) a cadeia Bp do fibrinogénio foi totalmente
protegida da hidrolise por induzida PB, isto de forma dose dependente e
manteve intacta em quantidade superior a 50ug de EB(colunas 5 a 8). Nestas
condig¢bes, a cadeia Ax do fibrinogénio nao foj visualizada, mesmo com menor
concentracao de EB utilizada (coluna 3).

Quando se incubou o fibrinogénio com PB e Ppt, tanto a cadeia Aa
quanto a cadeia BB foram preservadas (figura 6). A Fragado Etandlica (FE),
quando incuba com fibrinogénio e PB, neutralizou a atividade proteolitica de PB
sobre a cadeia Bp (figura 7, colunas 3 e 4 ), porém a cadeia Aq n&o foi possivel
de ser detectada na eletroforese, também na figura 7 na coluna 5, onde a
cadeia Ao nao foi visualizada, quando o fibrinogénio foi incubado com FE na
auséncia de PB.

AT 7.8 9

Figura 5: Neutralizacgo da atividade fibrinogénolitica de PB de B, moojeni pelo
EB de C. grandifiora de forma dose dependente.

Eletroforese em gel de poliacrilamida 14%, na presenga de SDS, do
fibrinogénio bovino (Fi) incubado a 37°C por 2 horas com PB na auséncia ou
presenca de EB.

Colunas:

1- Fi(75ug) + PB (20pg) inativado com tampao Stop + B-mercaptoetanol:

2- Fi(75pg) + PB (5pg);

3- Fi(75ng) + PB (5ug) + EB (5pg):

4- Fi(75ng) + PB (5ug) + EB (25ug):

5- Fi(75ug) + PB (5ug) + EB (50g);

6- Fi(75ug) + PB (5ug) + EB (100ug);

/- Fi(75ug) + PB (5u9) + EB (250ug);

8- Fi(75ug) + EB (250ug):



9- Fi (75u9).

Figura 6: Neutralizagao da atividade fibrinogenolitica de PB de B. moojeni pelo
Ppt de C. grandifiora de forma dose dependente.

Eletroforese em gel de poliacrilamida 14%, na presenca de SDS, do
fibrinogénio bovino (Fi), incubado por 2 horas a 37° com PB na presenga ou
auséncia de Ppt.

Colunas:

1- Fi (75ug);

2- Fi(75pg) + PB (5u9);

3- Fi(75ug) + PB (5ug) + Ppt (50ug);

4- Fi (75ug) + PB (5ug) + Ppt (100pg);

5- Fi (75ug) + Ppt (100u9).



Figura 7: Neutralizagdo da atividade fibrinogenolitica de PB de B. moojeni por
FE e EB de C. grandiflora de forma dose dependente.

Eletroforese em gel de poliacrilamida 14%, na presenga de SDS, do
Fibrinogénio bovino (Fi) incubado por 2 horas a 37°C, com PB e ou FE e EB.
Colunas:

1- Fi (75ug);

2- Fi(75ug) + PB (5pg);

3- Fi(75ug) + PB (5ug) + FE (50ug);

4- Fi(75ug) + PB (5ng) + FE (100u9);

5- Fi(75ug) + FE (100ug);

6- Fi(75ug) + PB (5ug);

7- Fi (75pg) + PB (5ug) + EB (5019);

8- Fi(75ug) + PB (5pg) + EB (100ug);

9- Fi (75ug) + EB (100pg).



5.6. Neutralizacio da atividade hemorragica induzida por PB de B.

moojeni pelo EB de C. grandiflora.
A neutralizagdo da atividade hemorragica pelo EB foi muito eficiénte,

chegando a 100% em propor¢des maiores que 1:20 (PB:EB) e na proprogao
menor 1:10 causou uma inibigao de 50% (figura 8-B), mostrando que um efeito
dose resposta para a inibigao (figura 8 -A) . A partir destes resultados os testes
com as fragdes utilizaram a proporgéo 1:10 (PB:FE ou Ppt).

T T S

PB/EV(0:50) | = - -
PB/EV(1:50) | o |
PB/EV (1:20) |
PB/EV(1:10)
PB
PBS

A

PB/EV(1:50)
PB/EV (1:20)

PB/EV(1:10)

PB/EV(1:0)

0 % 20% 40% 60 % 80 % 100% 120%

porcentagem de inibigédo

B

Figura 8: Neutralizagdo da atividade hemorragica induzida por PB de B.
moojeni pelo EB de C. grandiflora. A atividade hemorragica foi induzida pela
inoculagao de 20ug de PB via intradérmica na regido dorsal de camundongos,
associada ou nao com EB, nas proporcées PB/EB de 1:10, 1:20 e 1:50. A:
Neutralizacdo mostrada pela area do halo hemorragico. B: Neutralizagao
apresentada pela porcentagem de inibigao.



5.7. Inibicao da atividade hemorragica induzida por P B de B. moojeni pelo
EB, Ppt e FE de C. grandiflora.

Na neutralizagdo da atividade hemorragica induzida por PB, testou-se as
fragdes somente na proporgao 1:10(PB:Fracéo), a fracdo Ppt foi a mais
eficiente e a fracao FE se mostrou menos eficiente, se comparado com EB
tanto quanto se comparado com Ppt.

A

PB/Ppt
PB/EB
PB/FE

PB

Area (cm?)

B
Figura 9: Inibicdo da atividade hemorragica induzida por PB de B. moojeni pelo

EB de C. grandiflora e suas fracoes (FE e Ppt).

A atividade hemorragica foi induzida pela inoculagao de 20ug de PB via
intradérmica na regido dorsal de camundongos, associado ou nao com 200ug
de EB, FE e Ppt. Apds 5 horas, 0s animais eram sacrificados para retirada da
pele, para medigao do halo hemorragico. A: Fotografia da parte interna da pele
de animais com halo hemorragico induzido pela PB na auséncia e presenca de
EB, FE e Ppt. B: Inibicdo mostrada pela area do halo hemorréagico.
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5.8. Neutralizacio da alteragio da coagulabilidade sangiiinea:

Quando injetado em camundongos, PB de B. moojeni promoveu um
aumento consideravel no tempo de coagulagéo do sangue dos animais (figura
10). O EB inoculado com PB, causou inibigo da alteragao da coagulabilidade
sangiiinea induzida por PB em todas as doses utilizadas. Porém, quando
inoculado na auséncia de PB, o EB também foi capaz de induzir a diminuigdo
da coagulabilidade sanglinea em camundongos, elevando o tempo de
coagulacéo do sangue de 17" (controle que recebeu apenas PBS) para 33".

PB/EV(1:50) [
PB/EV(1:20) [
PB/EV(1:10) [

0 50 100 150 200
tempo de segundos

Figura 10: Para induzir a alteracdo da coagulabilidade sanglinea utilizava-se
100ug de PB injetadas via intraperitoneal dissolvidos em 50 uL de PBS, ou PB
adicionado com EB em diferentes propor¢des (1:10, 1:20, 1:50, m/m). Apds 4
horas, 0s animais eram sacrificados e o sangue de cada animal foi coletado por
puncao cardiaca, colocado em tubo de ensaio e o tempo para formagéo do
coagulo era cronometrado. Testou-se também as alterac6es induzidas por EB
e de PBS sozinho, como controle negativos.

5.9. Inibigio da alteragdo da coagulabilidade sangiiinea induzida por PB
de B. moojeni pelo EB, FE e Ppt de C. grandiflora.

Ao testarmos a inibicio da alteracdo da coagulabilidade sanglinea
verificou-se que Ppt possui um efeito inibitorio da incoagulabilidade sanglinea
maior se comparado com EB, tanto quanto se comparado com FE, este nao
apresentou inibi¢ao significativa da atividade, tem o tempo de coagulagado muito
semelhante que recebeu somente PB.

(5]
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Figura11: Inibicdo da incoagulabilidade sangtinea induzida por PB de B.
moojeni pelo EB de C. grandiflora e suas fragdes (FE e Ppt).

Para os teste de coagulabilidade sangiinea, PB(100pg) foi inoculada via
intraperitoneal dissolvido em 50 plL de PBS ou PB misturado com as amostras
vegetais (EB, Ppt e FE) . Apés 4 horas, cada animal foi sacrificado e o sangue
coletado por pungao cardiaca e colocado em tubo de ensaio para determinar o
tempo necessario para formagéo do coagulo.

5.10. Neutralizacdo da atividade fibrinolitica:

Nos ensaios de neutralizagéo da atividade fibrinolitica todas as amostras
testadas (EB, FE e Ppt) foram eficientes em neutralizar a ativi dade fibrinolitica,
causando a neutralizacdo total em todas as doses testadas. Porém nao
observou-se diferencas entre as amostras, uma vez que na presenca destas
nao havia halo de fibrindlise (figura 12).

A

PB+Ppt(1:20)
PB+FE(1:20) |

PB+EB(1:20)

.

B
Figura 12: Neutralizagao da atividade fibrinolitica de PB de B. moojeni por EB,

FE e Ppt de C. grandifiora.



Para determinacao da atividade fibrinolitica em placa de fibrina, utilizou-se
2,5ug : 5ug e 10ug de PB para induzir a digestao do coagulo de fibrina e
adicionou-se EB, FE e Ppt na proporgao 1:20, como mostrados na figurai2 A.
As amostra eram diluidas em PBS para um volume final de 10(L e aplicadas
em pocinhos, abertos na placa. Incubava-se as placas em camara Umida por
24h a 37°C. e entdo eram medidos os didmetros dos halos de fibrindlise. A:
fotografia da placa de fibrinona, 1 - 2,5ug de PB; 2- 5ug de PB; 3- 10ug de PB;
4 a6 - 10ug + 200ug de (EB, FE e Ppt), respectivamente.

B: neutralizacdo mostrada pela area do halo de fibrindlise.



6. Discussao:

A atividade coagulante induzida por PB de Bothrops moojeni sobre o
plasma bovino foi inibida pela adicdo de EB de Casearia grandiflora, como
mostrado na figura1, outros trabalhos utilizando extratos aquosos de plantas
com potencial antiofidico como de 1ZIDORO(2001), de BORGES(2001), de
FREITAS(2002), DO VALE(2004) mostraram resultados similares para inibigao
da atividade coagulante, sendo os efeitos inibitérios dos extratos brutos
significativos a partir da propor¢ao de 1:5 ou 1:10, o extrato bruto de C.
grandiflora se mostrou eficiente para neutralizar a coagulagéo induzida pela
peconha, e reduziu pelo menos 4 vezes a velocidade de conversao de
fibrinogénio em fibrina, o que pode indicar que atuara evitando a deplegéo do
estoque de fibrinogénio plasmatico, isso porque o extrato possui compostos
capazes de inibir enzimas trombin-like presentes na pegonha de Bothrops
moojeni. FE nao inibiu atividade coagulante nas doses testadas, como
apresentado na figura2, mostrando que os compostos capazes de inibir a
coagulacdo sdo em agua e ndo s&do sollveis em etanol ou em compostos
organicos, como no trabalho de DO VALE(2004) as fragcdes solUveis em
metanol nao foram eficientes em inibir a atividade coagulante, os resultados da
figura 2 mostram que o Preciptado Etandlico, possue em maior propor¢ac em
relacao a EB e FE os compostos capazes de inibir a atividade das enzimas
serinoprotease das pegonhas de serpente , estas enzimas sao as principais
enzimas componentes da cascata de coagulagdo e o EB e Ppt tendo
compostos capazes de inibir estas enzimas € possivel que estes tenha
atividade direta sobre a cascata de coagulagio sanguinea.

O tempo de coagulagéo induzida pela adigao de CaCl2, nao foi alterado
pela presenca de EB, isso mostra que este ndo € capaz de capturar os ions
Ca?+ da solucao teste, o que mostra que mesmo provavelmente possui poucos
taninos e fitatos que podem se ligar a ions metalicos bivalentes em diferentes
graus de afinidade(SIMOES et al 2003), estes n&o causaram efeito sobre a

coagulacao pela reposicio de Ca*+ como no trabalho de DO VALE (2004).



A inibicao da atividade fibrinogenolitica foi observada para todas as
amostras(EB, FE e Ppt) testadas, mostradas nas figuras 3, 4 e 5, mostrando
efeito dose resposta e inibindo mais eficientemente nas proporgoes 1:20 e
1:50(PB:amostras), EB e FE inibiram somente a degradagao da cadeia Bp, e
causam a precipitagéo da cadeia Aa néo sendo possivel analisar a atividade
sobre esta, ndo encontrando trabalhos com resultados similares, porém Ppt
mostrou-se eficiente em inibir a degradacao das cadeias Aa e B sem causar a
precipitacdo do fibrinogénio, resultados semelhantes foram obtidos em outros
trabalhos, porém utilizando extrato bruto como o de BORGES(2001),
IZIDORO(2001), FREITAS(2002), DO VALE(2004).

No entanto o trabalho de FREITAS(2002) mostrava que o extrato bruto
de C. grandiflora ndo apresentou a capacidade de causar a precipitacdo do
fibrinogénio, como no presente trabalho o que € mostrado na figura1(coluna 8)
e na figura2(coluna 5), esta divergéncia porem pode ser devido a época do ano
e da localidade, nas quais as folhas foram coletadas para preparacao do
extrato bruto, pois o extrato testado no presente trabalho utilizou folhas
coletado no més de fevereiro e o de FREITAS(2002) utilizou de folhas
coletadas no més de novembro, porque os compostos presentes no extrato sao
formados em decorréncia da adaptacdo do vegetal a diversos fatores como,
temperatura, umidade, pH e nutrientes disponiveis no solo, dentre outros
(HARBERMEHL, 1998), nos resutados de VALE(2004) a pricipitagdo da
cadeias do fibrinogénio foi mostrado e justificada pela presenca de taninos que
podem interagir com as proteinas levando esta a se precipitarem na solugao. O
resultados das atividade fibrinogenolitica mostram que o extrato bruto e suas
fracdes possuem compostos que s&o capazes de diminuir o efeito das peconha
de serpentes na degradagdo do fibrinogénio o principal substrato da
coagulacdo do plasma sangiineo, assim sendo as amostras testadas parecem
ser capazes de minimizar o efeito de deplecdo do estoque de fibrinogénio
plasmatico, um dos evento que gera a incoagulabilidade sanguinea.

A hemorragia induzida pela inoculagédo de PB via intradérmica foi

neutralizada pela adicdo de EB em proporgdes maior ou igual a 1:20(PB/EB),



como nos trabalhos de MELO(1994), BORGES(2001), IZIDORO(2001) e
FREITAS(2002) nos quais a proporcao da 1:10(PB/EB) foi capaz de neutralizar
a atividade hemorragica, FE e Ppt também foram capazes de causar a inibicao
da atividade hemorragica, porem ndo se testou concentracdes capazes de
neutralizar a atividade, pois o interesse neste teste era comparar as diferengas
no potencial de inibigdo entre as fragdes, e nestes teste Ppt mostrou-se mais
eficiente uma vez que inibiu em maior taxa que o EB e FE. Os resultados da
neutralizacdo da atividade hemorragica mostra que EB de C. grandiflora, FE e
Ppt sao eficientes inibidores da atividade hemorragica local caracteristica do
acidente Botropico, desta forma o extrato de Casearia grandiflora demonstra
possuir compostos ativos capazes de neutralizar as metaloproteases das
peconhas de serpente, podendo ser capaz de inibir outras metaloproteases
semelhantes como a da matriz extracelular e de células tumorais(KHOKLA,
1994).

Coagulabilidade sanglinea esta diretamente ligada a concentragéo de
fibrinogénio, a presenga de plaquetas em condicoes normais e de trombina no
plasma, as toxinas das peconhas de serpentes sao capazes de interferir em
diferentes pontos e de variadas formas na cascata de coagulagéo, muitas das
vez levando a deplencdo do estoque de fibrinogénio e consequente
incoagulabilidade sangiinea ou atuando diretamente nas planquetas, atingindo
os sitios integrinas ou ligante de colageno da membrana planquetaria, a
inibicdo de incoagulabilidade sanguinea foi testada resultados similares foram
obtidos por 1ZIDORO(2001) através de técnicas mais refinadas, utilizando a
dosagem de fibrinogénio plasmatico dos animais testados, aonde o extrato de
Casearia mariquitensis foi capaz de neutralizar a deplengao do estoque de
fibrinogénio. Mostrou também que EB possui atividade inibitéria a tem um certo
nivel, porém EB também foi capaz de alterar a coagulagao sanguinea no
controle negativo, entretanto Ppt tem efeito neutralizador da incoagulabilidade
sanguinea induzida por PB e ndo causa efeito sobre a coagulacao no controle
negativo. Os resultados mostram que o EB de C.grandiflora e o Ppt séo

eficientes neutralizadores das hemorragias sistémicas induzidas pelas trombin-



like presentes nas pegonha Botropicas, atuando na diminuicdo da atividade de
conversao de fibrinogénio em fibrina destas enzimas ou impedindo a atuagao
desta peconha sobre os sitio integrina das plaquetas.

A neutralizagdo dos agentes tromboliticos presentes em PB  foi
observada para todas as amostra(EB, FE e Ppt) e proporgbes maiores que
(1:10) PB/amostra, nenhuma das amostras foi capaz de causar fibrinolise no
controle negativo, estes resultados mostram que EB de C.grandiflora e suas
fracdes séo eficiente em neutralizar a digestao de coagulos o que pode levar a
diminuicdo de hemorragias sistémicas, uma vez que os coagulacao
normalmente existente ndo serdo digeridos.

Todos resultados mostram que o extrato bruto de Casearia grandiflora
possui inibidores de enzimas proteoliticas, tanto serinoproteases quanto
metaloproteases, presentes na peconha de Bothrops moojeni, a identificagao
dos inibidores de proteases tem grande importancia medica, porque proteases
estruturalmente similares as das pegonha de serpente sdo encontradas em
células de mamiferos. Proteases e seus inibidores enddgenos possuem um
delicado equilibrio para manutengao da homeostase(PEREZ & SANCHEZ,
1999).

Protease atuando em diversos processos de ativagao € degradagéo de
hormonio protéicos como insulina e glucagon (SMEEKENS, 1993). Proteases
atuam na migracdo de células atraves da matrix extracelular onde sao
necessaria para remodelagédo do tecido e invasdo tumoral (CHEN, 1992).
Metaloproteases  estao envolvidas em metastase de tumores em
humanos(KHOKLA, 1994). Inibidores de proteases tem sido usados com algum
sucesso como drogas com poténcial de controle da AIDS(Ermolief et al., 1997).

Desta forma estudo mais aprofundados com o extrato de C. grandiflora e
tentativas para de isolamento dos seus componentes sd0 necessario para
serem utilizados como tratamento auxialiar a soroterapia, para a serem
testados quanto a suas outras propriedades farmacologicas como por exemplo

sobre suas intracdes com proteases da matrix extracelular e metaloproteinases

de células tumorais, e uma vez conhecida a extrutura a forma de interagao



deste inibidores com as proteases, fica aberto o caminho para construgéo de
moléculas similares e mais potente, para ser testadas como novas drogas no
tratatento de Cancer, AIDS e de outras interagoes de inibidores como
proteases capazes de ativar ou degrardar horménios de natureza protéica.
Contudo ndo podemos deixar de divulgar estes resultado pois em
trabalhos como o de SOARES(2004) que fez uma extensa revisdo sobre
plantas brasileiras, que neutralizam venenos de serpentes, neste a familia
Flacourtiaceae aparecem em uma posi¢cao de destaque, tendo duas espécies
que foram validadas como tendo agao antiofidica por teste bioquimicos.
Entretanto existe estudos ainda ndo divulgados como o de FREITAS(2002) que
também trabalhou com extrato aquoso de folhas de Casearia grandiflora e o de
Silva(2002) que trabalhou com o extrato de Casearia gossypiosperma. Este
estudo como o de outros autores mostram um coeréncia nos dados
encontrados e leva a crer que o género das Casearias possui em suas folhas
compostos capazes de neutralizar diversas atividade de proteases. E caso
estes trabalhos houvesse sido divulgado, a familia Flacourtiaceae passaria a
ser considerada uma das de maior relevancia juntamente com as familias
Apocynaceae e Astreaceae as quais possuem 3 especies com estudos
cientificos comprovando as propriedades antiofidicas divulgados, sendo que
Flacourtiaceae passaria a ter 4 espécies validadas cientificamente como tendo
compostos capazes de neutralizarem a atividade de peconhas ofidicas. Este
fato poderia trazer um maior interesse dos pesquisadores da area de produtos
naturais na pesquisa dos extratos de Casearia sp, © que provavelmente
levaria ao isolamento dos inibidores das proteases presente neste extrato, este
compostos isolados propiciariam estudos sobre neutralizacdo de proteases de
interesse médico e para o desenvolvimento de novos medicamentos a partir da

estrutura e da interagéo dos inibidores com as proteases.
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7.Conclusao:

Partindo de nossos resultados podemos concluir que, o extrato bruto de
Casearia grandiflora possui compostos capazes de inibir as seguintes agoes
induzidas pela pegonha bruta de Bothrops moojeni:

*A coagulagao do plasma;

*A degradacgéao da cadeias Bp do fibrinogénio;

*A atividade hemorragica;

*A alteracdo da coagulabilidade sanguinea;

*A digestao da rede de fibrina;
Nossos resultados também nés levam a concluir que:

*O extrato bruto possui compostos que causam a precipitagdo da

cadeia Aa do fibrinogénio;

*O extrato ndo possui compostos capazes de capturar ions Ca*+, pois

nAo altera o tempo para a coagulagao induzida pela solugéo de CaClz;

A fracao etandlica do extrato bruto de Casearia grandifiora possui compostos
que inibiram as seguintes atividades induzida pela peconha de Bothrops
moojeni:

*A degradagao da cadeia Bp do fibrinogénio;

*A atividade hemorragica;

*A digestao da rede de fibrina:
Outros resultados nos levam a concluir que a fragao etandlica n&o inibe os
seguintes atividades induzidas pela pegonha bruta de Bothrops moojeni:

*Causa a preciptagado da cadeia Aa do fibrinogénio;

*A coagulagao do plasma;

*A alteracao da coagulabilidade sanglinea;

O precipitado etanolico do extrato bruto de Casearia grandiflora possui
compostos capazes de causar a inibigao das seguintes atividades induzidas

pela pegonha bruta de Bothrops moojent.



*Coagulante do plasma;

*Degradacdo das cadeias do fibrinogénio;
*A atividade hemorragica;

*A alteracao da coagulabilidade sangliinea;
*A digestao da rede de fibrina;
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