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“ \ RESUMO

Os venenos animais sdo constituidos por complexas misturas de toxinas de origem
principalmente protéica, com agdo enzimatica ou nfio e que sdo responsaveis pelos
principais efeitos dos envenenamentos tais como; miotoxicidade, hemorragia, distirbios na
coagulagio sanguinea e edema. Muitas plantas tém sido usadas pelo homem para o
tratamento de acidentes ofidicos, mas geralmente seus usos tém sido atribuidos a
supersti¢do, e poucos sdo OS conhecimentos cientificos relacionados as caracteristicas
apresentadas por estas plantas. O objetivo deste trabalho foi verificar a inibigdo dos
principais efeitos dos venenos das serpentes Bothrops jararacussu, Bothrops neuwiedi
pauloensis e da abelha Apis mellifera pelo extrato vegetal de Casearia sylvestris
(Flacourtiaceae), uma tipica planta do Cerrado Brasileiro. Inicialmente, foi preparado um
extrato aquoso a partir das folhas e do caule desta planta. Para cada ensaio de inibigdo, o
extrato foi incubado com o respectivo veneno por uma hora antes do teste. Foram
realizados ensalos para as atividades fosfolipasica A,, coagulante, fibrinogenolitica,
hemorragica, miotoxica, edematogénica e toxicidade. Para a atividade fosfolipasica Az, os
resultados mostram uma alta porcentagem de inibigdo para todos os venenos, onde testes
estatisticos revelaram a eficicia do extrato vegetal tanto para o caule quanto para as folhas.
Na atividade coagulante, os resultados foram estatisticamente testados pelo teste T e
mostraram que apenas B.jararacussu incubado com Casearia sylvestris folhas, apresentou
diferengas significativas (inibigdo de 38%), enquanto para as outras amostras, nao houve
inibicio significativa. Quando testamos 2 inibigio da atividade fibrinogenolitica,
encontramos que o extrato (folhas ou caule) ofereceu pouca ou nenhuma prote¢do para a
cadeia o do fibrinogénio. A neutralizagao da herr}orragia foi determinada por injegdes
intradérmicas no dorso de camundongos, assim, a atividade hemorréagica apresentou grande
inibigdo para o extrato do caule e das folhas, sugerindo a eficiéncia deste extrato para esta
atividade. Para a atividade miotoxica, os bons resultados obtidos também sugerem a
presenca de componentes capazes de interferir no efeito toxico dos venenos, pois os cortes
histolégicos mostram fibras em perfeito estado para as amostras incubadas com o extrato
quando comparadas a aquelas que continham apenas veneno. Na atividade edematogénica,
verificou-se que o edema formado pelo veneno de Bothrops jararacussu ndo foi inibido
significativamente pelo extrato vegetal das folhas de Casearia sylvestris, mas em relagio ao
controle foi ligeiramente menor. Ja para o teste de toxicidade o extrato vegetal de Casearia
sylvestris provocou um aumento na sobrevida dos animais que receberam injegdes
intraperitoniais de 2DLso (Dose letal 50%) dos venenos de Bothrops jararacussu e
Bothrops neuwiedi pauloensis incubados com 0 extrato do caule ou das folhas. Embora
todos os animais morrerem ao longo do experimento, verificou-se que o tempo médio de
sobrevida foi prolongado. Para todas as atividades, foram realizados controles negativos,
utilizando somente os extratos vegetais € podemos concluir que estes extratos nao induzem
a nenhuma atividade. De acordo com os resultados acima, verificamos o potencial inibitorio
do extrato de Casearia sylvestris (Flacourtiaceae). As altas porcentagens de inibigdo para as
atividades hemorragica, fosfolipasica A, e miotoxica, indicam a presenga de componentes
que poderio apresentar grande valor terapéutico para tratamento de envenenamentos
animais e talvez até para outras desordens clinicas.



ABSTRACT

Shake venoms are constituted by complex mixtures of proteases, hemorrhagic
factors and phospholipases that are responsible for the main effects of the envenomations
such as; myotoxicity, hemorrhage, disturbs of blood coagulation and edema. Many plants
have been used in popular medicine for the treatment of snakebite, but its use has generally
been attributed to the superstition and there are few scientific knowledge related to the
characteristics presented by these plants. The purpose of this study was to verify the
inhibition of the Bothrops jararacussu, Bothrops neuwiedi pauloensis and Apis mellifera
venoms main effects by Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) extract, a typical plant from
Brazilian Savannah. Initially, an aqueous extract was prepared from the leaves and the stem
of this plant and this extract was incubated with the crude venom sample by one hour before
the test. We realized some activities as Phospholipase A, blood coagulation,
fibrinogenolytic, hemorrhagic, myotoxic, edema and toxicity. For Phospholipase A; activity
the results indicate a high percentage of inhibition for all the venoms, where the statistical
analysis revealed that these extract inhibited significantly and that the both extracts (stem
and leaves) are equally efficient. In the coagulation activity the results were statistically
analyzed by the test T and showed significant differences only to B.jararacussu venom
incubated with Casearia sylvestris leaves (inhibition of 38%), while for the other samples,
no significant neutralization was recorded. When we tested the inhibition of the
fibrinogenolytic activity, we found that the extract (leaves or stem) offered little or no
protection for the fibrinogen o chain. The inactivation of the hemorrhagic activity was
determined by intradermic injections in mice. The hemorrhagic activity presented great
inhibition for the stem and leaves extract, suggesting the efficiency of this extract for this
activity. For myotoxic activity, the histological observations show fibers in perfect state for
the samples incubated with the extract when compared to the those that contained only
venom and they indicate the presence of the components able to neutralize the toxic effects.
In the edema activity was verified that the edema was not inhibited by the extract of the
leaves of Casearia sylvestris, but the edema produced by the sample incubated with the
extract was lightly smaller than that provoked by the venom in the extract absence. Finally,
for toxicity test, the Casearia sylvestris extract provoked an increase in the lifetime of the
animals that received intraperitonials injections of 2DLs, (lethal dose) of Bothrops
Jararacussu and Bothrops neuwiedi pauloensis venoms when these were incubated with the
stem or leaves extract. Despite all the animals died along the experiment, the lifetime
average was prolonged and it showed significant results for Bothrops jararacussu venom.
For all the activities, negative controls were accomplished, using only the extracts and we
can conclude that these extracts don't induce to any activity. In agreement with the results
above, we verified that Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) extract can neutralize animals
venoms. The high inhibition percentages for the hemorrhagic, phospholipase A, and
myotoxic activities, indicate the presence of components that could present great
therapeutic value for treatment of animal envenomations and perhaps to for another clinical
disorders.
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1- INTRODUCAO:



OS venenos animais, incluindo os de serpentes, escorpides, aranhas e
abelhas apresentam uma mistura de varias substincias toxicas, sobretudo de origem
protéica, cuja a¢do pode ocorrer por diferentes mecanismos.

Estes venenos representam as fontes protéicas mais concentradas da natureza,
- ricas em enzimas de degradagdo, sendo de inestimavel valor para a pesquisa
bioquimica. Exemplos podem ser citados como a L-aminoacido oxidase, enzima
responsavel pela cor amarela dos venenos (PESSATTI et al., 1995), que ¢ utilizada
para identificar isdbmeros opticos de aminoacidos (PARIKH et al., 1958), preparar
a-cetoacidos a partir de L-aminoicidos (MEISTER, 1956) e produzir tirosina
(SHIBA e CAHNMANN, 1962). A fosfodiesterase ¢ outra enzima usada para
estudos estruturais de acidos nucléicos e dinucleotideos. Proteinases também sdo
purificadas para estudos da sequéncia de aminoacidos, peptideos e proteinas. Pode-
se citar ainda as fosfolipases, as enzimas “thrombin-like” responsaveis pela
formagdo do coagulo de fibrina na fase final do processo de coagulagdo do sangue e
procoagulantes que tém aplicagdo clinica. Assim, o uso bioquimico e terapéutico
das enzimas presentes nos venenos, bem como o interesse pelo estudo de seus
mecanismos de acdo tém gerado inimeras tentativas de purificagdo e caracterizagio
das mesmas.

Em geral, toxinas, enzimas e peptideos biologicamente ativos t€m sido
detectados em quantidades varidveis nos venenos de serpentes de espécies
diferentes, mas de uma mesma familia. Esta heterogeneidade apresentada pelos
venenos pode ser devida as diferencas na idade, nutrigdo, sexo e habitat das
serpentes ou devido a forma como O “pool” de veneno coletado ¢ estocado
(liofilizado, cristalizado, congelado in natura). Segundo TAN e PONNUDURAI
(1990), estas variagdes individuais levam a pequenas alteragdes nas atividades
biologicas observadas dentro de um mesmo género. BONILLA et al. (1973)
compararam as atividades enzimaticas de “pools” do veneno de cascavel em
diferentes estagios de crescimento e observaram que para algumas serpentes ocorria
um aumento na quantidade de proteina total, bem como de algumas enzimas
presentes durante o crescimento destes animais, enquanto para outras serpentes,
havia um pequeno decréscimo. ASSAKURA er al. (1992) trabalharam com misturas
de veneno das espécies Bothrops asper, Bothrops atrox, Bothrops marajoensis e
Bothrops moojeni, coletados de diferentes areas geograficas no Brasil, Peru e Costa
Rica e observaram que cada espécie apresenta um perfil protéico caracteristico em
eletroforese de poliacrilamida, bem como variagGes nas atividades testadas (DLs,
Dose letal, miotoxicidade, hemorragia, coagulagdo do plasma e fibrinogénio).
FERREIRA er gl (1992a) também compararam as diversas atividades toxicas
presentes em nove espécies do género Bothrops, verificando que as principais



toxinas presentes neste género ndo estdo igualmente distribuidas entre as espécies.
Estas observagdes indicam que o envenenamento por serpentes botropicas pode ser
diferente de acordo com a quantidade e a qualidade das diferentes toxinas que
compdem o veneno, necessitando portanto, de diferentes procedimentos clinicos. A
tabela 1, mostra a distribuigio de algumas enzimas presentes em venenos de
serpentes de acordo com a familia a que pertencem.

Tab.1: Distribui¢do das enzimas presentes em venenos de serpentes de acordo com
a familia a que pertencem: (SUSUKI e IWANAGA, 1970.)

FAMILIA ENZIMA
Elapidae Acetilcolinesterase, fosfolipase B, glicerofosfatase
Crotalidae/Viperidae Endopeptidase, Arginina éster-hidrolase, cininogenase.

thrombin-like, ativador de fator X, ativador de protrombina

Fosfolipases A, L-aminoécido oxidase, fosfodiesterase,

Em todos os venenos 5’ nucleotidase, fosfomonoesterase, deoxirribonuclease,

ribonuclease, adenosina trifosfatase, hialuronidase, NAD-
nucleosidase, arilamidase, peptidase

No Brasil, somente as serpentes dos géneros Bothrops, Crotalus, Micrurus e
Lachesis sdo consideradas pegonhentas.

O género Bothrops, representado pelas serpentes conhecidas como Jararacas
(jararacussu, moojeni ou caissaca, neuwiedi ou boca de sapo), é encontrado
principalmente em locais umidos como matas, areas de cultivo e onde ha
proliferacdo de roedores. Sdo serpentes de habitos noturnos e quando se sentem
ameacadas atacam em siléncio. Este género ¢ responsavel por cerca de 90% dos
acidentes ofidicos ocorridos no pais (ROSENFELD, 1971; FERREIRA e al. 1992a:
RIBEIRO, 1993). Provocam distiirbios que afetam o sistema de coagulacgio
sanguinea, induzem hemorragia, edema e necrose local. A necrose local
frequentemente afeta a pele e as camadas musculares mais profundas e nos casos
mais severos pode haver a completa destruigdo do tecido, perda do orgdo ou até
mesmo a morte (MOURA-DA-SILVA et al., 1991).

As serpentes do género Lachesis (surucucus) sdo de pequena distribuigdo
geografica e apresentam os sintomas de envenenamento semethantes aos botrépicos.

Os acidentes que envolvem cascavéis (gé€nero Crotalus) sio mais graves
porque os venenos destas serpentes apresentam neurotoxinas que bloqueiam a



transmissdo nervosa, a nivel pré ou pods-sinaptico, prejudicando a liberagio da
acetilcolina e levando a morte por asfixia (DELOT e BON, 1993)

Ja as serpentes do género Micrurus (corais) também apresentam potentes
neurotoxinas, que provocam um elevado indice de letalidade.

Um dos principais componentes dos venenos € a enzima fosfolipase A,
(PLA,), que tem como substrato os fosfolipideos que constituem a membrana
celular. Estes fosfolipideos participam do processo de sustentagio da membrana,
contribuindo na manuten¢do de suas caracteristicas e fungdes. Com a acdo da
enzima, os fosfolipideos sdo hidrolisados, especificamente na ligagdo éster do
carbono 2 do glicerol (Van DEENEN e DE HAAS, 1963) e a membrana perde sua
estrutura, sua permeabilidade seletiva fica comprometida, havendo livre passagem
de substancias do meio externo para o interno, bem como o contrario.

Além da fungéo catalitica primaria, as PLA, de venenos de serpentes estdo
relacionadas com os efeitos do envenenamento, tais como: miotoxicidade
(GUTIERREZ e LOMONTE, 1995), hemélise (CONDREA et al., 1981), formagio
de edema (LLORET e MORENO, 1993), hipotensio (HUANG, 1984),
neurotoxicidade pré-sinaptica (CHANG et al., 1977) e pés-sinaptica (BON et al.,
1979), cardiotoxicidade (FLETCHER et al. ,1981), agregacdo plaquetaria (YAN et
al., 1993) e convulsio ((FLETCHER et al. ,1980). Nem sempre, esses efeitos
implicam na atividade enzimatica (HOMSI-BRANDEBURGO, 1987), para a qual é
essencial a presenga de ions célcio, cuja ligagdo ao residuo do aminodcido Asp49
permite a formagdo da rede catalitica. A troca deste aminoicido para Lys49
(MARANGONE et al., 1984; HOMSI-BRANDEBURGO er al., 1988 ¢ FRANCIS
et al., 1991) ou Serd9 (KRIZAJ et al., 1991) ou Ala49 (LIU et al., 1991) provoca a
perda da atividade catalitica, sem prejudicar a atividade toxica das fosfolipases A..

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

E esta evolugdo continuou ocorrendo, como podemos comprovar ao se
observar a homologia entre as miotoxinas que apresentam atividade PLA, (Asp49) e
aquelas que possuem estrutura de PLA,, porém ndo apresentam a atividade catalitica
(Lys-49). Esta homologia é maior entre as proteinas Lys-49 (mesmo entre diferentes
géneros) do que as Asp-49 (de mesma espécie), sugerindo que a divergéncia do
gene ocorreu antes da separagdo do género (FRANCIS er al., 1991),

Muitas miotoxinas tém sido isoladas dos venenos de serpentes (GUTIERREZ
e al., 1984 a, b; LOMONTE e GUTIERREZ, 1989; KAISER et al., 1990: HOMSI-
BRANDEBURGO, 1987, SELISTRE et al, 1990, LOMONTE er al., 1990a;



MANCUSO et al., 1995; RODRIGUES, 1996; SOARES, 1997). A miotoxicidade
pode ser definida como a agdo especifica do veneno no musculo esquelético. Porém,
experimentos usando células em cultura, revelaram que as miotoxinas podem afetar
também neurdnios, macroéfagos e fibroblastos (GUTIERREZ et al., 1995).

GUTIERREZ et al. (1995) propuseram um mecanismo hipotético para a agdo
das miotoxinas, onde inicialmente, estas proteinas se ligariam a um receptor da
membrana (uma proteina, um fosfolipideo ou outro componente qualquer).
Provavelmente, haveria alguma interacdo eletrostdtica entre o sitio catidnico da
toxina que seria o responsavel pela miotoxicidade e grupos carregados
negativamente presentes na membrana. Na etapa seguinte, as miotoxinas
penetrariam na bicamada através de intera¢Ges hidrofobicas mediadas por uma
regido citotoxica da molécula, diferente do sitio catalitico. A penetragdo da regido
citotoxica no centro da bicamada seria responsavel pela desestabilizagio da
membrana, alterando a permeabilidade da mesma. Além desta perturbacéo inicial, as
miotoxinas-PLA, induziriam danos na membrana devido a hidrolise dos lipideos da
bicamada (0 que ndo ocorre nas miotoxinas Lys-49). O influxo de calcio ¢
provavelmente o fato mais relevante na perturbagdo da membrana, sendo o principal
responsdvel pelos processos degenerativos tais como: alteragdes do citoesqueleto,
danos mitocondriais e ativa¢do de proteases calcio-dependentes.

Os venenos botropicos apresentam varias isoformas de miotoxinas-PLA,, que
variam tanto de uma espécie para outra, Ou mesmo para um unico individuo. Em
Bothrops asper, podem ser observadas eletroforeticamente, pelo menos cinco
variantes, mostrando a diversidade na expressdo das isoformas (LOMONTE e
CARMONA, 1992). NAKASHIMA e/ al. (1993), em seus estudos de clonagem com
veneno de Irimeresurus flavoridis, observaram a existéncia de 6 genes diferentes
codificadores para as isoenzimas miotoxicas. LOMONTE er al. (1987) verificaram
que ha uma regulagdo ontogénica da expressdo da miotoxina em Bothrops asper,
pois serpentes recém-nascidas ndo expressam nenhuma isoforma antes de um més
de vida. ‘

Algumas das miotoxinas botrépicas ocorrem como dimeros como por
exemplo as miotoxinas II e Il de B. asper(LOMONTE e GUTIERREZ, 1989;
FRANCIS et al., 1991), miotoxina de B. nummifer (GUTIERREZ e al., 1986a),
miotoxina de B. insularis (SELISTRE et al., 1990), miotoxinas MV ¢ MVI de B.
moojeni  (SOARES, 1997) e outras como mondmeros. A composicio de
amino4cidos indica que estas toxinas s3o ricas em aminoacidos hidrofobicos
(HOMSI-BRANDEBURGO, 1988; SELISTRE, et al., 1990; DIAZ er al., 1992).

Estudos cristalograficos tém sido feitos, a fim de se conhecer a estrutura das
miotoxinas, além de definir os sitios toxicos ou cataliticos, permitindo explorar



estes resultados em estudos de comparagdo ¢ levar a um melhor entendimento do
mecanismo de agdo destas proteinas (ARNI et al., 1995).

Miotoxinas purificadas possibilitam a produgio de anticorpos policlonais e
monoclonais (BORGES, 1995; LOMONTE e KAHAN, 1988), que sdo utilizados
para neutralizar o veneno bruto e para estudos de reagdo cruzada entre miotoxinas
de diferentes venenos. A pré-incuba¢io do veneno bruto de Bothrops asper com
antimiotoxinas deste mesmo veneno, levou a redugfio de 70% da miotoxicidade em
musculo de camundongos (LOMONTE et al., 1985). BORGES (1995) isolou duas
miotoxinas do venenos de Bothrops jararacussu (BthTX-I ¢ BthTX-II), a partir das
quais produziu anticorpos policlonais e verificou a presenca de reagdes cruzadas
entre BthTX-I e BthTX-II, o que pode ser explicado pela alta homologia entre essas
duas proteinas (HOMSI-BRANDEBURGO e al., 1988). Estes anticorpos também
foram capazes de reconhecer as miotoxinas presentes no veneno de Bothrops
neuwiedi pauloensis (RODRIGUES, 1996). Anticorpos policlonais contra
miotoxinas mostraram reagdo cruzada em uma variedade de venenos brutos de
diferentes espécies (LOMONTE et al., 1985) e até entre géneros (CHAVEZ-
OLORTEGUIL, 1997), mostrando que miotoxinas-PLA, antigenicamente
relacionadas ocorrem na maioria dos venenos botrdpicos, permitindo um alto grau
de reatividade cruzada entre os antivenenos equinos produzidos na América Latina e
a maioria das espécies botropicas. A presenca de reagdes cruzadas, além de ser
indicativa de parentesco evolutivo, torna possivel a utilizagdo do soro de uma
espécie para combater os sintomas produzidos por outra, o que é essencial para a
producdo de soro & nivel industrial (LOMONTE ez al., 1990b).

Os venenos botrépicos também induzem a formagio de edema (GUTIERREZ
e LOMONTE, 1995). O edema local esta frequentemente associado a acidentes
ofidicos (ROSENFELD, 1971, GUTIERREZ e LOMONTE, 1989) e é caracterizado
pela saida do plasma e infiltragdo celular, envolvendo a participagio de mediadores
endégenos, tais como 0S eicosanoides, ativacdo dos fatores de agregacio
plaquetaria, liberagdo de histamina e serotonina (TREBIEN e CALIXTO, 1989). O
exudado inflamatorio apresenta a maioria dos tipos celulares englobados na classe
dos leucécitos. Leucécitos polimorfonucleares, principalmente neutréfilos estio em
grande quantidade nos primeiros estagios do processo inflamatério (CURY et al.,
1994). Assim, pode-se verificar que as células brancas do sangue apresentam uma
estreita ligagdo no processo de formagdo de edema pelos venenos e sio relevantes
para o desenvolvimento da fase inflamatoria aguda, ndo-imune.

Uma possivel teoria para a liberagdo dos fatores inflamatérios seria que os
materiais formados ou transformados na area afetada poderiam ter acesso aos vasos
linfaticos, estimulando as células linfociticas a liberarem os fatores inflamatérios ou



a migrarem para o local da injuria, exercendo ai atividades inflamatorias
(BERSANI-AMADO e GARCIA LEME, 1982).

Acreditava-se que o edema induzido por fosfolipases parecia ser devido a
habilidade destas em hidrolisar fosfolipideos (LLORET e MORENO, 1993), mas
foi observado que a miotoxina II de Bothrops asper pode induzir edema na auséncia
de atividade fosfolipdsica (LOMONTE ez al., 1993), implicando em diferentes
mecanismos de agdio. A agéo direta da miotoxina na célula muscular pode causar a
rapida resposta do sistema de interleucina-6, provavelmente como uma
consequéncia indireta da necrose muscular, levando a uma fase de resposta aguda.

Os venenos das serpentes brasileiras apresentam também uma gama de
enzimas proteoliticas que atuam em varios substratos naturais tais como: caseina,
hemoglobina, colageno, gelatina, elastina, fibrinogénio, insulina e glucagon
(IWANAGA e SUZUKI, 1979). Dentre estas enzimas, algumas s3o proteinas
hemorragicas que degradam proteinas da matriz extracelular (MATRISIAN, 1992),
outras atuam na coagulagdo do sangue: sdo procoagulantes (MARKLAND e
DAMUS, 1971; SELISTRE e GIGLIO, 1987), ou sdo anticoagulantes (DAOUD et
al., 1986). Os venenos atuam na atividade coagulante por diferentes mecanismos:
diretamente sobre o fibrinogénio, ativagdo do fator X, fator V e da protrombina, por
acdo plaquetaria e por ter atividade semelhante & tromboplastina. Estes venenos
apresentam uma mistura de diferentes serino-proteases e de metaloproteinases que
podem inibir a agregacio plaquetaria in vitro (OUYANG et al., 1979).

O estado normal de fluidez do sangue na circulagdo ¢é mantido por
propriedades ndo trombogénicas que ocorrem nas paredes dos vasos sanguineos, nas
quais danos levam ao disparo de uma resposta dos componentes hemostasicos
(BITHELL, 1993). Estes componentes sdo representados pela propria parede dos
vasos que se contrai devido & liberagdo de agentes vasoativos, pelas plaquetas
circulantes que apresentam propriedades adesivas e de agregagdo e os fatores de
coagulagdo sanguinea, que levam a formagdo dos coagulos de fibrina, os quais sio
posteriormente removidos por uma enzima fibrinolitica denominada de plasmina.
Com 2 lesio no vaso, o colageno e as microfibrilas da matriz extracelular ficam
expostos. As proteinas adesivas, o fator de von Willebrand e o colageno atuam
promovendo a adesdo das plaquetas as estruturas subendoteliais. Os receptores
plaquetarios destas proteinas adesivas sdo as glicoproteinas (WEISS er al., 1986) e
as integrinas (SANTORO, 1988). A interagdo destes receptores estimula as
plaquetas a secretarem seus conteados granulares: tromboxana A, e serotonina (que
promovem a vasoconstrigdo) e ATP, Ca*?, ADP que ativam a oy, f; integrina que se
liga ao fibrinogénio e ao fator de von-Willebrand, promovendo a agregacio
plaquetaria e a formagdo do tampdo que impede o sangramento. Nos casos, onde
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qualquer um dos componentes deste mecanismo ¢ alterado, a hemostasia ¢
comprometida, podendo resultar em sangramento.

Na etapa final do processo de coagulagdo sanguinea, a trombina hidrolisa as
cadeias Ao € BB do fibrinogénio, retirando pequenos fragmentos denominados de
fibrinopeptideos A e B, que sdo convertidos em fibrina soluvel (BLOMBACK e
VESTEMARK, 1958). Entdo, os mondmeros de fibrina resultante se polimerizam
para formar a rede de fibrina insolivel (BLOMBACK et al., 1978).

Viarias enzimas coagulantes com especificidade semelhante a trombina tém
sido purificadas dos venenos de serpentes (MAGALHAES et al., 1981; PIRKLE e
STOCKER, 1991; CHANG e HUANG, 1995; ZAGANELLI et al, 1996,
OLIVEIRA, 1997) devido ao seu potencial terapéutico e estdo sendo usadas como
modelo para se entender melhor o modo de agdo do sistema de coagulacdo
sanguinea ¢ também em tratamentos clinicos de desordens do sistema de
coagulagdo, prevenindo trombos e melhorando a viscosidade do sangue (STOCKER
e MEIER, 1988).

O fibrinogénio é uma glicoproteina plasmatica de PM 330.000. E um dimero
composto por trés pares de cadeias polipeptidicas (AaBPy), ligadas por pontes
dissulfeto (DOOLITTLE, 1984). No mecanismo de hemostasia, esta glicoproteina,
funciona como um ligante na agregagdo plaquetaria ¢ como substrato para a
trombina na coagulagdo sanguinea, como descrito acima. Na agregagdo plaquetaria,
o ADP, a adrenalina ou a trombina permitem a ligagdo do fibrinogénio ao receptor
o3 integrina devido a alteragdes na sua conformacgdo. Esta ligagdo se dé através
de 2 sitios especificos, sendo um deles denominado de dominio RGD (Arg-Gly-
Asp) presente na cadeia o (HAWIGER et al., 1989), enquanto o segundo sitio de
ligagdo localiza-se na cadeia y do fibrinogénio (HAWIGER et al., 1982).

Algumas enzimas anticoagulantes encontradas nos venenos de serpentes
atuam diretamente sobre o fibrinogénio e/ou fibrina levando a incoagulabilidade
sanguinea. A jararagina, uma metaloproteinase encontrada no veneno de Bothrops
jararaca, cliva o fibrinogénio na por¢do C-terminal da cadeia Aca, causando a
remocdo da sequéncia RGD e consequentemente impedindo a agregacdo plaquetaria
e também a formagdo da rede de fibrina. As cadeias B e y do fibrinogénio nfo sio
afetadas pela jararagina (KAMIGUTI et al., 1996).

A hemorragia geralmente aparece logo apds o envenenamento e pode ser
acompanhada por necrose em volta da area atingida. Resulta em um dos principais
efeitos locais, podendo também apresentar-se de forma sistémica. Dois provaveis
mecanismos de agdo para a hemorragia tém sido descritos. Um onde as hemaceas e
outros componentes do sanguc sairiam do vaso danificado por diapedese através das
jungdes abertas entre as células, devido a agdo proteolitica do veneno. E um
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segundo, onde as hemaceas e 0s componentes sanguineos sairiam através de espagos
formados dentro das células endoteliais (OWNBY, 1990).Vérias hemorraginas ja
foram purificadas dos venenos de B. jararaca, B. moojeni, B neuwiedi e B. asper
(MANDELBAUM e al., 1976; ASSAKURA et al., 1985, 1986; PAINE et dl.,
1992: BORKOW et al., 1993), de Crotalus viridis (MACKESSY, 1996) e de
Agkistrodon acuus (ZHU et al., 1997).

Como ja foi dito, as toxinas hemorrdgicas presentes nos venenos de
viperideos e crotalideos sdo principalmente metaloproteinases e produzem
sangramento local devido a lesdes nas paredes dos pequenos vasos (OHSAKA,
1979: OWNBY, 1990). Estas enzimas degradam as principais proteinas da matriz
extracelular (BJARNASON e FOX, 1988) ¢ muitas delas sdo dependentes de zinco
e podem ser inibidas por quelantes de metais (BJARNASON e FOX, 1994).

Pesquisas mais recentes de clucidagdo da estrutura primaria de
metaloproteinases de alto peso molecular revelam uma nova familia de proteinas
designada de Familia desintegrina-metaloproteinase (KINI e EVANS, 1992) que se
caracteriza por apresentar um dominio metaloproteinase contendo o ion zinco € um
dominio semelhante as desintegrinas presentes em venenos de serpentes, porém este
dominio nio possui a sequéncia RGD e sim a sequéncia ECD (Glu-Cys-Asp).

As desintegrinas dos venenos formam um grupo de polipeptideos inibidores
da agregacio plaquetaria. Estas proteinas apresentam um baixo peso molecular e
contém as sequéncias RGD (Arg-Gly-Asp) ou KGD (Lys-Gly-Asp), permitindo
portanto, a ligacdo destes componentes a0s receptores integrinas (oupPs) na
superficie das plaquetas ¢ inibindo a agregag¢do plaquetaria, pois impedem a ligagdo
ao fibrinogénio (SCARBOROUGH et al, 1993). Como as desintegrinas-
metaloproteinases ndo contém a sequéncia RGD, ainda ndo se sabe qual a fungdo
que este dominio semelhante a desintegrina desempenha (KAMIGUTI et al., 1996).
Talvez ele apresente uma fun¢do de reconhecimento celular pois os dominios
desintegrina e metaloproteinase foram encontrados também em algumas proteinas
de mamiferos, constituindo a familia ADAM (que sdo proteinas de mamiferos
contendo dominio desintegrina e metaloproteinase) e estdo envolvidos em varios
eventos de interagdo celular.

Como exposto acima, 0S VENenos produzem efeitos lesivos que podem
danificar érgdos e membros de modo irreversivel. Apesar desta alta toxicidade, os
casos de letalidade apresentados pelos venenos botropicos sdo raros, pois a
letalidade bem como outras atividades € dependente da quantidade e da qualidade
das toxinas presentes nos venenos.

Por outro lado, as abelhas, principalmente aquelas pertencentes a espécie
Apis mellifera, também sao responsaveis por um grande namero de acidentes.
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Nestes casos, as toxinas presentes nestes venenos desencadeiam a liberagao de
mediadores quimicbs da resposta alérgica, o que também pode em casos mais graves
culminar com a morte do vitima. Aproximadamente de 0,3 a 3% da populagio tém
alergia a algum tipo de insetos (KING, 1997).

Os principais componentes do veneno de Apis mellifera sdo proteinas €
peptideos, onde se destacam a melitina e a fosfolipase A, (OWNBY ez al., 1997). A
melitina representa 40 a 50% do peso seco do veneno de abelhas, ¢ um peptideo
altamente basico com 26 residuos de aminoacidos e ¢ um fraco alergénico (KING,
1997), mas é capaz de danificar a membrana celular (HABERMANN, 1972) por
processos ainda ndo muito claros (DEMPSEY, 1990). Pode atuar ainda em
eritrocitos, leucocitos e trombocitos, provocando a lise direta (FLETCHER e
JIANG, 1993).

A fosfolipase A, juntamente com a fosfatase acida e a hialuronidase sdo as
principais proteinas alergénicas encontradas no veneno de Apis mellifera
(HOFFMAN, 1977). A fosfolipase A, purificada corresponde cerca de 10 a 12% do
peso seco do veneno e néo € capaz de hemolisar a membrana dos eritrocitos, mas
quando combinada com a melitina provoca a lise das heméceas (VOGT et al.,
1970). As PLA, causam hemolise indireta dos eritrocitos, reduzem a resisténcia € o
potencial de membrana e danificam a mielina (ROSENBERG, 1990).

OWNBY et al. (1997), observou que a melitina e a fosfolipase A;
apresentam atividade miotoxica independentemente, sendo a mionecrose provocada
pela PLA, semelhante a provocada pela melitina. Na natureza estas duas proteinas,
com claras evidéncias, atuam sinergicamente.

MOLLAY e KREIL (1974) descobriram que a melitina forma um complexo
com fosfolipideos, perturbando © posicionamento de alguns fosfolipideos e
tornando-os acessiveis a hidrolise pela PLA; O mecanismo de hidrolise dos
fosfolipideos deve ser semelhante tanto para as PLA; do veneno de serpentes quanto
para o complexo melitina-PLA, dos venenos de abelhas, ja que a mionecrose final é
muito semelhante.

Entender melhor os mecanismos pelos quais atuam as toxinas animais é o
grande desafio de todos o0s pesquisadores que buscam dia-a-dia alternativas viaveis
para reduzir ou eliminar esses efeitos.

Atualmente, a soroterapia tem sido o caminho mais tradicional para se tratar
os casos de ofidismo. Entretanto, a eficiéncia dessa terapia depende, além de outros
fatores, diretamente do tempo decorrido entre o acidente e o inicio do tratamento,
principalmente em relagdo aos efeitos locais que ndo sdo revertidos pelo soro
antiofidico. A falta ou a escassez de anticorpos para toxinas especificas (OWNBY
et al, 1979; LOMONTE et al, 1991) ou ainda a rapida agdo destas quando
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comparadas a baixa distribui¢do dos anticorpos para a neutralizagio (OWNBY et
al., 1986; GUTIERREZ et al., 1987) representam os principais motivos pelos quais
nem sempre a soroterapia ¢ capaz de resolver os problemas causados por acidentes
ofidicos.

E importante ressaltar também que no Brasil, a producdo de soros
antiofidicos ¢ destinada quase que exclusivamente aos acidentes humanos, deixando
de lado uma parcela economicamente importante, que sdo os animais de raga ou
geneticamente selecionados. Sem contar os acidentes com abelhas que sdo tratados
com anti-histaminicos, pois ndo ha soroterapia nestes casos.

Assim é preciso buscar novos métodos para neutralizar estas toxinas.

As plantas estdo presentes na natureza em abundéncia e séo de facil acesso,
por isso se tornaram a primeira tentativa do homem no que diz respeito a cura de
suas doengas. O espirito humano, essencialmente curioso e dotado de grande
capacidade imaginativa levou ao acimulo gradual do conhecimento das
propriedades terapéuticas das plantas medicinais.

O uso de extratos vegetais vem se difundindo cada vez mais, mas somente
uma pequena porcentagem tem sido investigada fitoquimicamente e menos ainda
farmacologicamente. Os estudos farmacologicos s3o decisivos na descoberta de
produtos isolados que apresentam uso terapéutico direto, ou cujas estruturas sirvam
de modelo na busca e sintese de novas drogas. Atualmente, grande parte dos
medicamentos sintéticos apresentam substincias derivadas de plantas, tais como
anti-malaricos (quininos), anti-amebianos (ipeca), analgésicos (morfina) e anti-
coagulantes (dicumarol). Ao mesmo tempo, ndo se pode esquecer que 0 uso destas
plantas deve ser racional, a fim de ndo levar nenhuma espécie a extingdo, ou causar
um desequilibrio ecolégico. ' ‘

Os objetivos da pesquisa neste campo sdo especialmente a mnvestigagdo da
seguranca (toxicidade, dose efetiva) dos extratos, sua eficiéncia e a constincia da
atividade, a identificagdo e 0 isolamento do principio ativo, a determinacgdo de sua
estrutura, a possibilidade de sintese e de modificagdes desse principio.

Geralmente, os principios ativos extraidos dos vegetais s3o produtos
metabolicos secundarios (denominados de produtos naturais) decorrentes da
adaptacdio a diferentes estagdes do ano, tipo de solo, pH, umidade, temperatura,
dentre outros fatores. Estes produtos se distribuem diferentemente nas diversas
partes do vegetal, como raizes, caule ou folha§ e sua composi¢do varia de espécie
para espécie e até mesmo dentro de uma espécie (ndo sdo de distribui¢do universal,
como os metabélitos primarios). Além disso, estes metabolitos secundarios
apresentam estrutura quimica complexa e-a maioria deles ndo tem uma fungdo
definida no organismo onde s€ encontra V(GEISSMAN e GROUT, 1969). Por isso, é
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muito importante a padronizagdo por parte dos pesquisadores e usuarios quanto a
classificagdio correta da planta, época e local de coleta, parte utilizada e modo de
preparo do extrato vegetal.

Entre os produtos secundarios ja encontrados em plantas, pode-se citar 0S
taninos, as lignanas, os alcaldides e os terpenos.

Taninos sdo substancias fenolicas soliiveis em agua e com peso molecular
entre 500 e 3000. Apresentam grande toxicidade, sendo necessario cuidados
especiais quanto a dosagem. Formam precipitados insoliveis com proteinas em
meio aquoso, sendo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos
vegetais. Esses taninos quando se complexam com proteinas vegetais, limitam sua
digestibilidade, sendo esta uma importante fonte de controle de insetos, fungos ou
bactérias e também de utilizagdo na indastria de manufatura do couro.
Farmacologicamente, 0s taninos apresentam efeitos antinflamatorios na boca e
garganta, pois bloqueiam a libera¢do ou ativa¢do de mediadores da inflamagdo e
previnem a formagdo da placa dentaria e também sdo bons antidiarréicos, porque
impedem a secregdo de eletrdlitos na luz intestinal (MELLO e CORTEZ, 1997).

As lignanas sdo produtos secundarios do metabolismo de plantas que
apresentam larga distribuigo na natureza e devido as suas diversas atividades
biologicas (antitumoral, hipertensiva, sedativa e antibacteriana, imbidor do
crescimento de plantas e antifingico) tem atraido o interesse de muitos
pesquisadores. Recentemente, tem-se isolado lignanas de animais, incluindo os
humanos (MELLO e CORTEZ, 1997).

Os alcaldides sdo substancias encontradas em plantas e em menor quantidade
em microorganismos ¢ animais. Apresentam uma atividade fisioldgica intensa o que
contribuiu para estimular as primeiras investigagdes que levaram ao isolamento e a
caracterizagdo de alguns alcaloides como a estriquinina, morfina, quinina, cocaina e
nicotina. Frequentemente, estas substancias ativas fisiologicamente, apresentam
grande toxicidade, por outro lado muitos alcaléides t€m  propriedades
farmacologicas de uso terapéutico importantissimo, quando usados em doses sub-
letais. Estes compostos sio de grande interesse ndo apenas para a medicina, mas
também para os quimicos orgAnicos, que investigam as varias vias biossintéticas
pelas quais eles sdo produzidos (GEISSMAN e CROUT, 1969).

Os terpenos sdo substincias volateis e por 1sso sdo facilmente descobertos
pela fragrancia exalada da planta, podendo ser obtidos pela simples destilagdo das
folhas e caule. Sio chamados de oleos essenciais ¢ sdo usados na indistria de
alimentos, perfumaria e medicina (GEISSMAN e CROUT, 1969).

O uso de plantas medicinais para tratamento de acidentes com serpentes ¢
muito difundido entre a populagdo. Ha muitas historias e poucos sdo o0s
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conhecimentos cientificos a respeito das provaveis caracteristicas apresentadas por
estas plantas.

Desse modo, deve-se dar importancia & trabalhos que visem conhecer melhor

os efeitos que estas plantas apresentam quando usadas para tratar acidentes com
animais pegonhentos.

O extrato alcoolico obtido da planta Eclipta prostrata- Asteraceae, conhecida
como erva botdo, neutralizou 4DLsy do veneno de Crotalus durissus terrificus,
quando este foi pré-incubado com extrato vegetal 30 minutos antes da injecio em
camundongos. Desta planta, separou-se trés constituintes basicos: Wedelolactona,
stigmasterol e sitosterol, que também apresentaram prote¢do contra doses letais
deste veneno (MARTZ, 1992). MELO et al. (1994) também testaram os efeitos
tanto do extrato bruto aquoso de Eclipta prostrata quanto da Wedelolactona. Os
resultados obtidos mostraram a presenca de substincias antiproteoliticas e anti-
hemorragicas, sugerindo a eficiéncia desta planta e de seus componentes no
tratamento de envenenamentos.

O extrato aquoso de Curcuma longa- Zingiberaceae, popularmente conhecida
como Acafrio, inibe uma neurotoxina extraida do veneno de Naja naja siamesis
(CHERDCHU et al., 1978). FERREIRA et al. (1992b) estudaram a fragdo ar-
turmerone, isolada deste extrato e verificaram a inibigdo da hemorragia provocada
pelo veneno de Bothrops jararaca, quando este era complexado com esta fragdo. A
dose letal do veneno de Crotalus durissus lerrificus também foi inibida em 66%
quando misturou-se 12,5pg de veneno com 700ug de ar-turmerone (propor¢do de
1:58, respectivamente).

PACHECO et al. (1995) verificaram a eficiéncia terapéutica do extrato
aquoso obtido das sementes frescas ou secas de quiabo (Hibiscus esculentus
Malvaceae) na inibigdo de duas DLso do veneno de Bothrops jararaca. O extrato
obtido por maceragdo a frio ou a quente, foi ingerido pelos animais em experimento
uma ou duas horas antes da injegdo do veneno. A propor¢do de extrato foi de 2g/kg
(sementes frescas) ou de lg/kg de peso (sementes secas) dos animais teste. Os
resultados obtidos demonstraram que o extrato a frio ndo ofereceu uma protegéo
estatisticamente significativa, enquanto 0s animais que receberam o extrato a
quente, seja das sementes frescas ou secas, uma hora antes da inje¢io foram
protegidos por até 12 horas. Outro dado obtido, foi que o extrato das sementes
frescas ofereceram maior prote¢do mesmo quando ingerido 2 horas antes da inje¢do.

O cha das folhas de Brunfelsia uniflora - Solanaceae (manac).é utilizado no
interior de Sdo Paulo para o tratamento de acidentes ofidicos (RIZZINI et al., 1988).



PEREIRA et al. (1992), verificaram a inibi¢do do edema de pata provocado pelo
veneno de Bothrops jararaca, utilizando o extrato aquoso das folhas desta planta
via oral e obtiveram um significativo resultado, tendo mais de 72% de inibicdo do
edema.

A alcachofra (Cynara scolymos-Asteraceae) ¢ utilizada por comunidades
rurais do Rio de Janeiro antes de percorrerem regides onde ha ocorréncia de
serpentes. Baseado neste fato, RUPPELT et al. (1990) investigaram o extrato
aquoso desta planta e comprovaram a presen¢a de componentes com propriedades
analgésicas e antinflamatoria.

A planta Casearia sylvestris (figura 1) € conhecida popularmente no Brasil
como Guacatonga, Erva de Bugre dentre outros nomes e ¢ empregada na medicina
popular como anti-séptica, cicatrizante, anestésico topico e antiofidica (BORGES e1
al., 1998).

Fig.1: A- Serpente Bothrops jararacussu

B- Serpente Bothrops neuwiedi pauloensis

C- Planta Casearia sylvestris (Flacourtiaceae)
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SOUZA et al. 1997, extrairam o 6leo essencial de Casearia sylvestris de
acordo com a Farmacopéia Brasileira e verificaram que este 6leo apresentava
propriedades antimicrobianas sobre varios microorganismos, dentre eles o Bacillus
subtilius.

Para verificar a atividade antiilcera e a toxicidade apresentada por esta
planta, BASILE et al. (1990) prepararam um extrato bruto etanélico das folhas secas
e administraram oralmente em modelos animais. Como resultados, eles verificaram
que o extrato das folhas de Casearia sylvestris exerceu um significante efeito
preventivo antiulcera e apresentou uma baixa toxicidade (DLsy 1,840mg/kg animal).

RODRIGUES et al. (1997) verificaram a a¢fo do 6leo essencial de Casearia
sylvestris no edema e na permeabilidade vascular induzidos pelo veneno de
Bothrops alternatus ¢ por histamina. Os resultados obtidos mostraram que o éleo de
Casearia sylvestris inibiu significativamente o edema e a permeabilidade vascular,
quando estes efeitos foram induzidos tanto pelo veneno quanto pela histamina,
sugerindo uma estreita relagdo entre os mecanismos desencadeados pelo veneno e o
mediador inflamatério, ja que o veneno também leva a liberacdo desses mediadores.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Identificar em areas de cerrado e matas do municipio de Uberlindia-MG, plantas
descritas na literatura e utilizadas pela populagdo como antiofidicas;

- Preparar o(s) extrato(s) vegetal(is) aquoso(s) e verificar o potencial inibitdrio da
atividade PLA, do veneno de Bothrops jararacussu,

- Analisar e selecionar o melhor extrato;

- Explorar a capacidade neutralizadora do extrato selecionado quanto as diversas
atividades desencadeadas por venenos de serpentes e abelhas;

- Caracterizar parcialmente os constituintes do Extrato Vegetal selecionado
utilizando testes de solubilidade, cromatografia liquida em coluna e espectroscopia
por ressondncia magnética de protons (RMN 'H) ¢ infravermelho.

Esta ultima abordagem foi realizada em trabalho de colaboragdo pelos Prof.
Doutores Edson Rodrigues Filho (Universidade Federal de Sdo Carlos - UFSCar) e
Welington de Oliveira Cruz (Universidade Federal de Uberlandia - UFU).



2- MATERIAIS:
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2.1- Venenos Brutos:

Os venenos de Bothrops jararacussu e Bothrops neuwiedi pauloensis
utilizados neste trabalho foram cedidos pelo Bidlogo Luiz Henrique Anzaloni
Pedrosa (Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto) e pela Prof®. Vera Liicia Brites
do Departamento de Biociéncias da Universidade Federal de Uberlandia. Estes
venenos foram inicialmente dessecados a vacuo, & temperatura ambiente ¢
posteriormente mantidos a -20°C. O veneno de Apis mellifera foi coletado no
apiario mantido na Universidade Federal de Uberlandia, através de pequenos
choques que provocam a liberagéo do veneno pelas abelhas em uma placa. Apés a
coleta, 0 veneno cristalizado fo1 raspado e mantido a -20°C.

2.2- Extratos Vegetais:

Os exemplares utilizados foram colhidos na Fazenda Panga, no Clube Caga e
Pesca e [tororo e nos arredores do Campus Umuarama, no municipio de Uberlandia-
MG. As plantas foram devidamente identificadas pela Boténica Prof. Ana Angélica
Almeida Barbosa (Departamento de Biociéncias, Universidade Federal de
Uberlandia), que orientou para que fosse feita uma coleta racional, de modo a se ter
um melhor aproveitamento da planta e a0 mesmo tempo sem prejudicar 0 meio
ambiente. Depois de colhidas, as plantas foram protegidas em sacos plasticos e
armazenadas em caixa com gelo até o preparo da solugdo do extrato. As espécies
colhidas foram: Casearia sylvestris (caule e folhas), Bidens pilosa (folhas) e Sena

rugosa (raiz e folhas).

2.3- Reagentes para Eletroforese, Dosagem Protéica e Atividades
Enzimaticas:

Acrilamida, Bis-acrilamida (N,N-metilenobisacrilamida), TEMED (N,N,N-
N”-tetrametiletilenodiamino), SDS (dodecil sulfato de so6dio), Coomassie Brilliant
Blue R-250, Padrdes de Peso Molecular (LMW), EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético), Soroalbumina bovina, Azul de Bromofenol, -
Mercaptoetanol, Persulfato «e Amonio, Desoxicolato de Sédio foram obtidos da
Sigma Chem. Co. (St. Louis, USA)

O plasma bovino foi obtido de animais saudaveis, disponiveis no hospital
veterinario da Universidade Federal de Uberlandia.
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O fibrinogénio foi gentilmente doado pelo Prof. José Roberto Giglio, da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP.
Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.4- Animais:

Os testes in vivo utilizaram camundongos da raga Swiss, fornecidos pela
Vallée Nordeste ¢ Pentapharm.
Ratos Wistar foram gentilmente doados pela Faculdade Medicina de Ribeirio

Preto - USP.

2.5- Materiais para Cromatografia e Obtencdo dos Espectros de
Ressonincia Magnética Nuclear de Protons e Infravermelho:

Resina  Sephadex LH-20, Espectrometro Brucken ARX-400 e
espectrofotdmetro Bomem Modelo M102 do Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).
Os reagentes utilizados foram de grau analitico.



3- METODOS:
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3.1- Preparo da Soluciio de Veneno:

As amostras de veneno foram preparadas imediatamente antes do uso para se

‘evitar perdas. 5,0mg do veneno foram pesados, dissolvidos em 100,0ul de solugdo

salina e centrifugados & 2.500g por 10,0min em centrifuga Micro Centaur e o
sobrenadante coletado. Em seguida acrescentou-se mais 100,0ul de solucdo salina
ao precipitado formado ¢ novamente centrifugou-se nas mesmas condicdes
anteriores e o sobrenadante retirado foi misturado ao primeiro.

3.1.1- Dosagem de Proteinas (ITZHAKI e GILL, 1964).

Para quantificar as proteinas presentes nas amostras de veneno, solucdes
contendo 0,1 a 2,0mg de proteinas foram submetidas & dosagem pelo método do
microbiureto. A soroalbumina bovina foi utilizada para estimar a reta padrdo. As
amostras de proteinas foram completadas para o volume de 1,0ml com 4gua, aos
quais se acrescentou 500,0ul dos reagentes R1 ou R2 (previamente preparados em
nosso laboratério) e a seguir foi feita a leitura em espectrofotometro (SPEKOL) a
310nm, contra um branco sem proteina. O reagente R1 é composto por 0,21%
CuS04.5H20 dissolvido em NaOH 30,4% e o R2 ¢ formado por uma solugfio de
NaOH a 30%.

As principais vantagens deste método consistem na estabilidade dos
reagentes que permanecem em boas condi¢des a temperatura ambiente, por mais de
1,0 ano e¢ na estabilidade do complexo proteina/reagente permitindo um maior

tempo entre o preparo das amostras ¢ a leitura.

3.2- Preparo dos Extratos Vegetais:

Os extrados vegetais foram preparados a partir das folhas, do caule e das
raizes (MARTZ, 1992; MELO et al., 1994; BATINA, 1997). As folhas foram
lavadas e trituradas com agua desionizada em um liquidiﬁcador comum por 15,0
minutos e filtradas em uma peneira plastica fina. O filtrado foi centrifugado a
30.000¢ por 20,0 minutos em centrifuga Himac CR21 e o sobrenadante foi
liofilizado e armazenado a -20°C. A raiz e/ou caule foram lavados em agua
desionizada e colocados para secar em estufa a 40°C, até que estivessem
completamente secos. Apos a Secagenm, foram moidos e triturados em agua
desionizada. Essa solugéo foi centrifugada como descrito acima e o sobrenadante
retirado, liofilizado e armazenado a -20°C. No momento do experimento o extrato

foi pesado e dissolvido em agua desionizada.
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3.3- Estudos de Inibic¢ao:

A inibi¢do da toxicidade dos venenos pelos extratos vegetais foi realizada por
ensaios in vitro € in vivo representativos dos principais efeitos lesivos causados por

estes venenos, a saber: Atividades fosfolipase A, coagulante, fibrinogenolitica,

miotoxica, hemorragica, edematogénica e letalidade.

Para cada ensaio foram feitos inicialmente controles positivos (na presenca
apenas de veneno) e controles negativos (presenga apenas do extrato vegetal). A
seguir, as amostras de veneno foram incubadas com os extratos i temperatura
ambiente por 1,0 hora antes do teste. A propor¢do da mistura (veneno bruto:extrato
vegetal) foi investigada e posteriormente definida para cada ensaio. A quantidade de
veneno utilizada foi obtida pela dosagem de proteinas, enquanto o extrato foi

pesado.
3.3.1- Atividade Fosfolipase A; (PLA;) (DE HAAS et al., 1968).

Este ensaio utiliza como substrato uma gema de ovo dissolvida em 50,0ml de
4gua desionizada, desoxicolato de sodio 0,03M e CaCl, 0,6M. No momento do
teste, prepara-se uma solugdo de trabalho com 15,0ml de suspensio de gema de ovo,
10,0 ml de desoxicolato de sodio ¢ 1,0 ml de CaCl,, completando-se o volume final
para 100,0 m! de solugdo com H,O desionizada. Para cada ensaio foram utilizados
10,0 ml desta solucdo, acertando-se o pH inicial para 8,0 com solugdo de NaOH
0,1208N. A liberagdo dos acidos graxos pela fosfolipase A, a partir dos
fosfolipideos, foi medida durante a titulagdo potenciométrica, usando-se novamente
a solugdo padrio de NaOH 0,1208N durante os 3,0 primeiros minutos de reagio, &
temperatura ambiente. Nestas condigdes, uma unidade de atividade fosfolipasica
(PLA,) corresponde a quantidade de base consumida, por minuto, por mg de

proteina. ' _ .
Inicialmente, este ensaio foi realizado para selecionar os extratos vegetais

que mostraram O mMaior grau de inibigdo, quando incubados com o veneno de B.

Jararacussu na proporgdo de 10,0pg do veneno para 50,0ug dos extratos vegetais.
Posteriormente, este ensaio foi novamente realizado com o extrato selecionado e os

venenos de Apis mellifera e Bothrops neuwiedi pauloensis.

3.3.2- Atividade Coagulante sobre o Plasma Bovino (ASSAKURA et al., 1992).

Os testes de coagulagdo foram realizados a 37°C com 200,0u] de plasma
bovino como substrato € 50,0ul da solugdo de veneno preparada em NaCl a 0,9%.
Foi medido o tempo em segundos necessario para a formagdo da rede de fibrina na
forma de um codgulo visivel. Para os ensaios de inibigdo, foi obtida inicialmente a
Dose Minima Coagulante (DMC) para cada veneno. O teste foi realizado utilizando-
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se 3DMC dos venenos de Bothrops jararacussu e Bothrops neuwiedi pauloensis.
Para a neutralizag¢do dos venenos, estes foram incubados com o extrato vegetal na
proporgdo de 1:3, respectivamente. ‘

' 3.3.2.1- Calculo da Dose Minima Coagulante (DMC).

Para se calcular a DMC, foram realizados diversos ensaios de coagula¢do
como descritos acima, para os venenos de B. jararacussu e B. neuwiedi em
diferentes concentragdes, obtendo-se assim o valor médio capaz de coagular o
plasma em 1,0 minuto. A DMC é definida como a menor quantidade de veneno que
coagula o plasma citratado a 37°C em 1,0 minuto.

3.3.3- Atividade Fibrinogenolitica (EDGAR e PRENTICE, 1973, modificado
~ por OLIVEIRA, 1997).

A 50,0ul de uma solugdo de fibrinogénio (1,0mg/ml) acrescentou-se 1,0ug
dos venenos brutos de B. jararacussu ou B. neuwiedi. A hidrdlise enzimatica
ocorreu durante cinco minutos a 37°C, apos 0s quais a reagdo foi interrompida por
adigdo de 25,0ul de Stop (solugdo de Tris-HCl 0,1M pH 8.8, contendo glicerol a
10,0% e azul de Bromofenol a 0,1%) e 5,0ul de B-mercaptoetanol. Em seguida, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 16% com

agente desnaturante.

333 1- Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Agentes Desnaturantes
(LAEMMLI, 1970).

Foi realizada a eletroforese com agente desnaturante (SDS) para caracterizar
a atividade fibrinogenolitica. O gel de separagdo foi preparado a 16,0% ¢ o de
empilhamento a 5,0%. As amostras com Stop e B-mercaptoetanol foram aquecidas a
100°C em banho-maria por 3 minutos. 10,0l de cada amostra foram aplicados ao
gel, simultaneamente com OS padrdes de peso molecular, que foram: fosforilase b
(94.000), soralbumina (67.000), ovoalbumina (43.000), anidrase carbénica (30.000),
inibidor de tripsina (20. 100) e a-lactoalbumina (14.400).

O tampdo dos eletrodos foi composto por Tris-HCI 0,IM pH 8,3, EDTA
7,8mM, glicina 0,77M ¢ SDS 0,3%. A corrid.a foi feita & uma corrente constante de
20,0mA por aproximadamente uma hora e trinta minutos, ou até o corante atingir a
porcio final da placa.

Posteriormente, 0 g€l foi corado em Coomassie Brithante Blue R-250 a 0,1%
(m/v) dissolvido em dgua desionizada:metanol:acido acético glacial (40:50:10 v/v) e

descorados em agua desionizada:etanol:acido acético (60:30:10 v/v). Em seguida foi
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colocado em solugdo fixadora formada por acido acético a 7% e entdo foi secado em

‘papel celofane.

-3.3.4- Atividade Miotéxica (RODRIGUES, 1996).

Camundongos Swiss (25-30g) receberam inje¢des im. no musculo
gastrocnémius direito de 50,0pg dos venenos brutos incubados ou ndio com o extrato
vegetal, na proporgdo de 1.5, respectivamente. Apoés 24 horas de inoculagdo, os
animais foram anestesiados profundamente por inalagdo com éter e sacrificados. Os
musculos foram retirados e fixados em uma mistura de etanol 95%, formol 30%,
acido acético glacial e agua desionizada na propor¢io de 3:1:1:5 em volume durante
24 horas. Depois as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de
4lcoois e imersas em solugdo infiltradora e em endurecedor a temperatura ambiente.
Entdo, foram obtidos cortes de 2,5um de espessura em micrétomo (Leica
Instruments), corados com azul de toluidina a 0,25% em 4agua destilada a 40°C e
montados em l1aminas, que foram posteriormente fotografadas.

3.3.5- Atividade Hemorragica (NIKAI et al., 1984). -

Injecoes intradérmicas contendo 3 doses minimas hemorragicas (DMH) dos
venenos brutos de Bothrops jararacussu ou de Bothrops neuwiedi dissolvidos em
50pl de salina, foram aplicadas no dorso de camundongos anestesiados com éter.

Apbs 3 horas, 0s animais foram sacrificados e as peles foram removidas. A
presenga de halos hemorragicos na superficie interna da pele foi indicativa de
atividade. O veneno foi incubado com o extrato vegetal na propor¢do de 1:3(massa
de proteina/peso seco), respectivamente..

A dose minima hemorragica (DMH) ¢ definida como a quantidade de veneno
que produz um halo hemorragico de cerca de 1 cm (BORKOW er al., 1997). Para o
veneno de B. jararacussi ¢ de 150pg/camundongo (SOARES, 1994) e para o de B.
newwiedi é de 24pg/camundongo (RODRIGUES, 1996).

3.3.6- Atividade Edematogénica (LLORET ¢ MORENO, 1993). -

Ratos Wistar (180-200g) receberam inje¢Oes subplantar (pata direita) de
25ug do Veneno de Bothrops jararacussu dissolvidos em 100ul de salina. Igual
volume de salina foi aplicado do mesmo modo na pata esquerda (controle). Os
volumes de ambas as patas foram determinados em plestimégrafo computadorizado

em varios intervalos de tempo apos a injegdo. Nestes experimentos, a proporgio de



24

veneno para extrato vegetal foi de 1:5(massa proteina/peso seco), respectivamente.
Os resultados foram calculados pela diferenga entre os valores obtidos em cada pata
e foram expressos como a porcentagem do aumento do volume de pata direita em
relagdo a pata esquerda.

3.3.7- Inibi¢do da Toxicidade do Veneno.

Nestes ensaios, a toxicidade foi medida aplicando-se 2 DL, (dose letal 50%)
de cada veneno: Bothrops jararacussu e Bothrops neuwiedi via intraperitonial em
camundongos, previamente anestesiados com éter. Nos testes de inibicdo foram
incubadas 2DLs, de cada um dos venenos com 0s extratos vegetais, na propor¢do de
1:10(massa proteina/peso seco), respectivamente, durante uma hora a temperatura
ambiente.

A DLs, de B. jararacussu € de aproximadamente 6,3mg/Kg de animal e foi
estimada por HOMSI-BRANDEBURGO (1987). Enquanto a de B. newwiedi foi
determinada neste trabalho, segundo o método de WEIL (1952).

DLs, significa a menor dose capaz de matar 50% dos animais experimentais,
O método de WEIL (1952) permite calcular a DLs, usando ntimeros pequenos de
animais por grupo. De acordo com este numero, pode-se estimar a DLsy com base
em tabelas que apresentam um alto grau de confianca.

Para se calcular a DLs de B. neuwiedi, foram separados 4 grupos compostos
por 4 animais. Cada grupo recebeu uma dose de veneno, dissolvido em salina, onde
a menor dose foi de 1,0mg/kg de animal e a maior foi de 2,35 mg/Kg de animal. Os

animais foram observados durante 24 horas.

3.4- Caracterizacio Parcial do Extrato Vegetal:

3.4.1- Teste de Solubilidade.

No intuito de investigar 0s componentes presentes no Extrato Vegetal,
inicialmente foi realizado um teste de solubilidade deste extrato em diferentes

solventes.

O teste utilizou 100,0ml de cada um dos seguintes solventes: hexano,
cloroférmio, acetona, metanol e agua que foram colocados separadamente em
frascos Ambar (para controle da luminosidade). Posteriormente, 50mg do extrato
liofilizado foram acrescentadas a cada frascé e entdo foi analisada a solubilidade.
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3.4.2- Filtracio em Sephadex LH-20.

O extrato aquoso de Casearia sylvestris foi fracionado em uma coluna
cromatografica utilizando como resina o Sephadex LH-20, que separa produtos
naturais tais como esterdides, terpenodides, lipideos e peptideos de baixo peso
molecular. Aproximadamente 200mg do extrato foram dissolvidos em 2,0 ml de
metanol absoluto e adicionados a coluna previamente equilibrada com este mesmo
solvente. A amostra foi eluida a temperatura ambiente, sendo coletadas 16 fragdes
de 2,0ml cada. Esta coleta foi feita manualmente, as fragdes foram reunidas de
acordo com suas caracteristicas fisicas (precipitagdo, coloragdo) e utilizadas para
obtencdo dos espectros de RMN 'H e infravermelho.

3.4.3- Espectro de Ressonancia Magnética de Protons (RMNIH).

O espectro de absorgdo por RMN'H permite conhecer o nimero, a natureza e
a vizinhanca de todos os prétons da molécula (MOURA CAMPOS, 1976).

Foi realizado a 400mHz, utilizando um espectrometro Brucken ARX-400
(Departamento de Quimica da UFSCar). As amostras foram diluidas em metanol
deuterado. A escala dos espectros é obtida em ppm.

3.4.4- Espectro de Infra Vermelho.

O espectro no infravermelho ¢ interpretado em termos da presenca ou
auséncia de grupos funcionais. Juntamente com o espectro de ressonancia magnética
nuclear representa uma eficiente ferramenta utilizada pelos quimicos para deduzir a
estrutura molecular de um composto (ALLINGER er al., 1976).

Foram obtidos os espectros para as fragdes 11 a 13 ¢ de 14 a 16 em
espectrofotdmetro Bomem Modelo M102 (Departamento de Quimica da UFSCar)
com transformata de Fourier ¢ Calibragdo interna, as absorgdes estdo expressas em

, -1
nimeros de ondas (cm™).



4- RESULTADOS:
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4.1- Atividade Fosfolipasica A, (PLA;):

A atividade fosfolipasica (PLA,) foi usada para selecionar os extratos
vegetais que melhor apresentaram efeito inibitdrio contra os venenos de serpentes.
Estas plantas foram escolhidas a partir da literatura e dos conhecimentos populares.
A figura 2 mostra a porcentagem de inibigdo da atividade PLA, do veneno bruto de
Bothrops jararacussu (controle) em relagdo as amostras incubadas com os extratos
vegetais. Conforme se pode observar, o extrato vegetal da raiz de Sena rugosa (SR)
ndo apresentou inibi¢do, enquanto o de Sena rugosa folhas (SF) apresentou uma
inibicio de apenas 19%. Para o extrato vegetal de Bidens pilosa folhas foi
observada uma atividade de 95,4%, ou seja aproximadamente 4,6% de inibigdo. Os
melhores resultados obtidos foram para os extratos vegetais de Casearia sylvestris.
Para CC (Casearia caule), a porcentagem de inibigdo da atividade PLA, foi de 60%,
enquanto CF (Casearia folhas), apresentou apenas 17% de atividade (inibicdo de
aproximadamente 83%). Os resultados acima foram estatisticamente analisados pelo
teste de Tukey, conforme tabela 02, onde observa-se as médias, acompanhadas de
seus respectivos desvios, da atividade PLA, para o veneno de Bothrops jararacussu
e os extratos vegetais. As médias cujas letras sdo iguais ndo apresentam diferencas
estatisticas significantes. Desse modo, Casearia sylvestris folhas e Casearia
sylvestris caule sdo estatisticamente iguais e apresentam maior potencial de inibicdo
que os outros extratos, seguido do extrato de Sena rugosa folhas, Bidens pilosa e
Sena rugosa raiz.

Tab. 2: Atividade fosfolipase A, do veneno de Bothrops jararacussu em presenga de varios extratos

vegetais.

Amostra Atividade PLA, (Uds/mg/min)*
Casearia sylvestris folhas 23,3711,41 a
Casearia sylvestris caule 25,5849,91 a
Sena rugosa folhas 65,54+8,10 b
Bidens pilosa 95,87+11,8 ¢ d
Sena rugosa raiz 117,93+2.17 d o
B. jararacussu (Controle) 134,441515,96 o

* Média de 3 ensaios
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Inibicdo da Atividade PLA2 do Veneno Bruto de Bothrops
Jjararacussu em presenca de varios extratos vegefais.

90

80-

70-

% Inibigdo

Controle SR SF BP ce CF

Fig. 2: ibigio da Atividade PLA, do veneno de Bothrops jararacussu em presenga de variog
extratos vegetais. O substrato utilizado foi uma emulsio 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 minutog de reacdo a
temperatura ambiente. Os resultados referem-se 4 média de 3 ensaiog. Proporcio 10pg
Veneno:50ug Extrato Vegetal, 1.5, respectivamente
Legenda:

Controle - Veneno bruto na auséncia de Extratos vegetais

SR - Veneno bruto incubado por 1 hora com o extrato de Sena rugosq - raiz.

SF - Veneno bruto incubado por 1 hora com o extrato de Senq rugosa - folhas.

BP - Veneno bruto incubado por 1 hora com o extrato de Bidens Pilosa - folhas.

CC - Veneno bruto incubado por 1 hora com o extrato de Casegrig sylvestris - caule.

CF - Veneno bruto incubado por 1 hora com o extrato de Caseqrig sylvestris - folhas.
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A partir destas analises todos os outros experimentos de inibigdo foram
realizados somente com o extrato de Casearia sylvestris (caule e folhas). Um
controle utilizando apenas os extratos vegetais foi realizado e mostrou que 0s
mesmos ndo induzem atividade fosfolipasica.

A figura 3 mostra a porcentagem de inibigdo da atividade fosfolipasica para
os venenos de Bothrops neuwiedi pauloensis, Apis mellifera e também para o
veneno de Bothrops jararacussu que foi usado na selegdo dos extratos vegetais.

Inibicio da atividade fosfolipasica de venenos animais em
presenca do extrato vegetal de Casearia sylvestris

m|VB (controle) |
avB + CF
mVB + CC

% de inibicdo

NEW Jugu APIS

Fig. 2;:7Atividade Fosfolipase A, dos venenos brutos de Bothrops jararacussu, Bothrops neuwiedi
pauloensis e Apis mellifera em presenca ou auséncia do extrato vegetal de Casearia
sylvestris (Flacourtiaceae). O substrato utilizado foi uma emulsio de gema de ovo,
desoxicolato de sodio 0.03M e Cloreto de Calcio 0,6M. Os écidos graxos liberados
enzimaticamente foram titulados com NaOH padrdo 0,1208N, durante os 3 primeiros
minutos de reagio 4 temperatura ambiente. Os resultados referem-se a média de 3 ensaios,

Proporgio Veneno:Extrato Vegetal, 1:5, respectivamente.

Legenda:
New: Veneno bruto de B. neuwiedi pauloensis.

Jugu: Veneno bruto de B. jararacussi.
Apis: Veneno bruto de Apis mellifera.
CC: Casearia sylvestris - caule.

CF: Casearia sylvestris - folha.
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A atividade fosfolipasica A, do veneno bruto foi considerada 100% (ou seja,
0% de inibigdo). As amostras incubadas com a Casearia folhas (CF) apresentaram
maior porcentagem de inibigdo: 50%, 83% e 86% para B. neuwiedi, B. jararacussu
e Apis mellifera, respectivamente. Ja para Casearia caule (CC), as porcentagens de
inibigio foram menores, sendo de 38%, 70% e 60%, para B. neuwiedi, Apis
mellifera e B. jararacussu, respectivamente. Nos testes de inibicdo utilizou-se 10ug
de veneno para 50ug de extrato (proporgdo de 1:5, respectivamente).

Neste experimento, foi utilizado o teste de Mann-Whitney, onde observou-se
uma diferenca altamente significativa na atividade PLA, do controle e do tratamento
(p< 0,001), mostrando realmente a eficiéncia do extrato na inibigio desta atividade.
Também verificou-se pelo Teste de Tukey que apesar do extrato de Casearia
sylvestris caule apresentar porcentagens de inibigdo menores que Casearia sylvestris
folhas, estatisticamente essa diferenca ¢é insignificante ¢ os dois extratos sdo
igualmente eficientes, confirmando os resultados acima.

4.2- Atividade Coagulante sobre o Plasma Bovino:

A DMC (dose minima coagulante) que corresponde i menor quantidade de
proteinas capaz de causar a coagulagdo do plasma em 1,0 minuto, foi determinada
para os venenos brutos de Bothrops jararacussu e Bothrops neuwiedi pauloensis
conforme item 3.3.2 e apresentou 0s seguintes valores: VB B. Jjararacussu: 53 ug e
VB Bothrops neuwiedi pauloensis: 5,3ug. Estes valores correspondem a média de 9
€nsaios.

A tabela 3 apresenta a média e o desvio padréo da atividade coagulante sobre
o plasma bovino dos venenos brutos de B. jararacussu e B. neuwiedi comparando os
tempos de coagulagdo das amostras em presenga ou ndo do extrato vegetal Caseariaq
sylvestris, na proporgdo de 1:3 (m/m), respectivamente. Os resultados foram
estatisticamente testados pelo teste T e mostraram que apenas B. Jararacussu
incubado com Casearia folhas, apresentou diferengas significativas (p = 0,036),
mostrando uma inibigio de 38% da atividade coagulante. O tempo de coagulaciio
para as outras amostras foi muito proximo ao controle, ndo havendo inibicio
Signiﬁcaﬁva, como ¢ mostrado pelo valor de p na tabela 3. E ainda podemos
observar pela tabela 3 que os extratos testados ndo provocam coagulagio do plasma.
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Tab.: 3- Inibigdo da atividade coagulante veneno B. jararacussu e B. neuwiedi pauloensis sobre o

plasma bovino em presenca ou auséncia do Extrato vegetal Casearia sylvestris.

Amostras Tempo de Coagulacdo(segundos)

Controle CC CF
New 35,6£7,68 | 30,6%5,03 (p = 0,105) | 27,640,58 (p = 0,199)
Jucu 50,8+2,31 | 50,0£3,75 (p = 0,604) |82,0+10,58 (p = 0,036)
CC * * *
CF * * *

* média de 3 ensaios Proporgdo Veneno:Extrato Vegetal - 1:3(m/m), respectivamente

Legenda:
New: Veneno bruto de B. neuwiedi pauloensis
Jugu: Veneno bruto de B. jararacussu
CCaule: Casearia sylvestris - caule
CFolha: Casearia sylvestris - folha
* - nio houve coagulagdo em ate 4 minutos
Quanto ao veneno de abelhas embora testado ndo apresentou atividade

coagulante, ndo sendo por isso apresentado na tabela 3.

4.3 Atividade Fibrinogenolitica:

O veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis provoca a quebra da cadeia o do
fibrinogénio que ocorre quase totalmente nos primeiros 5 minutos de reagdo (figura
4, linha 3), ndo diferindo da linha 6 (figura 4) onde a reacdo enzimatica ocorreu
durante 15 minutos. Quando tratamos o veneno de Bothrops neuwiedi pauloensis
com o extrato vegetal de Casearia sylvestris folhas na propor¢do de 1:10 (m/m),
observamos que ndo houve prote¢do da cadeia o, tanto para o tempo de 5 quanto
para 15 minutos (figura 4, linhas 4 ¢ 7). O extrato de Casearia sylvestris caule
apresentou um pequeno efeito protetor, pois parece que a cadeia o foi melho;
preservada quando se usou este extrato (figura 4, linhas 5 e 8). A figura 4 mostra
ainda que os extratos vegetais obtidos das folhas e do caule de Casearia sylvestris
ndo apresentam qualquer efeito proteolitico sobre o fibrinogénio (linhas 9 e 10).

Na figura 5, observa-se a atividade fibrinogenolitica do veneno de Bothrops
jararacussu. A linha 2 mostra as cadeias a, B e y do fibrinogénio e na linha 3. o
fibrinogénio foi tratado com o veneno durante 5 minutos, podendo ser observz;do
que a cadeia o foi quase que totalmente degradada. Na linha 4, verifica-se que o
extrato vegetal de Casearia sylvestris folhas protegeu, embora parcialmente, a
hidrélise do fibrinogénio, o mesmo ocorrendo na linha 5, onde o veneno foi
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previamente tratado com o extrato vegetal de Casearia sylvestris caule, que também
preservou ainda que parcialmente a cadeia o do fibrinogénio.

Fig. 4: Inibicdo da atividade Fibrinogenolitica do Veneno Bruto (VB) de Bothrops neuwiedi
pauloensis pelo Extrato Vegetal de Casearia sylvestris. Eletroforese em gel de
poliacrilamida com agentes desnaturantes a 16% dos produtos de hidrolise de 50 ul de
fibrinogenio (Img/ml) incubados com Ipg do VB a 379C, durante diferentes tempos. como
indicado. Os extratos vegetais foram utilizados na proporcao de 1:10 (m/m)

Legenda:
1- Padréo (fosforilase b- 94.000; soroalbumina bovina - 67.000; Ovoalbumina- 43.000;

Anidrase C.- 30.000; Inibidor de tripsina- 20.100; a-lactoalbumina - 14,400

2- Fibrinogeénio.
3- VB Bothrops neuwiedi - controle positivo (5 min. de hidrdlise).
4- VB Bothrops neuwiedi incubado com Casearia sylvestris folhas (5 min. de hidrdlise).
5- VB Bothrops neuwiedi incubado com Casearia sylvestris caule (5 min. de hidrélise).
6- VB Bothrops neuwiedi - controle positivo (15 min. hidrolise).
7- VB Bothrops neuwiedi incubado com Casearia sylvestyis folhas (15 min. hidrolise).
8- VB Bothrops neuwiedi incubado com Casearia sylvestris caule (15 min. hidrolise).
9- Casearia sylvestris folhas- controle negativo (2 horas).

10- Casearia sylvestris caule- controle negativo (2 horas).
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Fig. 5: Inibi¢do da Atividade Fibrinogenolitica do Veneno Bruto de Bothrops jararacussu
pelo Extrato Vegetal de Casearia sylvestris. Eletroforese em gel de poliacﬁlaMda com
agentes desnaturantes a 16% dos produtos de hidrolise de 50ul de fibrinogénio (1mg/ml)
incubados com lug do VB a 37°C durante cinco minutos. Os extratos Vegetais o
utilizados na proporgao de 1:10 (m/m).
Legenda:
1- Padréo (fosforilase b- 94.000; soroalbumina bovina - 67.000; Ovoalbumina- 43.000:
Anidrase C.- 30.000; Inibidor de tripsina- 20.100; a-lactoalbumina - 14.400. .000;
2- Fibrinogénio.
3- VB Bothrops jararacussu - controle positivo (5 min. de hidrélise).
4- VB Bothrops jararacussu incubado com Casearia sylvestris folhas (5 min. de
hidrolise).
5. VB Bothrops jararacussu incubado com Casearia sylvestris caule (5 min. de

hidrolise).
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4.4- Atividade hemorragica:

A figura 6 evidencia a lesdo provocada por injegdes intradérmicas no dorso
de camundongos pelos venenos de B. neuwiedi pauloensis (6.1) e B. jararacussu
(6.4), controles positivos.

Fig. 6: Inibicdo da Atividade Hemorragica dos.venenos brutos (VB) pelo Extrato Vegetal. Aliquotas
equivalentes a 3 DMH dos VB dissolvidos em 100p] de salina aplicadas intradermicamente
no dorso de camundongos. Apds 3 horas, as peles foram retiradas e fotografadas.

Legenda:
1- VB Bothrops neuwiedi - controle positivo.

2- VB Bothrops neuwiedi incubado com Casearia sylvestris - folhas,

3- VB Bothrops neuwiedi incubado com Casearia sylvestris - caule.

4- VB Bothrops jararacussu - controle positivo.

5- VB Bothrops jararacussu incubado com Casearig sylvestris - folhas.
6- VB Bothrops jararacussu incubado com Casearia sylvestris - caule.
7- Salina - controle negativo.

8- Casearia sylvestris folhas - controle negativo.

9- Casearia sylvestris caule - controle negativo.
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O veneno de B. neuwiedi € altamente hemorragico, dose minima hemorragica
(DMH) é de 8,13ug, enquanto para o de Bothrops jararacussu a DMH é de 50 ug. A
inibicdo da atividade foi realizada utilizando-se 3DMH de cada veneno, na
proporgdo de 1:3(massa proteina (veneno):extrato pesado).

As amostras incubadas com o extrato das folhas de Casearia sylvestris
apresentaram um alto grau de inibi¢do da atividade hemorragica (figura 6.2 ¢ 6.5),
sendo de quase 100% para o veneno de Bothrops jararacussu. Ja o extrato vegetal
de Casearia sylvestris caule apresentou menor efeito protetor que Casearia folhas
na mesma proporgdo, embora com menor eficiéncia para os venenos de Bothrops
Jararacussu e Bothrops neuwiedi pauloensis (Figuras 6.3 e 6.6).

Nas figuras 6.7, 6.8 ¢ 6.9 evidenciam-se os controles negativos feitos com
salina, extrato vegetal das folhas e do caule. Como se pode observar, o extrato das
folhas e do caule ndo sdo capazes de provocar hemorragia, quando injetados
intradermicamente no dorso de camundongos.

Para estes ensaios, ndo foram realizados tratamentos estatisticos, devido 3
dificuldade em se quantificar os halos hemorragicos.

4.5 -Atividade Miotoxica:

A figura 7 mostra os resultados obtidos para os testes de atividade miotoxica
dos venenos de B. neuwiedi e B. jararacussu ¢ para inibigio destas atividades pelos
extratos vegetais de Casearia sylvestris folhas e caule no musculo gastrocnémius de
camundongo. Verifica-se que as figuras 7.1 € 7.4 representam cortes transversais do
musculo atingido pelos venenos brutos de B. neuwiedi pauloensis e B, Jararacussu,
respectivamente. As células estio em alto grau de degeneraciio com presenca de
hemorragia (grande nimero de hemaceas, principalmente para o veneno de
Bothrops neuwiedi pauloensis), necrose ¢ infiltrados leucocitrios. Parg muitas
fibras apenas o limite celular ¢ evidenciado.

Cortes longitudinais (figura 7.2 ¢ 7.5) mostram os venenos de B, neuwiedi e
B. jararacussu, respectivamente, incubados por 1 hora com o extrato aquoso obtido
a partir da folha de Casearia sylvestris. Para este ensaio, foram utilizados 50ug de
veneno (massa de proteina) para 250ug extrato peso seco (proporgio de 1: 5,
respectivamente). As figuras mostram fibras com nucleos periféricos e aspecto
normais. H4 ainda alguns infiltrados e algumas células em estado degenerativo, mas
a presenca de hemaceas ¢ muito pequena.

Nas figuras 7.3 e 7.6, pode-se evidenciar as amostras de B. neuwiedi e B.
Jararacussu, respectivamente, incubadas nas mesmas condicges anteriores com o
extrato do caule de Casearia sylvestris. Ainda pode-se observar células em estagio
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avangado de degeneragdo, grande quantidade de hemaceas e de infiltrados
leucocitarios, mas ha uma evidente prote¢do em relacéo aos controles positivos.

Fig. 7: Inibigdo da Atividade miotoxica dos Venenos Brutos (VB) pelo extrato Vegetal

Fotomicrografia de corte fino com 2,5um de espessura do musculo esquelético
(gastrocnémius direito) de camundongos, apds 24 horas de mnoculacgio. Alteragdes
morfologicas induzidas por 50ug dos Venenos Brutos dissolvidos em 50ul de salina. O
extrato vegetal foi usado na propor¢ao de (1:5) em relagdo ao Veneno Bruto.

Coloragdo: Azul de Toluidina. Aumento 40x..

n: necrose H: hemaceas I: nfiltrado leucocitario.

Legenda:
1- VB Bothrops neuwiedi - controle positivo.
2- VB Bothrops neuwiedi incubado com Casearia sylvestris - folhas.
3- VB Bothrops neuwiedi mcubado com Casearia sylvestris - caule.
4- VB Bothrops jararacussu - controle positivo.
5- VB Bothrops jararacussu incubado com Casearia sylvestris - folhas.
6- VB Bothrops jararacussu incubado com Casearia sylvestris -
7- Salina - controle negativo.
8- Casearia sylvestris folhas - controle negativo.
9- Casearia sylvestris caule - controle negativo.

caule.
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Os controles negativos das folhas e caule da planta Casearia sylvestris estio
apresentados nas figuras 7.8 e 7.9. Tanto as folhas, quanto o caule nfio provocam
miotoxicidade. A figura 7.7 apresenta o controle negativo feito com solugéo salina.

4.6- Atividade Edematogénica:

A figura 8 mostra a evolugdo do edema de patas de rato provocado pelo
veneno de B. jararacussu. O extrato vegetal de Casearia sylvestris folhas ndo inibiu
significativamente a formagdo do edema, mas a propor¢do deste foi menor no
animal cujo veneno bruto foi incubado com o extrato vegetal.

Atividade Edematogénica de Bothrops jararacussu
em presenga ou auséncia de EV Casearia
sylvestris- folha

W —
—e— Jucu
100 + —+—Jugu + CS
80
©
& .
o 60
L b
X
40 +
20 |
0 % : ]
0 1 £ 4
Tempo (hrs)

Fig. 8: Imblqao da formac;ao do Edema de pata de rato depms de injecio local de VB Tucw, O
volume da pata foi determinado em diferentes tempos depois da i injegio de 2 5ug de VB Jucu,
Os dados sdo expressos como % do aumento do volume de cada pata.
Legenda:
Jugu - VB Bothrops jararacussu.
Jugu +CS - B. jararacussu +EV Casearia sylvestris folhas na proporgio de 1:5 (25pg
de proteina: 125pg de extrato, respectivamente).
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4.7- Letalidade:
4.7.1- Calculo da DLsy Veneno Bruto B. neuwied;.

Para se estudar o efeito inibitério da toxicidade do veneno de Bothrops
neuwiedi pauloensis, inicialmente foi determinada a DLs, deste veneno. como
descrito no item 3.3.7, sendo de 1,66+ 0,06mg/Kg, com 95% de confianga.

A tabela 4 mostra o tempo médio que os animais sobreviveram apos o
tratamento com 0s venenos e€/ou com os extratos vegetais. De acordo com a tabela
podemos observar que os extratos vegetais de Casearia sylvestris (caule ou folhas)
ndo inibiram a letalidade na proporg¢do de 1:10(m/m) veneno bruto/extrato vegetal.
Mas, os resultados foram novamente analisados pelo teste de Tukey que mostra ao
nivel de 5% de probabilidade, que as médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente.

Desse modo, ao se comparar estatisticamente os venenos brutos de Bothrops
Jararacussu e Bothrops neuwiedi pauloensis, observa-se que ndo ha diferenga
significativa entre eles.

Para os ensaios de inibi¢do, podemos verificar que ao se tratar o veneno de
Bothrops neuwiedi pauloensis com o extrato vegetal de Casearia sylvestris folhas,
obtivemos um aumento significante na sobrevida dos animais (média de 406,05) em
relagdo ao controle (média de 67,75). Porém, quando este mesmo veneno foi tratado
com Casearia sylvestris caule, a diferenga entre as médias ja ndo foi
estatisticamente significativa.

Nos testes de inibi¢do, usando o veneno de Bothrops jararacussu, podemos
observar que as médias dos tratamentos tanto para Casearia sylvestris folhas (média
de 237,00) quanto para Casearia sylvestris caule (média de 121,5) foram
estatisticamente significantes em relagéo ao controle (76,00).

Tab. 4: Tempo médio de sobrevida dos animais tratados com injegdes intraperitoniais de veneno das
espécies Bothrops jararacussi e Bothrops neuwiedi pauloensis na presenga ou na auséncia

do extrato vegetal de Casearia sylvestris (Flacourtiaceae).

Amostra Tempo até a morte (min)
Controle CF CC
B. neuwiedi 67,75 (b) 406,05 (a) 81,15 (b)
B. jararacussu 76,00 (b) 237,00 (a) 121,5 (a)




4.8- Resumo das Atividades Ensaiadas neste Trabalho:

A tabela 5 mostra o resumo das atividades realizadas com os venenos de Bothrops jararacussu, Bothrops neuwiedi

pauloensis e Apis mellifera utilizando ou ndo os extratos vegetais de Casearia sylvestris

Tab. 5: Quadro demonstrativo da inibigao dos efeitos lesivos causados por venenos de serpentes ¢ de abelhas.

Atividade/Proporgao:
Veneno bruto/extrato Resultados
vegetal™
Bothrops jararacussu Bothrops neuwiedi Apis mellifera
C. sylvestris folha | C. sylvestris caule | C. sylvestris folha | C. sylvestris caule | C. sylvestris folha | C. sylvestris caule
PLA, (1:5) inibi¢cdo de 83% inibi¢do de 60% inibi¢do de 50% inibigdo de 38% inibigdo de 86% inibi¢do de 70%
s o — . ... . | ndo apresenta esta
Coagulante (1:3) inibi¢do de 38% | n@o houve inibigdo | ndo houve inibi¢do | ndo houve inibigdo P idem

Fibrinogenolitica
(1:10)

Hemorragica (1:3)

Miotéxica (1:5)

Edematogénica (1:5)

Aumento do tempo
de sobrevida (1:10)

|

inibigdo parcial

inibicdo quase total
alta taxa de
inibigdo

nao houve inibigdo

significativo

inibi¢do parcial

inibi¢@o quase total

inibigdo parcial
nao testado

significativo

nao houve inibigdo

inibigdo quase total
alta taxa de
inibi¢do

nao testado

significativo

inibi¢@o parcial

inibi¢@o quase total

inibi¢do parcial
nao testado

nao significativo

atividade

ndo testado

ndo apresenta esta
atividade

nao testado

nao testado

nao testado

ndo testado

ndo apresenta esta
atividade

nao testado

ndo testado

nao testado

*As proporgdes correspondem a massa de proteina (veneno) e ao peso seco do extrato..

6¢
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4.9- Caracterizacio Parcial do Extrato Vegetal de Casearia
sylvestris - Folhas:

4.9.1- Teste de Solubilidade.

Por meio de experimentos de solubilizagdo do extrato vegetal em diferentes
solventes organicos, observou-se que a maior parte dos componentes constituintes
deste extrato apresentam polaridade proxima a da 4gua, pois 0 mesmo tornou-se
totalmente solivel em agua e em metanol (solvente polar) enquanto para os demais
solventes (de menor polaridade), o extrato mostrou-se insoluvel, como se pode

observar na tabela 6.

Tab. 6: Solubilidade do extrato vegetal de Casearia sylvestris em diferentes solventes organicos:

Solvente Solubilidade
Hexano Insoluvel
Cloroformio Insoluvel

Acetona Pouco soluvel
Metanol Solavel
Agua Solavel

4.9.2- Filtracio em Sephadex LH-20.

Foram coletadas 16 fragdes de oml cada uma, manualmente, em frascos
ambar. Fstas fragdes foram reunidas de acordo com caracteristicas fisicas
(coloragdo prec1p1tac;ao) e posteriormente analisadas quanto aos espectros de

RMN'H ¢ infravermetho.

4.9.3- Ressonincia Magnética Nuclear de  Protons (RMN'H) e

Espectrofotometria de Infra vermelho.

aQOCS IIIICIaIS sd0 compostas basu:amente por

Os espectros mostram que as fr
(deos (sinais de H  Carbindlicos entre 3-

A¢Ucares, provavelmente oligossacarl
4.5 Ppm).
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Nas fragdes seguintes foram detectadas algumas substincias avermelhadas
apresentando em sua estrutura molecular um sistema aromatico (acimulo de sinais
entre 6-8,0 ppm). Estas substancias dévem estar na forma de glicosideos, Ja que elas
apresentam também sinais relativos a hidrogénios de agucares. Pode-se supor a
presenga da raminose entre os aglcares ja que ha sinais para os grupos CHj;
(metilas) em aproximadamente 1,0ppm (figura 9).

Os espectros de infra vermelho mostram bandas largas a 3400cm"1,
caracteristicas de hidroxilas, confirmando assim a RMN'H (figura 10).

opa

B el

= -

o S T T 3 4 3 2 1
pom H 7

. 1
Fig. 9: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Protons (RMN'H).

A) amostra sem purificagao.
B) Fragdes purificadas - 1-4-
C) Fragbes purificadas - 5-7.
D) Fragbes purificadas - 8-10.
E) Fragdes purificadas -1 1-13.
F) Fragdes purificadas -14-16.
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s venenos animais, incluindo de serpentes e abelhas apresentam uma
mistura de varias substincias toxicas, cuja agdo pode levar a efeitos locais, muitas
vezes irreversiveis, distirbios no sistema de coagulagdo sanguinea, podendo nos
casos mais graves chegar a morte.

A soroterapia ¢ a metodologia mais tradicional para se combater os efeitos
dos envenenamentos. Porém, esse tratamento esta restrito a fatores tais como o
tempo decorrido apos a picada, pois a hemorragia e a mionecrose comegam a
ocorrer minutos apos o acidente (KAMIGUTI ez al., 1996) e a baixa distribui¢do
dos anticorpos frente a rapida agdo das toxinas.

Desse modo, vias alternativas para o combate do envenenamento estdo sendo
estudadas. Tem-se observado que algumas espécies de répteis e mamiferos sio
relativamente resistentes a estes envenenamentos devido a presenga de fatores
antivenenos em seu soro que sdo capazes de neutralizar os efeitos de diversos
componentes toxicos destes venenos. Alguns animais desenvolvem anticorpos
naturais que neutralizam as toxinas presentes em varios venenos (NEVES-
FERREIRA et al., 1997). A capacidade de neutralizagdo desses fatores naturais ¢
muito maior que o uso da soroterapia.

Varias proteinas antivenenos tém sido isoladas do soro de animais resistentes
e seu mecanismo de a¢do vem sendo estudado (DOMONT et al., 1991, PERALES
et al., 1994). Recentemente, SOARES et al. (1997) purificaram o complexo
antibotropico (ABC) a partir do soro de Didelphis albiventris, um marsupial comum
na Regido de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, e verificaram que esta proteina foi capaz de
neutralizar completamente a hemorragia, a miotoxicidade e o edema induzidos por
venenos botropicos e de suas fragdes isoladas, além de aumentar significativamente
o tempo de coagulagdo sanguinea e inibir parcialmente a atividade PLA, destas
toxinas.

Mas, o tratamento de varias doengas e inclusive de acidentes com serpentes e
outros animais, ocorreu desde os tempos primordiais com extratos (chas, infusdes,
cataplasmas) obtidos de plantas. Apesar de ndo se conhecer os principios pelos
quais ocorria a cura, 0s conhecimentos sobre as plantas e suas principais fungdes
foram sendo repassados entre as geragdes. E novos estudos comegaram a surgir na
tentativa de comprovar o efeito cientifico destes extratos, que principios ativos eles
possuem e como eles atuam. A falta de uma metodologia bioldgica onde se pudesse
conhecer a aplicagdo do principio, foi um dos principais problemas dos quimicos
organicos que iniciaram estes estudos. A combinagdo de botéanicos, bidlogos,
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quimicos e farmacologistas reune todas as condigdes ideais para um bom trabalho
de investigagdo dos principios ativos presentes em plantas.

Considerando a historia evolutiva das toxinas dos venenos de serpentes e
abelhas. encontramos grandes evidéncias de que as atuais toxinas surgiram a partir
de enzimas digestivas, dentre as quais se destaca uma ancestral de fosfolipases do
tipo A; (GANS, 1978). Portanto, a evolugdo explicaria a ampla distribui¢do destas
enzimas nas secregdes pegomhentas e seu envolvimento nos principais efeitos
lestvos apresentados por estes venenos.

Assim sendo, uma das técnicas mais utilizadas pelos toxinologistas para
determinar a atividade fosfolipase A, ¢ a titulagdo potenciométrica, onde a gema de
ovo € utilizada como substrato. Este ¢ um método extremamente vantajoso por ter
um custo relativamente baixo, muito rapido e de boa reprodutibilidade.

Deste modo, este trabalho teve inicio utilizando-se a atividade fosfolipase A,
(PLA,) para selecionar dentre os extratos vegetais (EV) obtidos de plantas coletadas
na regido qual(is) o(s) mais eficiente(s) na inibigdo desta enzima.

Os extratos vegetais de Sena rugosa (raiz e folhas) e Bidens pilosa (folhas)
ndo apresentaram atividade inibitoria (figura 2), apesar destas plantas serem citadas
na literatura como antiofidicas (BATINA, 1996). A ndo inibi¢do pode ser devida ao
tipo de extrato preparado, ja que foi usado apenas o extrato aquoso.

A atividade fosfolipase A, do veneno bruto de Bothrops jararaca e da
crotoxina, principal proteina toxica encontrada no veneno de Crotalus durissus
terrificus, foi inibida pela wedelolactona, uma fragdo purificada da planta Eclipta
prosirata que é muito difundida entre a populagdo para combater sintomas de
envenenamento tais como letalidade e miotoxicidade (MELO et al.., 1994).

A fosfolipase A, esta envolvida também nos envenenamentos provocados por
abelhas. Neste caso, esta enzima associa-se a melitina (componente deste veneno) e
induz a destruicdo da célula, provocando a mionecrose (OWNBY ez al., 1997). Esse
processo é caracterizado pela rapida lise da membrana plasmatica, hipercontragio e
desorganizagdo das miofibrilas, que algum tempo depois se rompem e apos 24 horas
ocorre infiltragdo de células fagocitarias.

O extrato vegetal de Casearia sylvestris apresentou um inibigdo significativa
" da atividade fosfolipasica A, dos venenos de Apis mellifera, Bothrops jararacussu e
Bothrops newwiedi, tanto para oS extratos aquosos preparados a partir do caule
quanto a partir das folhas (figura 3).

Segundo MANCIN et al. (1997), as fosfolipases A, de venenos provocam a
liberacdo de histamina (envolvida nos processos de defesa do organismo) por
mecanismos indiretos, mediados por lisofosfatideos. As PLA, liberariam

enzimaticamente o acido araquidonico que € um componente estrutural dos
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fosfolipideos e que também esta envolvido nos processos de inflamagdo. A idéia de
que as fosfolipases A, provocariam a liberagdo de histamina foi fundamentada por
se encontrar o acido araquidonico e seus metabélitos em eventos onde havia grande
liberagdo de histamina, como ocorre nos acidentes com abelhas.

Enzimas semelhantes a PLA, tem sua atividade potencializada quando sdo
complexadas com liberadores de histamina. Como estas enzimas geralmente estdo
presentes em venenos animais e além disso, esses venenos ainda apresentam
substancias que também sdo liberadoras de histamina, pode entdo haver uma acio
conjunta destas toxinas, provavelmente potencializando o efeito citolitico destas
proteinas.

Desse modo, poderiamos relacionar as fosfolipases A, ao edema provocado
pelo envenenamento (TREBIEN e CALIXTO, 1989), pois o edema formado por
venenos botropicos apresenta um consideravel efeito inflamatorio local
(GUTIERREZ et al., 1986b; FLORES et al., 1993) com a presenga de varios tipos
de leucdcitos nos primeiros estagios do processo inflamatorio (CURY et al., 1994).
Estes leucocitos liberam mediadores pré-inflamatorios, que sdo os produtos do
metabolismo do acido araquidonico e que contribuem para eliminar os agentes da
injiria e resolver o quadro de inflamagdo (RAMPART, 1994).

O edema, a hemorragia e a mionecrose provocados pelos venenos de
Bothrops asper foram reduzidos significantemente quando os animais foram
previamente imunizados. Apesar de o inicio do edema ser o mesmo nos animais
controle, a reversio do edema se deu em menor tempo (RUCAVADO e
LOMONTE, 1996) nos animais tratados. Esses resultados mostram que a existéncia
de anticorpos antes da injegdo do veneno pode reduzir os efeitos provocados por
ele.

PEREIRA et al. (1992) verificaram a inibi¢do da atividade edematogénica em
patas de ratos, utilizando 5ug do veneno bruto de Bothrops jararaca e os extratos
aquosos de varias plantas, inclusive o de Casearia sylvestris (folhas e caule). O
extrato foi aplicado oralmente na dose de 1g/Kg de animal , duas horas antes da
A propor¢do de veneno:extrato vegetal foi de

aplicagdo do veneno. ‘ .
aproximadamente 1:4000, respectivamente. Dos resultados obtidos Casearia

sylvestris folhas apresentou 71.3% de inibigdo e o caule 67.6%.

No presente trabalho, 0 extrato aquoso de Casearia sylvestris folhas ndo
inibiu a formagdo do edema provocado pelo veneno de Bothrops jararacussu. A
diferenga entre a pata controle e o tratamento foi muito pequena (figura 7). Quando
comparamos nosso trabalho ao de PEREIRA et al. (1992), observamos que ha
resultados antagonicos, o que pode ser atribuido a0 modo de preparo do extrato, ou

3 sua forma de utilizagdo, ou até mesmo a quantidade utilizada.
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Se a atividade PLA; estiver realmente relacionada com um efeito indireto
sobre a atividade edematogénica como sugerido por MANCIN ef al. 1997, e
considerando que os resultados de inibi¢do da atividade PLA, pelo extrato vegetal
de Casearia sylvestris foram altamente significativos, entdo poderiamos considerar
que as enzimas fosfolipases A, estariam inibidas pelo extrato vegetal e assim a
atividade edematogénica deveria ocorrer somente pela agdo de outros fatores,
resultando assim em um efeito consideravelmente menor, o que nio ocorreu neste
caso, sugerindo que a atuagdo das fosfolipases A, na formagdo do edema nio deve
ser o evento principal.

Os venenos de serpentes sdo ricos em proteases, muitas das quais ja isoladas
e estudadas. Estas proteases podem ser divididas em a) serino-proteases que atuam
na cascata de coagulagdo (OUYANG et al., 1992); b) metaloproteases que podem
ser hemorragicas (MANDELBAUM et al., 1984; MORI et al., 1987, SANCHES et
al., 1987; TU, 1977) ou ndo (ASSAKURA et al., 1985; MORI et al., 1987,
SANCHES et al., 1987; TU, 1977) e c) proteinases ndo especificas. As serino-
proteases e as metaloproteases hemorragicas se caracterizam por apresentarem alta
especificidade de substrato, enquanto as metaloproteases nao hemorragicas e as
proteases ndo especificas apresentam uma ampla especificidade a varios tipos de
substratos.

Os venenos de serpentes afetam a coagulagdo sanguinea e a fungdo das
plaquetas por diversos caminhos. Eles apresentam componentes coagulantes e
anticoagulantes e que afetam a agregagdo plaquetaria. A trombina presente no
sangue ativa as plaquetas e outras células que mantém a hemostasia e atua também
na atividade fibrinolitica. Os venenos de serpentes contém enzimas “thrombin-like”
que sdo serino-proteases que atuam sobre 0 fibrinogénio e pelas quais o interesse
vem crescendo.

O extrato de Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) ndo inibiu a atividade
coagulante dos venenos de Bothrops jararacussu e Bothrops neuwiedi. O aumento
do tempo de coagulagdo do plasma s6 foi significativo (p = 0,036) para o extrato
vegetal de Casearia sylvestris folhas usado contra o veneno de Bothrops
jararacussu (38% de inibi¢do) (Tabela 3). Estes- resultados podem indicar
' diferengas significativas nos mecanismos de acéc? de diferentes toxinas coagulantes
e uma especificidade de agdo para o principio ativo do extrtatf) Yegetal de Casearia
sylvestris folhas. Seria interessante explorar .melhor esta mlbg;ﬁo, usando-se um
extrato parcialmente fracionado e também toxinas coagulantes isoladas da pegonha
de Bothrops jararacussu.

Os venenos de Bothrops jararacussi € Bothrops neuwiedi possuem enzimas

proteoliticas que quebram preferencialmente a cadeia Aa do fibrinogénio. A



atividade fibrinogenolitica do veneno de Bothrops neuwiedi também ndo foi inibida
pelo extrato das folhas de Casearia sylvestris e a inibi¢do da hidrolise da cadeia o
pelo extrato do caule desta planta foi muito pequena (figura 4). Para o veneno de
Bothrops jararacussu a protegdo da cadeia o também foi pequena, tanto para o
extrato do caule, quanto das folhas.

Deste modo, como as atividades coagulante e fibrinogenolitica nio foram
inibidas pelo extrato vegetal de Casearia sylvestris, sugere-se que este extrato ndo
iniba as enzimas “thrombin-like” presentes nestes venenos.

As hemorraginas (2° grupo representante de proteases presentes em venenos
de serpentes e que apresentam alta especificidade ao substrato) provocam danos na
microvasculatura no local da picada, levando a degeneragdo do tecido, um efeito
que nem sempre pode ser revertido. A hemorragia pode também apresentar-se de
forma sistémica devida ao consumo dos fatores de coagulacdo pelas enzimas
presentes nos venenos, € para muitos pacientes pode ser fatal.

O extrato vegetal das folhas de Casearia sylvestris foi muito efetivo na
reducdo da atividade hemorragica apresentada pelos venenos de Bothrops
Jararacussu e Bothrops neuwiedi. O caule mostrou uma menor eficiéncia protetora,
mas ainda foi da ordem de 80% (Figuras 4 €5 ).

MELO et al. (1994) mostraram que o extrato bruto de Eclipta prostrata e sua
fragio wedelolactona inibiram significantemente a hemorragia provocada pelo
veneno de Bothrops jararaca.

FERREIRA et al. (1992b) isolaram da planta Curcuma longa
(Zingiberaceae) uma fragdo denominada de ar-turmerone que foi eficiente na
inibigdo da atividade hemorragica provocada pelo veneno de Bothrops jararaca.

Em nosso trabalho, verificamos que ndo houve inibigdo significativa das
atividades coagulante ou fibrinogenolitica, mas houve um inibi¢do extremamente
alta da atividade hemorragica. Como ja foi dito, as hemorraginas e as enzimas que
afetam o mecanismo de hemostasia constituem um grupo de proteases presentes em
venenos ¢ portanto, evolutivamente devem apresentar uma mesma origem. Seria
entdo de se esperar que O extrato vegetal atuasse da mesma forma para todas as
proteases, porém isto nao ocorret, sugerindo que o extrato de Casearia sylvestris
apresenta especificidade para as hemorraginas. Poderiamos sugerir até que este
extrato vegetal apresentasse substancias que quelam o zinco e impedem a agdo
enzimatica, ja que € conhecido que as hemorraginas sdo metaloproteinases
dependentes de zinco e podem ser inibidas por quelantes de metais (BJARNASON e
FOX, 1994). Talvez o extrato atuasse como um quelante natural o que ainda ndo foi

descrito. neste caso a inibi¢do da fosfolipase A, poderia se dar pelo mesmo

mecanismo, ja que estas enzimas sao calcio dependentes. Por outro lado, se a
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inibi¢do ocorrer em consequéncia de interagdes especificas entre grupamentos
funcionais de componentes do extrato vegetal e do dominio hemorragico das
toxinas, as perspectivas futuras para o desenvolvimento de uma droga eficaz no
tratamento de hemorragias, sdo muito promissoras.

A miotoxicidade € outra caracteristica comum do envenenamento por
espécies botropicas. Ocorre devido a agdo especifica das toxinas do veneno no
musculo esquelético que sdo responsaveis pelo efeito local.

O extrato bruto aquoso de Eclipta prostrata e a fragdo purificada
Wedelolactona neutralizaram o efeito miotdxico in vivo e in vitro de duas
miotoxinas: botrosptoxina que apresenta estrutura de fosfolipase A,, mas nido tem
atividade fosfolipase A, (HOMSI-BRANDEBURGO, 1987) e da crotoxina que tem
atividade fosfolipase A,, € ndo € proteolitica (MELO et al., 1994).

O extrato de Casearia sylvestris foi usado na tentativa de inibir a
miotoxicidade, apresentando significantes porcentagens de inibigdo tanto para o
extrato do caule, quanto da folha (Figura 7).

A presenga de fosfolipases A, juntamente com as miotoxinas nos venenos
animais provavelmente acentua a miotoxicidade. Assim, venenos como o de abelhas
que sdo ricos em fosfolipases A, também apresentam uma alta miotoxicidade
(OWNBY et al., 1997). Em nossos experimentos, tanto a atividade fosfolipase A,
como a miotoxicidade foram inibidas expressivamente, sugerindo a interagio entre
as fosfolipases e as miotoxinas.

Os cortes histoldgicos (figura 7) evidenciam também hemorragia (presenca
de um grande numero de hemaceas) provocada pelo veneno de Bothrops neuwiedi
pauloensis, confirmando que este veneno € bem mais hemorragico que o veneno de
Bothrops jararacussu, como mostrado na figura 6. Verificamos também que as
figuras 7.2 e 7.3 mostram um nimero bem menor de hemdaceas, novamente
corroborando com os resultados da atividade hemorragica, que mostram um
eficiente efeito protetor do extrato de Casearia sylvestris sobre a hemorragia.

Varias plantas estudadas mostraram ser eficientes contra a letalidade dos
venenos de serpentes. A fragdo ar-turmerone, proveniente do extrato aquoso de
Curcuma longa foi capaz de inibir 50% da atividade letal do veneno de Crotalus
durissus, numa proporgdo de 1 de veneno para 50 de extrato (FERREIRA, 1992b).

Para verificar se o extrato vegetal de Peschiera fuchisiaefolia Apocynacea
apresentava eficiéncia na inibigao do veneno bruto de Crotalus durissus, BATINA
et al. (1997) injetaram 10mg deste extrato/100g de rato, 20 minutos antes de aplicar
240ug do veneno de Crotalus durissus, que correspondem a 2DLs,. A proporgdo de
veneno-extrato utilizada foi de 1:42 e a percentagem de inibi¢do foi em torno de
80%. Quando foi usada uma proporgéo de 1:83 (20mg de extrato/100g de rato), foi
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observado que houve 100% de inibigdo, para as mesmas condi¢des anteriores. Em
outro experimento, onde BATINA ez al. (1997) incubaram o extrato vegetal desta
planta com 2DLsy do veneno de Crotalus durissus, durante 60 minutos &
temperatura ambiente, a quantidade de extrato suficiente para inibir 70% da
letalidade foi de 1,25mg/100g de rato para 240ug do veneno bruto (1:5,2; veneno
bruto:extrato vegetal). Para inibir 100%, foram usadas 2,5mg de extrato/100g de
rato para 240ug do veneno (1:10,4; veneno bruto:extrato vegetal).

Outras plantas também apresentaram efeitos antiletais contra os venenos de
serpentes. Eclipta prostraia contra a agdo letal de Crotalus durissus terrrificus
(MORS et al., 1989) e Bothrops jararaca (MELO et al., 1994). Apoléia leiocarpa,
Bredemeyra floribunda, Silybum marianum e Hibiscus esculentus contra a
letalidade do veneno de Bothrops jararaca (PEREIRA et al., 1994; PACHECO et
al., 1995). PEREIRA et al. (1991) mostraram que 0 pré-tratamento oral de ratos
com extratos das plantas Phylanius Klotzschianus, Casearia sylvestris e Apoléia
leiocarpa conferiu 100% de protegdo contra 0 veneno de Bothrops jararaca.

O extrato do caule (CC) e das folhas (CF) de Casearia sylvestris foi
incubado com os venenos de Bothrops jararacussu e Bothrops neuwiedi. A analise
estatistica mostrou que ndo houve diferencas significativas entre os dois venenos
brutos. Isso era esperado, pois usamos 2DLs, para cada veneno, entdo os efeitos
deveriam ser os mesmos. Ao analisar o veneno bruto de Bothrops neuwiedi e as
amostras incubadas com os extratos: de folhas e caule, verificamos que as folhas
diferiram significantemente do controle (veneno bruto), enquanto o caule nao
(tabela 4).

Para o veneno bruto de Bothrops jararacussu, a inibigdo foi significativa para
0 extrato do caule e também para o extrato das folhas. Verificamos que todos os
rimento, mas o tempo médio de sobrevida dos

animais morreram ao longo do expe
enenos tratados com os extratos foi maior em relagio

animais que receberam o0s V
20s animais controles (receberam apenas veneno). Como a proporgdo veneno-
extrato foi de 1:10 (massa de proteina:peso seco), acreditamos que aumentando essa
proporgdo, poderemos obter melhores resultados. |

A quantidade de antiveneno administrada em casos de acidentes ¢ um dos
problemas que se enfrenta nos casos de acidentes ofidicos, mesmo quando se trata
do soro antiofidico. O tratamento tradicional, usando anticorpos polivalentes
produzidos em cavalos muitas vezes provoca alergia (KORNALIK e

VORVOLOVA. 1990). Também 0 USO de grande quantidade de extrato vegetal

Pode provocar efeitos colaterais desconhec1d~os. - o
O estudo destas plantas, & identificagao e purificagdo dos principios ativos, o

mecanismo de agdo destes principios, como eles interagem com as proteinas do
o de
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veneno, por que eles inibem uma atividade, mas ndo conseguem inibir outra do
mesmo veneno? Estas perguntas agora € que estdo sendo respondidas, mas muitas
investigagdes precisam ainda ser feitas para elucidar todo esse processo, nio s6 no
que diz respeito as plantas antiofidicas, mas em relagdo as plantas medicinais como
um todo.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a planta Casearia
sylvestris (Flacourtiaceae) possui propriedades capazes de inibir se ndo totalmente,
parcialmente os efeitos de envenenamentos por serpentes. Provaveis explicagdes
desta agdo inibitéria € que a Casearia sylvesiris possa apresentar componentes que
funcionem como um inibidor enzimatico das enzimas presentes no veneno ou
possua uma ag¢do antitoxina direta ou ainda provoque inativagdo quimica.

Outra hipotese ¢ que a atividade bioldgica de certas plantas indicam a
presenca de propriedades antinflamatoérias que podem muitas vezes estar associadas
a substancias imunomoduladoras (HART et al., 1989). Isso pode indicar que a
neutralizagdo das toxinas ocorra através de mecanismos imunologicos. Estudos in
vitro demonstraram que o extrato de Curcuma longa 1nibiu a resposta proliferativa
de linfocitos humanos, € a fragdo ar-turmerone, obtida deste extrato também ¢ um
potente inibidor da proliferagdo de células linfociticas (FERREIRA et al., 1992b).

O teste de solubilidade mostrou que os constituintes do extrato apresentam
alta polaridade, sendo soliveis em solventes polares. A solubilidade em &gua
permitiu que obtivéssemos Otimos resultados, mas poderiamos fazer novos testes
usando extratos etandlicos e verificar a eficiéncia do principio em agua e em
solventes organicos, j4 que a maioria dos principios ativos s3o obtidos a partir
destes solventes. Desde modo, poderiamos talvez obter inibicdo de todas as
atividades.

Os espectros de RMN'H mostraram claramente que houve um fracionamento
razoavel do extrato, sugerindo que Sephadex LH-20 € um suporte cromatografico
indicado para futuras separagdes deste extrato.

Nestes espectros pode se observar que o extrato € composto por aglicares e
que ha actmulo de sinais para sistemas aromaticos. A existéncia de varias
moléculas de agucar ligadas ao nucleo aromatico, sugere a presenc¢a de alcalbides e
justifica a solubilidade do extrato em agua.

As plantas estdo na natureza ricas e soberanas, apresentando grandes
quantidades de substdncias que podem ser a chave para todos os males do homem.

Resta a ele encontrar meios para usufruir destes beneficios a0 mesmo tempo em que

seja capaz de recompensar a sabia natureza, dando as plantas condigdes para que

elas também possam sobreviver.
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