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RESUMO

Estudos prévios mostraram que o extrato seco de folhas de Casearia
gossypiosperma Briquet (C. gossypiosperma), popularmente conhecida como pau-
de-espeto, impediu o blogueio neuromuscular induzido pelo veneno de Bothrops
jararacussu (B. jararacussu), agregando valor medicinal a espécie. Os objetivos
desta pesquisa foram testar o extrato liofilizado de C. gossypiosperma contra o
veneno bruto de Crotalus durissus terrificus (C. d. terrificus) e fracionar o extrato
seco a fim de isolar/identificar compostos das fracbes ativas contra 0S venenos
ofidicos de cascavel e jararacucu (estudo biomonitorado). Para tanto, foi obtido um
extrato seco das folhas desta espécie que, em seguida, foi fracionado por particdo
liquido-liquido utilizando-se solventes de diferentes polaridades (hexano, FHEX;
diclorometano, FDM; acetato de etila, FAET; e metanol, FMET). Métodos
cromatograficos (em coluna, CC; em camada delgada comparativa, CCDC; e em
camada delgada preparativa; CCDP) foram empregados até a obtencdo de
compostos puros, que foram submetidos a técnica de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono (RMN *3C). O extrato liofilizado (50
png/mL) ndo impediu o efeito neurobloqueador do veneno de C. d. terrificus (10
pg/mL, n=10), diferentemente da fracdo hexanica liofilizada, que protegeu
parcialmente contra a paralisia induzida pelo veneno de C. d. terrificus (10 pg/mL;
48,3 + 10,8%, n=10), no tempo de 120 minutos (p<0,05). Ja as demais fracdes
liofiizadas FDM, FAET e FMET (25 pg/mL, cada), ndo demonstraram efeito protetor
estatisticamente significativo contra o veneno (p>0,05). Nos ensaios farmacoldgicos
para a neutralizacdo do veneno de B. jararacussu (40 pug/mL), ficou evidenciada a
protecdo da fracdo hexanica liofilizada (10 pg/mL) no tempo de 120 minutos, em
94,8 £ 2,6% (n=5), assim como as demais fracdes liofilizadas FDM, FAET e FMET,
gue demonstraram protecdes significativas (p<0,05), em 60,9 + 8,7% (n=6), 44,7 *
9,1% (n=7) e 38,6 £ 5,0% (n=5), respectivamente, aos 120 minutos. Em virtude de a
fracdo hexanica ter sido a que demonstrou melhor atividade contra os venenos
estudados, esta foi subfracionada por cromatografias em coluna e em camada
delgada preparativa. Dentre as subfracdes obtidas neste processo, duas foram

submetidas & espectrometria de RMN *H, sendo uma delas caracterizada como uma



mistura de terpenos e a outra, mais purificada, submetida para a obtencdo de
espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) bidimensionais, mas cuja massa
ndo foi suficiente para a elucidacédo da estrutura quimica. Avaliando os resultados
em conjunto é possivel concluir que a fragcdo hexanica foi a principal responsavel em
proteger contra o blogueio neuromuscular induzido por ambos os venenos ofidicos

estudados.

Palavras-Chave: Bothrops jararacussu, Casearia gossypiosperma Briquet,

Crotalus durissus terrificus, Fitoquimicos, Neurofarmacologia.



ABSTRACT

Previous studies showed that the dried extract of leaves of Casearia
gossypiosperma Briquet (C. gossypiosperma), popularly known as “pau-de-espeto”,
prevented the neuromuscular blockade induced by Bothrops jararacussu venom (B.
jararacussu), attributing a pharmacological activity to the species. The objectives
were to test the lyophilized extract of C. gossypiosmerma against the gross venom of
Crotalus durissus terrificus (C. d. terrificus) and fractionate the dried extract to
isolate/identify compounds of the active fractions against the venoms of “cascavel”
and “jararacugu” (bioassay studies). To that end, a dried extract was obtained from
the leaves of this species. It was then fractionated by liquid-liquid partition using
solvents of different polarities (hexane, FHEX; dichloromethane, FDM; ethyl acetate,
FAET; and methanol, FMET). Chromatographic methods (column, CC; comparative
thin layer, CTL; and preparative thin layer, PTL) were used to obtain pure
compounds, which underwent the technique of hydrogen nuclear magnetic
resonance (*H NMR) and carbon (*3C NMR). Lyophilized extract (50 pug/mL) did not
prevent the neuroblocking effect of the venom of C. d. terrificus (10 pg/mL, n=10),
differently from the lyophilized hexane fraction, which partially protected against the
paralysis induced by the C. d. terrificus venom (10 pg/mL; 48.3 + 10.8%, n=10), in
time of 120 minutes (p<0.05). The other lyophilized fractions FDM, FAET and FMET
(25 pg/mL each), showed no protective action, statistically meaningful, against the
venom (p> 0.05). In the pharmacological tests for the neutralization of B. jararacussu
venom (40 pg/mL), it was emphasized the protection of the lyophilized hexane
fraction (10 pg/mL) in the time of 120 minutes, at 94.8 + 2.6% (n = 5), serving as a
protection against blockade induced by the venom at the neuromuscular junction; as
well as the other lyophilized fractions FDM, FAET and FMET demonstrated
meaningful protections (p <0.05), but partial, at 60.9 + 8.7% (n = 6), 44.7 £ 9.1% (n =
7) and 38.6 = 5.0% (n = 5), respectively, in 120 minutes. As the hexane fraction
demonstrated the best activity against the venoms studied, it was subfractioned by
column chromatography and preparative thin layer. Among the subfractions obtained
in this process, two were subjected to *H NMR spectroscopy; one of which was

characterized as a mixture of terpenes and the other one, more purified, was



submitted to two-dimensional nuclear magnetic resonance (NMR), but the mass was
not sufficient to elucidate the chemical structure. Evaluating the results together, it is
possible to conclude that the hexane fraction was the mainly responsible for

protecting against the neuromuscular blockade induced by both snake venoms
studied.

Key-words: Bothrops jararacussu, Casearia gossypiosperma Briquet,
Crotalus durissus terrificus, Phytochemical, Neuropharmacology.
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1. INTRODUCAO

O desmatamento e o aumento da populacdo humana (especialmente em
areas tropicais e subtropicais, onde a maioria das serpentes habita) favorecem o
aumento da ocorréncia de acidentes ofidicos, o que constitui um problema de saude
publica (CHIPPAUX, 1998). Em que pese o tratamento especifico ser a soroterapia,
eficaz contra o efeito letal, dependendo do género da serpente ela pode ter apenas
uma acdo limitada contra o efeito local induzido pelos constituintes do veneno,

principalmente aqueles com elevada acao proteolitica. (BRASIL, 2001)

O uso de extratos vegetais e compostos quimicamente isolados como
antidotos para o veneno de serpente é uma pratica comum em locais onde o0 acesso
imediato a soroterapia ndo acontece, e também como um adjuvante, complementar
a soroterapia convencional (SOARES et al., 2005 ). Assim, é funcdo da pesquisa
investigar e comprovar cientificamente se uma planta é realmente dotada de

propriedade medicinal, como por exemplo, a antiofidica.

1.1.0 acidente ofidico

A gravidade do acidente ofidico depende do tipo do género a qual pertence a
serpente peconhenta, em questdo. As serpentes habitam determinados ambientes e
grande parte dos Obitos ocorridos € proveniente da falta do antiveneno especifico,
pelo retardo na sua administracdo ou pelo uso incorreto. Nestes casos, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a parte da populacdo mais atingida é
constituida predominantemente por agricultores adultos e suas criangcas, que
trabalham em comunidades rurais pobres de paises em desenvolvimento na Africa,
Asia, América Latina e Oceania. (WHO, 2007)

O envenenamento por animais peconhentos tem recebido pequena atencgao
das autoridades da saude, da industria farmacéutica e mesmo das agéncias de
fomento nas diversas partes do mundo. Entretanto, a partir da inclusdo do ofidismo
como doenca negligenciada (WHO, 2007), os programas de saude instituidos pelas

autoridades, por entidades produtoras de antivenenos e por grupos de pesquisa,
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foram motivados para a busca de soluces para essa tematica. O ofidismo constitui
caso de doenca ambiental e ocupacional, e merece maior atencao por parte das
autoridades nacionais e regionais do setor de saltde. (GUTIERREZ et al., 2010)

O Sistema Nacional de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas registrou, em
2009, que a segunda principal causa de intoxicacbes em humanos foi o
envenenamento por animais peg¢onhentos, sendo que as estatisticas apontam um
percentual de 24,88%, perdendo apenas para as intoxicagbes provocadas por
medicamentos, com percentual de 26,04% dos 106.928 casos registrados.
(SINITOX, 2009)

No periodo compreendido entre 1990 e 1993, foram notificados 65.911
acidentes ofidicos no Brasil, uma média de 21.970 acidentes por ano, sendo que
90,5% ocorreram com as serpentes do género Bothrops e 7,7% com 0 género
Crotalus, seguido do género Lachesis (1,4%) e Micrurus (0,6%), popularmente
conhecidas como jararacucu, cascavel, surucucu e coral, respectivamente. (BRASIL,
2001)

O numero de notificagBes dos acidentes ofidicos no Brasil vem aumentando,
sendo que em 2010 foram notificados 29.635 acidentes causados por serpentes,
dentre os quais 85% por serpentes peconhentas, 4% por serpentes nhao
peconhentas e 11% por serpentes nao identificadas, instituindo uma incidéncia de
15,5 caso0s/100.000 habitantes. Dos casos identificados, o acidente botropico foi o
responsavel pela maior incidéncia, com 72,5% dos acidentes ofidicos. (BOCHNER;
STRUCHINER, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2010)

Os venenos de serpentes sdo misturas complexas contendo mais de 20
componentes organicos e inorganicos, sendo que cerca de 90% sao proteinas
enzimaticas ou nao enzimaticas, como as fosfolipases, metaloproteases
hemorragicas e outras enzimas, além de carboidratos, lipidios, aminas biogénicas,
nucleotideos, aminoacidos e peptideos (DEUTSCH; DINIZ, 1955; BJARNASON;
FOX, 1988). Enquanto os componentes inorganicos mais comuns sao Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, P, Co e Zn, sendo que alguns exercem fungdo de mantenedores de
estabilidade estrutural de certas proteinas, como as metaloproteinases, que sao
fatores hemorragicos, outros funcionam como catalisadores em funcdes enzimaticas
especificas. (FRIEDERICH; TU, 1971; BJARNASON; FOX, 1988)
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As fosfolipases A, (PLA;) sdo um importante grupo de enzimas presentes na
maioria dos venenos e secre¢fes orais entre todas as familias de serpentes (TU,
1977; HARRIS, 1997), responsaveis por produzir os efeitos neurotoxicos,
miotoxicos, cardiotoxicos, agregante plaquetario, hemolitico, blogueio da
transmissdo neuromuscular, anticoagulante e edematogénico (LOMONTE et al.,
1994). Apesar de algumas PLA, ndo demonstrarem qualquer atividade téxica, outras
podem atuar como um dos componentes mais toxicos dos venenos. (KINI; EVANS,
1989)

Muitos venenos de serpentes possuem componentes que causam Seérios
distarbios hemostéticos, atuando em diversos pontos da cascata de coagulagéo
(SANO-MARTINS; SANTORO, 2003), conduzindo sempre a duas situacoes:
coagulacéo e anticoagulacéo. Qualquer que seja 0 mecanismo, as manifestacées no
organismo sdo a incoagulabilidade devida a coagulopatia por consumo do
fibrinogénio, que ocasiona desfibrinogenacao, e acao anticoagulante, por inativar ou
lisar os fatores de coagulacéo. (KAMIGUTI; SANO-MARTINS, 1995)

As serpentes podem ser classificadas como venenosas ou pegonhentas. As
serpentes venenosas apresentam glandulas salivares que podem secretar ou nao
toxinas, mas séo desprovidas de estruturas especializadas para a inoculacao destas
substéancias. As serpentes chamadas peconhentas apresentam uma glandula salivar
modificada e dentes especializados para a inoculacdo de suas substancias toxicas.
(FRYE, 1991)

1.1.1 Género Bothrops

O género Bothrops inclui a jararaca, urutu, caicara, cotiara, jararacugu e
jararaca pintada, nomes populares (BRASIL, 2001; PINHO e PEREIRA, 2001). A
Bothrops jararacussu (Figura 1) € uma serpente peconhenta e uma das mais de 30
espécies do género Bothrops, pertencente a familia Viperidae, as quais sao
distribuidas por todo territério nacional. Os machos da espécie Bothrops jararacussu
variam de 40 centimetros até 1,8 metros e a fémea pode chegar até 2,20 metros.
Apresentam cabeca triangular, fosseta loreal, cauda lisa e presa inoculadora de
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veneno. Esta serpente habita principalmente zonas rurais e periferias de grandes
cidades, preferindo locais umidos e com proliferacdo de roedores; tem habito
predominantemente noturno ou crepuscular, podendo apresentar comportamento
agressivo quando ameacada, desferindo botes sem produzir ruidos (BRASIL, 2001;
PINHO e PEREIRA, 2001). S&o encontradas frequentemente no norte da Argentina,
leste do Paraguai e sul do Brasil embora distribuidas em todo o territério nacional,
principalmente em Santa Catarina, Parana, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Rio de Janeiro, Espirito Santo, sul da Bahia e Sado Paulo. (BRAZIL, 1903;
BRASIL, 2001)

Figura 1. Bothrops jararacussu.

Fonte: Photographers Direct. Disponivel em:

<http://www.photographersdirect.com/buyers/stockphoto.asp?imageid=1070792>.

Acesso em: 20 mar. 2012.

O veneno da B. jararacussu tem sido estudado desde 1900 e esta serpente é
a responsavel por produzir a maior quantidade de veneno dentre as serpentes de
seu género (MELGAREJO, 2003). E possivel obter-se cerca de 2 mL por extracéo, o
gue em média significa 400 mg de veneno seco (BELLUOMINI, 1964). Este veneno
possui propriedades miotoxicas e neurotoxicas in vitro (HOMSI-BRANDEBURGO et


http://www.photographersdirect.com/buyers/stockphoto.asp?imageid=1070792
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al., 1988; HELUANY et al., 1992; RODRIGUES-SIMIONI et al., 1995). A
neurotoxicidade in vitro foi avaliada pela capacidade do veneno da B. jararacussu
causar blogueio neuromuscular (RODRIGUES-SIMIONI; BORGESE; CECCARELLLI,
1983). A miotoxicidade €& uma acdo especifica do veneno sobre o musculo
esquelético, causado por substancias denominadas miotoxinas que levam a
degeneragcdo e morte celular (mionecrose). Essa acao direta diferencia as
miotoxinas de outros componentes toxicos, como as hemorraginas, que podem,
indiretamente, destruir o musculo esquelético e outros tecidos. (MEBS; OWNBY,
1990)

Nos acidentes botropicos observam-se extensas hemorragias que podem
ocasionar a morte (MOURA-DA-SILVA et al., 1991). A area mais afetada é o local
onde ocorre a picada, ocasionando distirbios da coagulacdo, hemorragias (NAHAS;
KAMIGUTI; BARROS, 1979; HOFMANN; BON, 1987), edema, necrose local
(HOMMA; TU, 1971) e efeitos sistémicos, como insuficiéncia renal (PINHO; VIDAL,
BURDMANN, 2000). As infec¢des causadas por diversos tipos de bactéria podem
agravar ainda mais os sintomas do envenenamento. (JORGE; RIBEIRO, 1997)

Os efeitos manifestados séo atribuidos a uma mistura complexa de
substancias, entre elas as proteases, fosfolipases A,, metaloproteases, miotoxinas,

neurotoxinas e varios outros componentes. (JIA et al., 1966; BORGES et al., 2000)

1.1.2 Género Crotalus

As espécies do género Crotalus sdo popularmente conhecidas como
cascavel, cascavel-quatro-ventas, boicininga, maracamboéia, maraca, entre outras.
S&o serpentes robustas, ageis e de habitos terrestres. Ndo tém por habito atacar e,
guando excitadas sao facilmente identificadas por apresentarem na extremidade
caudal um guizo ou chocalho. (BRASIL, 2001; MELGAREJO, 2003)

No Brasil, 0 género é representado por uma Unica espécie, Crotalus durissus,
gque apresenta uma vasta distribuicdo geografica, encontrada desde os cerrados do
Brasil central, até as regibes éaridas e semiaridas do Nordeste, seguindo pelo

extremo Sul e Norte do pais. Dentro dessa espécie, subdividem-se cinco
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subespécies: a Crotalus durissus terrificus (Figura 2), predominante das regides
Sudeste e Sul, sendo a principal responsavel pelos acidentes notificados no pais; a
Crotalus durissus collilineatus, comum na regido centro-oeste, se estendendo até o
estado de Rondénia; a Crotalus durissus cascavella, a cascavel nordestina, e as
menos conhecidas, tais como a Crotalus durissus ruruima e a Crotalus durissus
marajoensis, restritas as regifes das savanas do Estado de Roraima e da Ilha de
Marajo, respectivamente. (MELGAREJO, 2003)

Figura 2. Crotalus durissus terrificus.

Fonte: <http://br.olhares.com/crotalus_durissus_terrificus fot0190267.html|>

Acesso em: 20 mar. 2012.

O quadro do envenenamento humano causado pelas serpentes Crotalus
durissus terrificus (Cdt) caracteriza-se por manifestacdes sistémicas, decorrentes da
acdo neurotéxica do veneno, tais como: ptose palpebral, paralisia flacida dos
musculos esqueléticos e diminuicdo da motricidade ocular e acuidade visual
(ROSENFELD, 1971). Ainda decorrente da atividade neurotéxica do veneno, pode
ser observado quadro de insuficiéncia respiratoria, uma manifestacdo importante
presente em casos graves (AMARAL; MAGALHAES; REZENDE, 1991). Além disso,
devido a atividade miotoxica do veneno de Cdt, os pacientes apresentam quadro de
rabdomidlise generalizada e consequente mioglobinuria (AZEVEDO-MARQUES;


http://br.olhares.com/crotalus_durissus_terrificus_foto190267.html
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HERING; CUPO, 1987; MAGALHAES et al., 1986; SANTORO et al., 1999). Esses
efeitos, associados a outros fatores como desidratagdo e hipotensdo, podem
provocar insuficiéncia renal aguda com comprometimento de néfrons, (AMORIM et
al., 1969), principal causa de Obito por esses envenenamentos. (AMARAL et al.,
1986)

Os efeitos causados pelo veneno da Crotalus durissus terrificus devem-se a
uma variedade de toxinas, incluindo a convulxina (PRADO-FRANCESCHI; VITAL
BRAZIL, 1981), crotamina (GONCALVES; VIEIRA, 1950; BARRIO, 1954), crotoxina
(SLOTTA; FRAENKEL-CONRAT, 1938), giroxina (BARRIO, 1961), bem como Vvarias
enzimas comuns a outros venenos de serpentes. O veneno crotélico tem trés acoes
principais, neurotoxica, miotoxica e coagulante (BRASIL, 2001), sendo que ele
também pode ocasionar lesdes renais (AMORIM; MELLO; SALIBA, 1969) e lesdes
hepaticas. (FRANCA et al., 2009)

1.2.Plantas medicinais

As informagbes sobre o uso das plantas medicinais e suas virtudes
terapéuticas foram acumuladas durante séculos e muito desse conhecimento
empirico se encontra disponivel atualmente. De dominio publico, o conhecimento
sobre as plantas medicinais representou (e ainda representa) o Unico recurso
terapéutico para muitas comunidades economicamente carentes e grupos étnicos.
Essa prética, que se caracteriza pela utilizacdo dos recursos naturais como forma de
tratamento e cura de doencas, € tdo antiga quanto a espécie humana,
principalmente as pessoas socioeconomicamente desafiadas em areas tropicais. (DI
STASI, 1996; LOPEZ, 2006; MOLANDER et al., 2012)

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de
seus constituintes, tais como flavonoides, taninos, e outros, quanto a possiveis
efeitos benéficos, tem sido objeto de incessantes estudos, visto que muitos desses
constituintes tém grande possibilidade de futuramente virem a ser aprovados como
agentes medicinais, (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998), com isso tais espécies tém

grande potencial para serem preservadas.
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O Brasil tem a maior biodiversidade do planeta com cerca de 60 mil espécies
de plantas superiores conhecidas, as classificadas como Angiospermas. A maioria é
usada pelo ser humano como fonte de alimento, como medicamentos para cura de
enfermidades ou no uso como aromatizantes. O conhecimento tradicional de grupos
sociais que fazem uso das plantas é a fonte essencial para incentivar a pesquisa na
descoberta dos principios ativos, substancias naturais capazes de exercer uma acao
benéfica sobre as doencas (IBAMA, 2001). O que ajuda também nesta exploracéo é
0 baixo custo financeiro, comparado as substancias obtidas por sintese quimica, que

sao, em geral, mais caras. (TOLEDO et al., 2003)

O estudo fitoquimico tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos de
espécies vegetais ou avaliar a sua presenca. Quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre a espécie de interesse, a analise fitoquimica preliminar pode indicar
0os grupos de metabdlitos secundarios relevantes (SIMOES et al., 2004). Os
compostos de origem vegetal sdo agrupados em: metabdlitos primarios, tais como
carboidratos, aminoacidos e lipidios; e metabdlitos secundarios que sdo compostos
elaborados a partir da sintese dos metabdlitos primarios, tais como compostos

fendlicos, terpenodides, alcaloides, entre outros. (LOPEZ, 2006)

Esses metabdlitos secundarios sdo realmente muito importantes nos aspectos
funcionais da vida vegetal e incluem papéis estruturais em apoio a diferentes tecidos
de protecao, envolvimento em estratégias de defesa, e propriedades de sinalizacéo,
em especial, nas interacbes entre as plantas e seu ambiente. (ALAIN-MICHEL,
2007)

Muitas plantas registradas como antiveneno de serpente no uso popular
podem exibir propriedade antidotal devida a presenca de grande numero de
compostos ativos (SOARES et al., 2005), como exemplos, a Casearia sylvestris, que
passou a ser estudada devido ao uso na medicina popular (RUPPELT et al., 1991,
CINTRA-FRANCISCHINELLI et al., 2008a) e a Dipteryx alata Vogel (NAZATO et al.,
2010) com seus constituintes fendlicos e flavondides presentes no extrato
metandlico ou de taninos presentes em seu extrato bruto. Ambas as plantas foram
capazes de impedir o efeito bloqueador do veneno de Bothrops jararacussu (Bjssu).
A espécie Mikania laevigata possui atividade contra o veneno bruto de Philodryas
olfersii. (COLLACO et al., 2010)
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O extrato aquoso de Mikania glomerata demonstrou atividade contra a acao
coagulante do veneno de Crotalus e atividade contra o efeito hemorragico do veneno
de Bothrops, provavelmente pela presenca de cumarina, que inibiu os efeitos da
fosfolipases, metaloproteinases e serinoproteinases presentes na Ccomposicao
desses venenos. (MAIORANO et al., 2005)

1.2.1. Casearia gossypiosperma Briquet

A Casearia gossypiosperma Briquet (Figura 3) despertou interesse em seu
estudo apos a publicagdo de Camargo et al. (2010), que revelaram que o bloqueio
neuromuscular induzido pelo veneno bruto da Bothrops jararacussu foi inibido pelo
seu extrato hidroalcodlico, sugerindo a presenca de compostos capazes de reduzir a
neurotoxicidade in vitro e, supostamente, a inibicdo da a¢ido miotdxica do veneno. E
uma espécie pertencente ao género Casearia, familia Salicaceae, hierarquia
taxondmica das Angiospermas (MARQUETE; TORRES; MEDEIROS, 2012). E
originaria da América tropical, sendo encontrada desde o México até a Argentina e,
no Brasil, € muito comum no cerrado paulista. A planta é nativa do Brasil,
popularmente conhecida como pau-de-espeto, cambroé ou espeteiro. Na fase
adulta, a arvore possui, em média, de 10 a 40 metros de altura (LEITAO FILHO,
1992), apresenta tronco retilineo, folnas membranéceas e glabras; a floragdo ocorre

de setembro a outubro e os frutos de outubro a novembro. (LORENZI, 2000)
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Figura 3. Casearia gossypiosperma Briquet.

Fonte: Atlas Ambiental da Bacia do Rio Corumbatai.

Disponivel em: <http://ceapla2.rc.unesp.br/atlas/esp casea.php>. Acesso em: 20 mar. 2012.

Esta planta tipica do cerrado brasileiro é muitas vezes confundida com outras
plantas de mesmo género, como a Casearia sylvestris Sw, popularmente conhecida
como guacatonga, a qual pesquisas jA demonstraram ser uma planta medicinal
usada popularmente como antisséptico, anestésico tépico, antillcera, etc. (SILVA et
al., 2006; VIEIRA JR et al., 2009). A capacidade antiofidica da Casearia sylvestris
Sw. contra as atividades hemorragicas, miotoxicas, neurotoxicas in vitro (BORGES
et al., 2000; OSHIMA-FRANCO et al., 2005) de venenos ofidicos, bem como a sua
acdo inibitéria da atividade fosfolipase A, (BORGES et al., 2000) despertaram o

interesse em continuar o estudo sobre a espécie Casearia gossypiosperma Briquet.

Até o momento ndo se tem relatos na literatura sobre estudo da atividade
antiofidica das fracdes da espécie vegetal Casearia gossypiosperma Briquet contra
o efeito neurobloqueador in vitro induzido pelos venenos das serpentes Bothrops

jararacussu e Crotalus durissus terrificus, o que ratifica a originalidade do estudo.


http://ceapla2.rc.unesp.br/atlas/esp_casea.php

28

2. OBJETIVOS

2.1.GERAIS

Avaliar a atividade farmacolbgica de fracdes de diferentes polaridades de
Casearia gossypiosperma Briquet contra o bloqueio neuromuscular induzido pelos

venenos Bothrops jararacussu e Crotalus durissus terrificus.

2.2.ESPECIFICOS

v Obter o extrato seco e o extrato liofilizado de C. gossypiosperma.

v' Obter fracdes de diferentes polaridades a partir do extrato bruto de C.
gossypiosperma.

v Avaliar a atividade farmacoldgica do extrato liofilizado de C. gossypiosperma
contra o bloqueio neuromuscular induzido pelo veneno de Crotalus durissus
terrificus.

v' Avaliar a atividade farmacolégica das frac6es de diferentes polaridades de C.
gossypiosperma contra o bloqueio neuromuscular induzido pelos venenos de
Crotalus durissus terrificus (Cdt) e Bothrops jararacussu (Bjssu).

v Identificar fracdes e substancias da espécie vegetal da C. gossypiosperma
que apresentam atividades protetoras contra as acdes bioldgicas induzidas

pelos venenos ofidicos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

O p6 das folhas da arvore adulta da espécie Casearia gossypiosperma
Briquet (Cg) foi doado pela ESALQ - Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz,
Piracicaba, Sao Paulo, Brasil, em janeiro de 2006. Essa espécie foi identificada em
1988 por Catharino, E. L. M., e esta depositada no Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), sob o numero IAC 38115.

3.1.1. Obtencéo do extrato hidroalcodlico da Casearia gossypiosperma
Briquet

O extrato hidroalcodlico foi obtido através do processo de maceracdo do po
da droga com o auxilio do banho ultrassénico (Unique®), com uma massa inicial de
1.700 g e empregando-se, como liquido extrator, alcool etilico comercial (Mega®) a
70%. Para tanto, a massa foi dividida em quatro frascos ambar (4 L de capacidade)
e, primeiramente entumecidas com 1,5 L de etanol 70% por 4 dias. Diariamente, 0s
frascos foram colocados no banho ultrassénico, sem aquecimento, por 20 minutos.
Apoés esse periodo, antes da retirada do extrato hidroalcodlico, os frascos foram
submetidos ao banho ultrassénico e o liquido sobrenadante (extrato hidroalcodlico)
foi extraido com pipeta volumétrica de 50 mL.

ApoOs a primeira retirada do sobrenadante, o pé da droga entumecido era
completado diariamente com aproximadamente 1,5 L de etanol 70% cada frasco,
colocado no banho ultrassénico durante 20 minutos, sem aquecimento e, apds 24
horas de descanso, antes da retirada do extrato, os frascos eram submetidos
novamente no banho ultrassbnico por 20 minutos. A extracdo foi realizada

sucessivamente, e na forma descrita, até o clareamento do extrato.



30

3.1.2. Obtencéo do extrato seco da Casearia gossypiosperma Briquet

A reducao do volume do extrato hidroalcodlico obtido foi feita com o auxilio do

rotaevaporador (Biichi®).

Parte do extrato seco que foi separado para os ensaios farmacologicos foi
submetida ao liofilizador (Thermo Electron®), para garantir a evaporacdo de todo

etanol.

Ja a maior massa utilizada no fracionamento foi submetida a evaporagéo na
capela, subdividida em travessas de vidro, sendo que a evaporacéo total do etanol

ocorreu com o auxilio da exaustédo da capela por aproximadamente 10 dias.

3.1.3. Obtencédo das fragbes hexano (FHEX), diclorometano (FDM),
acetato de etila (FAET) e metanol (FMET) por Particdo Liquido-
Liquido

As fracoes de diferentes polaridades da C. gossypiosperma foram obtidas

pelo processo de particdo liquido-liquido.

Toda massa do extrato seco obtida foi solubilizada, com aproximadamente,
200 mL de mistura metanol:agua (80:20). Em seguida, o produto dessa dissolucéo
foi transferido para um funil de separacédo de 1 L e, entdo, os solventes organicos
imisciveis de polaridades crescentes: hexano (2 L, Chemco®), diclorometano (2 L,

Ecibra®) e acetato de etila (2 L, Chemco®) foram passados.

As fragcbes FHEX, FAET, FDM e FMET foram concentradas no rota-
evaporador (Biichi®). Parte de todas as fracées que foram utilizadas nos ensaios

farmacoldgicos foi liofilizada.
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3.2.Estudo Farmacologico da Casearia gossypiosperma Briquet

3.2.1. Animais

Os camundongos (machos Swiss, com idade de 8 semanas e peso de,
aproximadamente, 20-25 gramas, obtidos da Anilab, Paulinia, SP), foram
ambientados no Biotério de Farmacologia da Universidade de Sorocaba, recebendo
racdo industrial (Labina®), adquirida de fornecedor qualificado (Pet Shop Canino's), e
agua ad libitum, em ambiente padronizado, com condi¢Bes controladas: temperatura
(22 °C = 2 °C) e umidade (45 £ 15%). Foram alocados 04 camundongos por gaiola
(microambiente livre de contaminacdo externa (Sistema Smaflex®), com exaustdo
apropriada e ventilacdo individual diretamente no interior da gaiola). A maravalha
utilizada como cama para os camundongos estava livre de substancias quimicas,
sendo a madeira macia e absorvente. As gaiolas foram devidamente protegidas da

acao direta da luz (lampadas frias), com ciclos de 12h/12h de luz e escuridéo.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
do Vale do Paraiba (CEP/UNIVAP), protocolos n° AOO1/CEUA/2011 (Anexo A) n°
AO002/CEUA/2011 (Anexo B).

3.2.2. Venenos

Os venenos brutos de Bothrops jararacussu (Bjssu) e Crotalus durissus
terrificus (Cdt), provenientes do Serpentario do Centro de Estudos da Natureza
(CEN) — Instituto de Pesquisa & Desenvolvimento (IP&D) — Universidade do Vale do
Paraiba — UNIVAP, foram doados e certificados pelo Prof. Dr. José Carlos Cogo, da
UNIVAP, Séo José dos Campos, SP.
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3.2.3. Preparacao nervo frénico-diafragma (NFD) de camundongos

Os camundongos foram anestesiados com halotano, por via inalatéria. O
halotano induz uma anestesia rapida e é o anestésico inalante mais eficiente. A
eutanasia ocorreu pela seccdo e sangria dos vasos cervicais. Em seguida, a
preparacao nervo frénico-diafragma (Figura 4) foi cuidadosamente retirada conforme
o protocolo (BULBRING, 1946), modificado para camundongos, colocada em cuba
contendo 5 mL de solucdo de Tyrode (solucao nutritiva: pH 7,0; composicado em mM:
NaCl 137; KCI 2,7; CacCl, 1,8; MgCl, 0,49; NaH,PO,4 0,42; NaHCO3; 11,9 e Glicose
11,1) e, logo apds, presa atraves dos musculos da costela por ganchos existentes
na base da cuba. Para cada preparacao retirada, foi possivel a realizacdo de dois
experimentos, ou seja, n=2. A temperatura da cuba com a solucdo nutritiva e a
preparacao foi mantida a 37 °C e a preparacao aerada com carbogénio (mistura de
95% O, e 5% CO,). O registro da forca de contracdo muscular foi obtido através do
transdutor isométrico cat. 7003, acoplado a um fisibgrafo 2-Channel Recorder
Gemini cat. 7070, contendo amplificadores Basic Preamplifiers cat. 7080 (Ugo
Basile®). O musculo foi submetido & tensdo constante de 5 g/cm e a estimulacéo
indireta (nervo frénico), gerada por estimulador ESF-15D, de 0,2 ms de duracédo e

0,1 Hz de frequéncia.
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Figura 4. Esquema da retirada da preparacao nervo frénico-diafragma.

Camundongo Swiss

Musculo
Fislagrafo ; S;

Preparacdo NFD
% Diafragma /

Estimulador

Prepara¢do NFD

Fonte: Rita de Cassia Collago, adaptado.

Apés 15 a 20 minutos de estabilizacdo da preparacdo, foram realizados os

protocolos farmacoldgicos. Como controle, utilizou-se a solucdo nutritiva de Tyrode.

Os ensaios com o extrato liofilizado da Cg foram realizados na concentracao
de 50 pg/mL, a qual ndo provoca alteracdo na resposta basal, conforme descrito por
Camargo et al. (2010).

Para definir a concentracdo das fracdes liofilizadas (FHEX, FDM, FAET e
FMET), foram testadas diferentes concentragdes, partindo do referencial 50 pg/mL e
testando as de 10 pg/mL, 25 pg/mL, 75 pg/mL e 100 pg/mL.

Nos ensaios farmacoldgicos aqui denominados de neutralizagdo, os venenos
brutos de Bjssu e Cdt, nas concentracbes de 40 pg/mL e 10 pg/mL,
respectivamente, foram previamente incubados com as concentragfes eleitas da
planta (extrato ou fracdes liofilizadas) por 30 minutos, antes da adicdo ao banho

contendo a preparacao.
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Tanto o extrato liofilizado como as fracbes liofilizadas da Cg foram
solubilizados com 30 pL de dimetilsulféxido (DMSO, F. Maia®) em todos os ensaios
farmacoldgicos, antes de se completar o volume desejado com solucdo Tyrode.
DMSO na concentracdo utilizada ndo apresenta interferéncia na resposta basal da
preparacao. (CINTRA-FRANCISCHINELLI et al., 2008b)

3.3.Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média. A
significancia das diferencas observadas foi determinada pelo teste ndo pareado t-

Student, com valor p<0,05, considerado significante.

3.4.Métodos cromatograficos

3.4.1. Cromatografia em Coluna (CC)

A cromatografia em coluna foi realizada com silica gel 60 (0,040 mm — 0,063
mm) para cromatografia em coluna (Merck®), em sistema gradiente de solventes

(hexano:acetato de etila) e, posteriormente, eluida com metanol.

3.4.2. Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC)

Nas analises por CCDC foram utilizadas placas de aluminio de Silica Gel 60
com indicador fluorescente UV, e 0,20 mm de espessura e adquiridas

comercialmente (MN — Macherey-Nagel®).
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Como sistemas solventes (fase movel, 10 mL) foram utilizadas misturas
hexano:acetato de etila (8:2) e (95:5). Os cromatogramas foram analisados por
inspecdo em luz ultravioleta, nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm (UVP®).

Como agente cromogénico utilizou-se a solucdo de acido fosfomolibdico 10%
em etanol 96 °GL (estocada em frasco opaco). Apos a pulverizacéo, as placas foram
aguecidas por alguns minutos (aproximadamente 3 minutos) em estufa a 110 °C

para a intensificacdo das cores.

3.4.3. Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)

As cromatoplacas para CCDP foram preparadas aplicando-se uma suspensao
de silica gel 60 PF-254, com indicador de fluorescéncia (Merck®), em &gua
deionizada, na proporcéo 1:2,8 (p/v), sobre placas de vidro, obtendo 1,00 mm de
espessura adsorvente, através da utilizacdo de espalhador Quickfitt® e ativadas em

estufa (Fanem®) a 105 °C, por 45 minutos.

O sistema de eluentes foi uma mistura de hexano:acetato de etila (95:5) e as
analises dos cromatogramas foram feitas através de inspecdo em luz ultravioleta,

nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm (UVP®).

As manchas encontradas foram raspadas com espatula, transferidas para um

erlenmeyer e eluidas com o solvente diclorometano.

3.5.Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

As técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas nos
laboratorios do Departamento de Quimica Organica, no Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, Campus de

Araraquara.
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Foram empregadas as técnicas de ressonancia magnética nuclear uni e
bidimensionais, de hidrogénio (RMN *H), de carbono (RMN **C) e de correlacédo
heteronuclear (HMQC).

As espectroscopias de RMN foram realizadas em espectrometro
Varian INOVA 500®, operando a 500 MHz na frequéncia do hidrogénio e em
125 MHz na frequéncia do carbono. O padrédo interno utilizado como
referéncia foi tetrametilsilano (TMS) e o solvente cloroférmio deuterado (CDCls,
Sigma-Aldrich®).

A Figura 5, abaixo, representa um fluxograma da metodologia empregada.

Figura 5. Fluxograma da metodologia empregada.

P6 das folhas de
Casearia gossypiosperma Briquet

Extrato Maceragao Extrato
liofilizado {Etanol 70%) seco
Ensaio Farmacoldgico Partigao liquido-liquido
Preparacao NFD com (Solventes polaridade crescente)
Cdt
Obtencédo das fragoes FHEX
(FHEX, FDM, FAET, FMET) Seca
FHEX, FDM, FAET, FMET Métodos Cromatograficos
Liofilizadas (CC/CCDC/CCDP)
Ensaios Farmacologicos Ensaios Farmacoldgicos
Preparagao NFD com Bjssu e Cadt Preparacio NFD com Bjssu
I Fragdo nao ativa ] Fragao ativa RMN's

FHEX

Fonte: Elaboragéo propria.
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4. RESULTADOS

4.1.Material Vegetal

4.1.1. Rendimento do extrato hidroalcodlico

O estudo foi iniciado com 1.700 gramas do p6 da droga e foram utilizados 40

litros de etanol 70%, resultando em 30 litros de extrato hidroalcodlico.

Esse extrato foi concentrado através das técnicas descritas e obteve-se uma

massa bruta de 1.335 gramas com 78,5% de rendimento.

Pequena parte desta massa (35 gramas) foi liofilizada para os ensaios

farmacoldgicos.

4.1.2. Fragbes FHEX, FDM, FAET e FMET

O extrato bruto (1.300 g) foi solubilizado com o volume minimo de uma
mistura metanol:agua (80:20), conforme descrito anteriormente. Cada uma das

fracBes apresentou a massa, descrita na Tabela 1:

Tabela 1. Massa obtida das fragcdes orgéanicas a partir da particéo liquido/liquido.

Fracbes Organicas Massa obtida (g) Rendimento (%)
Fracdo Hexanica 29,43 2,26
Fracéo Diclorometanica 27,70 2,13
Fracdo Acetato de etila 41,99 3,23

Fracdo Metandlica 487,21 37,48
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4.2.Estudo Farmacoldgico da Casearia gossypiosperma

Os ensaios farmacologicos (n=6) realizados com a solucdo nutritiva de
Tyrode, responsavel por simular as condic¢des fisiolégicas da preparacao bioldgica,
juntamente com a aeracdo e o banho-maria em temperatura de 37°C, manteve a
contracado muscular (Figura 6) durante os 120 minutos.

Figura 6. Registro miografico da preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo

(controle Tyrode), sob estimulo indireto.

Salugdo Nutritiva de Tyrode

(min.) 0 10 20 30 40 50 60 70 80 2 100 110 120
(em) (1.8) (1,8) (1.8) (1.7) (1.7) (1.6) (1,6) (1,6) (1.6) (1,6) (1,6) (1.6) (1,6)
(%) 100 100 100 9 % 89 89 89 89 89 89 89 89

Preparacao exposta a solugdo nutritiva de Tyrode e constantemente aerada com carbogénio.
Nestas condi¢des, a preparacdo se mantém fisiologicamente estavel. L, lavagem da preparagéo.

Seta: momento da adi¢&o da solucéo nutritiva.

A Figura 7 ilustra o efeito farmacoldgico caracteristico e representativo do
veneno bruto de Crotalus durissus terrificus (Cdt, 10 pg/mL, n=9). Note o bloqueio

neuromuscular proximo aos 110 minutos, mesmo apos a lavagem da preparacao.
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Figura 7. Registro miogréafico de preparacao nervo frénico-diafragma de camundongo (Cdt),
sob estimulo indireto.

Veneno Cat (10 pg/mi)

|
v

R R ———— L
(min.) o 10 20 30 40 so &0 70 80 %0 100 110 120
(cm) (1.4) (1.8) (1.3) (1.3) (1.2) (1,2) (1,0) (0.9) 0.7) (05) 0.5) 02) (0.0)
(%) 100 100 2s 2s 857 857 714 643 S0,0 357 286 143 0.0

Note o bloqueio neuromuscular irreversivel induzido pelo veneno de Cdt (Crotalus durissus

terrificus), mesmo apoés a lavagem da preparacao (L). Seta: momento da adicao do veneno.

Para os ensaios de neutralizagdo, utilizou-se a concentragdo de 50 pg/mL do
extrato liofilizado de Cg (n=12), pois foi a que n&o provocou alteracdo da resposta
contratil comparativamente a solucdo de Tyrode. Sendo assim, utilizou-se essa
concentracdo do extrato na mistura com o veneno bruto de Cdt (10 pg/mL, n=10),
previamente incubado por 30 minutos. Neste protocolo, o extrato da planta nao
impediu o efeito neurobloqueador do veneno conforme se observam nas Figuras 8 e
9.

Figura 8. Registro miografico de preparacédo nervo frénico-diafragma de camundongo (Cdt +
Extrato), sob estimulo indireto.

Veneno Cdt (10 pg/mL) + Extrato liofilizado Cg (50 pg/mL)

.
QW e e
N
L — s — .
—l = :\‘\.‘
\_ ——
T — L
e —— -
N-——q-—-._ — %
(min.) 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
(em) (1,5) (13) (0,8) (0,6) (0,5) (0,5) (0,5) (0,5) (0,4) (0,4) (0,3) (0,2) (0,1)
(%) 100 86,6 53, 40,0 333 333 333 33 266 26,6 0,0 133 6,6

Ensaio farmacolégico representativo da média de experimentos (n=10), mostrando que o
extrato incubado com o veneno ndo impediu o bloqueio neuromuscular caracteristico do veneno de

Cdt. L, lavagem da preparacdo. Seta: momento da adicdo da mistura.
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Figura 9. Preparacao nervo frénico-diafragma de camundongos (Cdt + Extrato), sob estimulo

indireto.
100 —~a * .
A ~—a & _
80 - * *
Q 1
T‘:G 60 - 1
c
8 |
©
é 40 J
3 |
* |
20 - | —®— Controle Tyrode (n=6)
—&— Extrato Cg 50 ng/mL (n=12)
1|—&— Cdt 10 ng/mL (n=9)
—v— Extrato Cg + Cdt (n=10)
0 T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min)

Efeito farmacologico do extrato liofilizado de Casearia gossypiosperma (Cg, 50 pg/mL)

incubado com o veneno bruto de Crotalus durissus terrificus (Cdt, 10 pug/mL). Cada ponto representa

a média * erro padrdo da média, do nimero de experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *,

p<0,05, comparado ao veneno.

O veneno bruto de Bjssu (40 pg/mL, n=

11) quando adicionado ao banho

contendo a preparacdo nervo frénico-diafragma, causou contratura seguida de

bloqueio neuromuscular irreversivel (Figura 10).
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Figura 10. Registro miografico de preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongo

(Bjssu), sob estimulo indireto.

Veneno Bjssu (40 pg/mi)

- mﬂ\ r——— — L
(min.) 0 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100 110 120
(em) (1,6) (1,5) (12) (0,9) (0,6) (0,4) (0,3) (0,2) (0,0) {0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
(%) 100 93,7 75,0 56,2 37,5 250 18,7 125 00 0.0 00 0,0 00

Bloqueio neuromuscular caracteristico induzido pelo veneno de Bjssu (40 pg/mL) com
marcante contratura e bloqueio irreversivel mesmo apos a lavagem da preparacdo (L). Seta:

momento da adi¢édo do veneno.

Foram testadas varias concentracfes de todas as fragcBes organicas
liofilizadas de Cg (10; 25; 50 e 75 pg/mL). As concentracdes que menos interferiram
na resposta contratil, assemelhando-se a condi¢ao controle, estdo demonstradas na

Tabela 2 e Figura 11, abaixo.

Tabela 2. Concentracdo das fracbes do extrato que demonstrou menor interferéncia na

resposta contratil, comparada com a solugéo de controle Tyrode.

Fracbes Organicas Concentragéo (ug/mL)
Fracdo Hexanica (FHEX) 10
Fracéo Diclorometanica (FDM) 25
Fracdo Acetato de etila (FAET) 25

Fracdo Metandlica (FMET) 25
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Figura 11. Preparacéo nervo frénico-diafragma de camundongos (Fracdes orgéanicas), sob
estimulo indireto.

120 4
100

80

60

40 4 —&— Controle Tyrode (n=6)
—o— FHEX 10 yg/mL  (n=7)
—A—FDM 25pug/mL  (n=6)
20 4 —w— FAET 25 yg/mL  (n=6)
—<4— FMET 25 yg/mL  (n=6)

Resposta contratil (%)

. . . T . T . T . T
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Comparacao do efeito farmacoldgico entre controle Tyrode e fragfes organicas liofilizadas de
Casearia gossypiosperma. Cada ponto representa a média + erro padrdo da média, do nimero de

experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, p<0,05 em relacéo ao controle Tyrode.

A partir das concentragdes das FHEX, FDM, FAET e FMET conhecidas, todas
foram combinadas com o veneno bruto da Bothrops jararacussu (40 pg/mL),
conforme demonstrado nas Figuras 12 e 13.



43

Figura 12. Registros miograficos de preparagdo nervo frénico-diafragma de camundongos
(Fracges organicas + Bjssu), sob estimulo indireto.

FragSo Hexanica 10 pg/mL + Bjssu 40 pg/ml
+
\ T ' =yt
"] R - h— = T 1
» BT e
(min.) (4] 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100 110 120
(em) (2,0) (1,9) (2,0) (2,0) (2,0) (2,0) (2.0) (1,9) (1,9) (1,9) (1.9) (1,9) (20)
(%) 100 95,0 100 100 100 100 100 5,0 5,0 95,0 95,0 95,0 100

Fragdo Diclorometinica 25 pg/ml + Bjssu 40 pug/mlL

‘
B Ew

(min.) 0 10 20 30 a0 50 60 70 80 %0 100 110 120
(em) (11) (0,9) (0,9) (0,8) (0,8) (0,8) 0,7) 0.7) (0,6) (0,5) (0,5) (0,5) (0,5)
(%) 100 818 818 72,7 72,7 72,7 63,6 63,6 54,5 454 454 454 454
Fragdo Acetato de etila 25 pg/mL + Bjssu 40 pug/ml
+
c L
f—
(min.) 0 10 20 30 a0 50 60 70 80 %0 100 110 120
(em) (13) (1.2) (1,0) (1,0) (0,9) (0,8) (0,8) (0.7) (0,6) (0,6) (0.,6) (0,5) (0.,5)
(%) 100 84,6 76,9 76,9 69,2 615 615 538 45,1 45,1 46,1 385 385
Fragio Metandlica 25 pg/mlL + Bjssu 40 pg/ml
+
D
(min.) 0 10 20 30 40 S0 &0 70 80 90 100 110 120
(em) (1,5) (1.2) (1,0) (1,0) (0,9) (0,9) (08) (0,8) (07) (0,7) (0.,6) (0,6) (0,5)
(%) 100 80,0 66,6 66,6 60,0 60,0 533 533 46,6 46,6 40,0 40,0 333

Ensaios farmacolégicos representativos da média de experimentos dos ensaios de
neutralizacdo entre o veneno de Bothrops jararacussu (Bjssu) com as fracdes hexanica (A, n=5),
diclorometanica (B, n=6), acetato de etila (C, n=7) e metandlica (D, n=5). Note a superioridade da
fracdo hexanica na prote¢do contra o bloqueio neuromuscular induzido pelo veneno de Bjssu. L,
lavagem da preparacdo. Seta: momento da adicdo da mistura.
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Figura 13. Preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongos (Fracdes organicas +
Bjssu), sob estimulo indireto.

—&— Controle Tyrode (n=6)
—@— Bjssu 40 ug/mL (n=11)
—4&A— FHEX 10 yg/mL + Bjssu (n=5)
—W%— FDM 25 pyg/mL + Bjssu (n=6)
—<4— FAET 25 yg/mL + Bjssu (n=7)
—»— FMET 25 pg/mL + Bjssu (n=5)

Resposta contratil (%)

0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Efeito farmacoldgico dos ensaios de neutralizacdo entre as fracdes (FHEX, FDM, FAET e
FMET) e o veneno da Bothrops jararacussu (Bjssu). Cada ponto representa a média + erro padrao da
meédia, do niumero de experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, p<0,05, comparado ao
veneno.

Observou-se a total protecdo exercida pela fracdo hexanica contra o efeito
bloqueador induzido pelo veneno de B. jararacussu aos 120 minutos, em 94,8 +
2,6%. As demais fracbes, FDM, FAET e FMET, protegeram significativamente
(p<0,05), poréem parcialmente, com indices de 60,9 + 8,7%, 44,7 = 9,1% e 38,6 +
5,0%, respectivamente, aos 120 minutos.

As fragBes organicas liofilizadas também foram testadas contra o veneno
bruto da Crotalus durissus terrificus (10 pg/mL), conforme mostram as Figuras 14 e
15.
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Figura 14. Registros miograficos de preparacdo nervo frénico-diafragma de camundongos
(Fracges organicas + Cdt), sob estimulo indireto.

Fragio Hexdnica 10 pg/ml + Cdt 10 pg/ml

+
T T 7w sl '
A - i L
S ———— A Y
(min.) [ 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
(em) (1,3) (13) (1.2) (1.2) (11) (11) (11) (11) (1,0) (1,0) (0,8) (0,5) (0,5)
(%) 100 100 92,3 92,3 84,6 84,6 84,6 84,6 76,9 76,9 615 385 385
Fragdo Diclorometdnica 25 pg/ml + Cdt 10 pg/mL
'
B
(min.) o 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100 110 120
(em) (16) (15) (15) (1.4) (L3) (1.3) (1.2) (12) (11) (1,0} (0.,8) (0.7) (0.6)
(%) 100 93,7 3,7 875 812 812 750 50 68,7 62,5 50,0 43,7 375
Fracio Acetato de etila 25 pg/ml + Cdt 10 pg/mlL
'
¢ —
 —
(min.) 0 10 20 30 a0 50 60 70 80 % 100 110 120
(em) (L2 (L) (13) (11) (11) (1,0) (0.7) (0.5) (0.3) (0.2) (0,0) (0,0) (0,0)
(%) 100 9.6 91,6 91,6 91,6 833 583 416 25,0 16,6 00 0,0 00
Fragdo Metandlica 25 pg/miL + Cdt 10 pg/mlL
D
- e —— T\ _
(min.) o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
(cm) (2,6) (2,5) (2.4) (23) (23) (2.1) (1.8) (1.5) (13) (1.1) (0.9) (03) (7)
(%) 100 96,1 923 83,5 88,5 80,7 69,2 57,7 50,0 a3 346 30,7 26,9

Registros miograficos representativos da média de experimentos dos ensaios de
neutralizacdo entre o veneno de Crotalus durissus terrificus (Cdt) e as fragbes hexanica (A, n=6),
diclorometanica (B, n=6), acetato de etila (C, n=6) e metandlica (D, n=6). L, lavagem da preparacao.

Seta: momento da adi¢do da mistura.
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Figura 15. Preparacéo nervo frénico-diafragma de camundongos (Fra¢des organicas + Cdt),

sob estimulo indireto.

—&— Controle Tyrode
—@— Cdt 10 ug/mL

—A— FHEX 10 pg/mL + Cdt
—V¥— FDM 25 pg/mL + Cdt
—<4— FAET 25 pg/mL + Cdt
—»— FMET 25 ug/mL + Cdt

(n=6)
(n=9)
(n=6)
(n=6)
(n=6)

Resposta contratil (%)

Tempo (min)

Ensaios farmacolégicos de neutralizac@o entre as fragcdes (FHEX, FDM, FAET e FMET) e o

veneno da Crotalus durissus terrificus (Cdt). Cada ponto representa a média + erro padrdo da média,

do nimero de experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, p<0,05, comparado ao veneno.

Evidenciou-se a protecado parcial da fracdo hexanica para a neutralizagcdo do

veneno de Crotalus durissus terrificus aos 120 minutos, em 48,3 £ 10,8% (p<0,05).

Ja as demais fracbes FDM, FAET e FMET, ndo demonstraram acao protetora contra

0 veneno, pois no tempo de 120 minutos apresentaram 25,3 + 11,8%, 0% e 4,5 £

4,5% de atividade (p>0,05).

Em virtude de a fracdo hexanica ter sido a que demonstrou melhor atividade

contra os venenos estudados (Figura 16), a mesma foi selecionada para os estudos

fitoquimicos subsequentes.
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Figura 16. Preparacéo nervo frénico-diafragma de camundongos (FHEX + Bjssu e Cdt), sob
estimulo indireto.

—- Controle Tyrode (n=6)
—@- FHEX 10 mg/mL (n=7)
—A— Bjssu 40 mg/mL (n=11)

—w— Cdt 10 mg/mL (n=9)
-4 FHEX + Bjssu (n=5)
120 4 —» FHEX + Cdt (n=6)

Resposta contratil (%)

Tempo (min)

Ensaios farmacoldgicos de neutralizagdo entre a Fragdo Hexanica com os venenos brutos da
Bothrops jararacussu (Bjssu) e Crotalus durissus terrificus (Cdt). Cada ponto representa a média +
erro padrdo da média, do nimero de experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, p<0,05,
comparado aos respectivos venenos.
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A Figura 17 representa um esquema dos resultados farmacoldgicos.

Figura 17. Esquema dos resultados farmacologicos.

Extrato de Casearia
gossypiosperma Briquet

Bothrops jararacussu l Crotalus durissus
{Camarge et al., 2010) HE—! —> ifi
: Fragoes terrificus
94 8% Organicas 4.6%
wl' l \ 4 W
Fracao Fracao Fracao Fracao
Hexanica Diclorometanica Acetato de etila Metandlica
Bjssu Cdt Bjssu Cat Bjssu Cdt Bjssu Cadt
+ + + = + - + -
94,8% 42,3% €0,9% 25,3% 44,7% 0% 38,8% 4,5%
+ p<0,05
- p>0,05
comparado ao veneno

Bjssu, Bothrops jararacussu. Cdt, Crotalus durissus terrificus.

4.3.Métodos cromatogréficos

Na analise cromatografica, parte da massa da fracdo hexanica de Casearia
gossypiosperma (15 g) obtida por particdo foi submetida a cromatografia em coluna
empacotada com silica gel, utilizando os eluentes hexano, acetato de etila e metanol
em sistema gradiente. Foram coletadas fracbes em 328 tubos de ensaio que, apos
analisadas em cromatografia em camada delgada comparativa, utilizando como
sistema de solvente misturas de hexano:acetato de etila (95:5 e 8:2) e a solucéo

reveladora de &cido fosfomolibdico 10 % em etanol, além da inspecéo sob lampada
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de luz UV. As fragcbes com perfil cromatografico semelhante foram reunidas,

resultando em 11 fracdes.

A primeira das fracGes, que reuniu 13 dos tubos de ensaios iniciais, foi
selecionada para dar sequéncia ao fracionamento por apresentar uma boa resolucéo
na cromatografia em camada delgada comparativa (Figura 18), conforme

esquematizado abaixo (Figura 19).

Figura 18. Cromatografia em camada delgada comparativa das fragcdes obtidas por meio da

purificac@o da fracado hexanica.

123 4 5 67 89 1 11 12 13

Fase moével hexano:acetato de etila (95:5). Cromatoplaca observada através da inspecgédo de

luz UV. As fragcBes foram designadas por nUmeros de 1 a 13.
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Figura 19. Esquema da cromatografia em camada delgada preparativa da Fracdo 1.

Fia
3,60 mg
Fiz
9,70 mg
Fia Fisa
6,05 mg 3,24 mg
Fia Fise
5,84 mg 2,81 mg
Fiys Atividade Farmacoldgica | CCDP Fisc
89,17 mg Ativa contra Bjssu 4,30 mg
Fragdo1 |CCDP Fie Fiso
396,42 mg 3.47mg = g
Fiz —{m 15E
2,11 mg } 583 mg
Fis
445mg RMN
Fis
583mg
F1-|0
11,59 mg
F1«11
2,8mg
Fia2
12,21 mg

CCDP, Cromatografia em Camada Delgada Preparativa. RMN, Ressonéncia Magnética

Nuclear. Bjssu, Bothrops jararacussu.

Todas subfracdes (Fi1 a Fi.12) foram cromatografadas em camada delgada
comparativa, com sistema de solvente hexano:acetato de etila (95:5) e solugéo
reveladora de acido fosfomolibdico 10 % em etanol, além da inspecéo sob lampada

de luz UV. A Fracéo F1.; foi submetida & espectrometria de RMN *H (Figura 20).
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Figura 20. Cromatografia e Espectro de RMN H da subfracéo Fy.-.

Espectro de RMN *H

Fase movel hexano:acetato de etila (95:5) e solucao reveladora de acido fosfomolibdico 10%
em etanol. Em A, cromatoplaca observada através da inspec¢éo de luz UV. B, placa apds revelagéo.

RMN 'H, Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio.

Como a subfracdo Fi.5 apresentou maior massa (89,17 mg) entre todas as
subfracdes obtidas, a mesma foi testada farmacologicamente na concentracao de 10
pMg/mL contra o veneno de Bjssu (40 pg/mL). A protecédo foi de 63,7 £ 10,8%
(p<0,05), conforme ilustrado na Figura 21.
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Figura 21. Preparacgédo nervo frénico-diafragma de camundongos (F;.s + Bjssu), sob estimulo
indireto.

—&— Controle Tyrode (n=6)
—®— Bjssu 40ug/mL (n=11)

120

—4A— F4_5 10 yg/mL + Bjssu 40ug/mL(n=5)

Resposta contratil (%)

T T T T T T T T T i T
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Ensaios farmacolégicos de neutralizacdo entre a subfracdo F;.s € 0 veneno bruto da Bothrops
jararacussu (Bjssu). Cada ponto representa a média + erro padrdo da média, do nimero de
experimentos (n) mostrados na legenda da figura. *, p<0,05 comparado ao veneno.

Depois de comprovado o efeito farmacoldgico da subfracdo Fis contra o
veneno bruto de Bjssu, a mesma foi submetida a cromatografia em camada delgada

preparativa novamente, conforme descrito acima, para purificagéo (Figura 19).

Baseado no resultado observado no cromatograma apresentado na Figura 21,
a fracdo Fis p foi submetida & espectrometria de RMN 'H, RMN *3C, além do

experimento bidimensional HMQC - Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation
(Figuras 22 e 23).
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Figura 22. Cromatografia e Espectros de RMN *H e RMN **C da subfragéo Fi.s .

Espectro de RMN *H

e
£

Espectro de RMN 13C

2 d 8

§E § B
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Fase mével hexano:acetato de etila (95:5) e solucao reveladora de acido fosfomolibdico 10%
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Figura 23. Espectro de HMQC da subfracéo F;sp.

54

Espectro de HMQC

1.5

1.0

}
135

+10
15
20

l-as

HMQC, Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation.



55

5. DISCUSSAO

O avanco cientifico dos estudos com plantas medicinais, particularmente os
estudos quimicos e farmacoldgicos, visando a obter novos compostos com
propriedades terapéuticas (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998) tem sido de grande
importancia. E alta a proporgdo de usuarios de plantas medicinais incluindo os
profissionais da saude, sendo a principal fonte de transmissédo de conhecimento os
pais ou avos. (OLIVEIRA et al., 2012)

A busca por plantas que concentrem 0s principais compostos bioativos (nas
folhas, cascas, raizes, caules, etc.), capazes de neutralizar os efeitos de venenos
ofidicos, tem recebido atencdo especial (MORS et al., 2000) pois, além de
reconhecer o potencial antiofidico do vegetal, agregando valor medicinal a planta, o

estudo contribui para a sua preservacao.

Para a preparacado de extratos vegetais, existem varios trabalhos na literatura
objetivando o isolamento de seus constituintes quimicos, porém, o método mais
utilizado para a analise quimico-farmacologica tem sido a preparacdo de um extrato
hidroalcodlico (etanol/agua 50/50, v/v) (CIRILO, 1993). Caso 0 extrato apresente
efeitos ativos bioldgicos, recomenda-se o processo de particdo liquido-liquido,
partindo-se de um extrato metandlico, com solventes de polaridades crescentes,
como hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol. A metodologia adotada foi
semelhante, porém, partiu-se do extrato hidroalcodlico e obtiveram-se as fracbes de
polaridades crescentes por particdo liquido-liquido, pois o etanol € menos téxico que

o0 metanol, além de ser financeiramente mais viavel.

Neste estudo, comprovou-se a eficiéncia do método de particdo utilizado,
além do método inicial, ou seja, a obtencdo do extrato hidroalcodlico por maceragéo
com o auxilio do banho ultrassénico e sem aquecimento. Os referenciais tedricos
utilizados basearam-se em estudos que relataram aumento de eficiéncia de
extracdo, observado pelo aumento do rendimento na extracado de antioxidantes de
Rosmarinus officinalis (ALBU et al., 2004), além de reduzir significantemente o
tempo de extracdo e o custo com solventes (SILVA; ARAGAO, 2009). Em relacéo a

atividade farmacologica das fracOes, deve-se ressaltar que foram necessarias
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concentracbes menores (10 e 25 pg/mL) — uma vantagem de fragbes sobre extratos
—, que aquelas utilizadas do extrato bruto (50 pg/mL) de C. gossypiosperma
(CAMARGO et al., 2010), ou das concentracdes utilizadas por Cintra-Francischinelli
et al. (2008a) de extrato metandlico (200 ug/mL) de Casearia sylvestris Sw., ou por

Nazato et al. (2010), com extrato hidroalcodlico (50 pg/mL) de Dipteryx alata Vogel.

A cromatografia em camada delgada € uma técnica amplamente empregada
para fins de andlise, desde andlises de extratos vegetais brutos, até mesmo para
avaliar um possivel processo de separacéo e isolamento da substancia de interesse
(SIMOES, et al., 2004). Como as cromatografias limitaram-se a fracdo em que se
obteve atividade farmacoldgica mais significativa, foram testados diferentes tipos de
sistemas de solventes (10 mL) para separacdo dos compostos presentes na fracéo
hexénica, sendo que produziram melhor separagdo por cromatografia em camada
delgada comparativa as misturas hexano:acetato de etila (8:2), para a fracéo
hexéanica, e a mistura de hexano:acetato de etila (95:5), para as suas subfracfes
(Figura 18).

A composigéo do veneno crotalico inclui toxinas, enzimas e peptideos, sendo
0S componentes mais abundantes as neurotoxinas e as fosfolipases (NOGUEIRA;
SAKATE, 2004), que produzem trés acdes principais: neurotoxica, miotdxica e
coagulante. Os responsaveis por tais acfes sao quatro diferentes grupos de toxinas
gque compdem 0 veneno, entre elas, crotoxina, crotamina, giroxina e convulxina.
(AZEVEDO-MARQUES; HERING; CUPO, 2009)

A crotoxina € o componente mais abundante do veneno do género Crotalus.
Trata-se de um composto neurotdxico composto por duas subunidades, uma
composta por fosfolisase A, (Crotoxina B) e outra por crotapotina (Crotoxina A)
(BANCHER et al.,, 1973). O principal efeito € que a PLA, blogueia a
neurotransmissado pré e poés-sinapticas (LAGO et al., 2004). A crotamina € uma
miotoxina caracterizada pela sua acdo sobre células musculares esqueléticas,
causando danos ou morte destas células (OWNBY, 1998). A giroxina € um
componente pouco estudado do veneno de cascavel; os principais efeitos da acéo
desta toxina sdo a hipoatividade seguida de arreflexia e imobilidade (TORRENT et

al., 2007). A convulxina recebeu este nome, pois acreditava-se ser a responsavel
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pelas convulsGes e disturbios respiratorios apresentadas nos pacientes. (PRADO-
FRANCESCHI; VITAL BRAZIL, 1981)

Neste estudo, foi possivel observar que o extrato liofilizado de Casearia
gossypiosperma Briquet (50 pg/mL) ndo demonstrou efeito protetor ao bloqueio
neuromuscular induzido pelo veneno de Crotalus durissus terrificus, e isso pode ser
devido a acdo predominantemente neurotdéxica do veneno. Ao contrario, como
demonstrou Camargo et al. (2010), o extrato da planta protegeu contra a paralisia in
vitro induzida pelo veneno de Bothrops jararacussu, que € predominantemente

miotéxico.

Dentre as fracdes de diferentes polaridades obtidas a partir do extrato seco de
C. gossypiosperma, a fracdo hexanica apresentou uma protecao parcial no tempo de
120 minutos contra o veneno de Cdt, e as demais fracdes (diclorometano, acetato de
etla e metanol), minima protecdo, porém ndo significativamente diferente
comparada ao veneno. Comparando-se a eficacia entre o extrato e fracdes, supde-
se que, no extrato liofilizado (50 pg/mL), a substancia ativa da planta contra o
bloqueio neuromuscular induzido pelos venenos esteja presente em menor

quantidade que na proépria fracdo hexanica (10 pg/mL).

J& a protecdo contra o veneno de Bjssu foi observada em todas as fracfes
(*p<0,05, em relacdo ao veneno), o que levanta uma questdo bastante interessante,
pois trata-se de um resultado diferente daquele da Casearia sylvestris, que
apresentou melhor desempenho de protecdo antibotrépica na fracdo metandlica
(200 pg/mL), no mesmo modelo estudado (CINTRA-FRANCISCHINELLI et al.,
2008a). Neste estudo, a melhor resposta foi obtida com a fragdo hexéanica da
espécie Casearia gossypiosperma numa concentracdo ainda menor, de 10 pug/mL, o
que demonstra que as fracdes das duas espécies possuem interacbes diferentes
com o veneno de Bjssu. Além disso, € interessante apontar que a fracdo hexanica
foi a que melhor protegeu contra Bjssu e contra Cdt, ainda que parcialmente para
Cdt.

Véarias plantas utilizadas popularmente como antiofidicas apresentam
atividades anti-inflamatorias (com intensidades diferentes), que tém sido atribuidas

aos flavondides, presentes nas espécies de plantas conhecidas como alcachofra,
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cainca, contra-erva, erva-de-bugre, alcachofra, cainca, guaco, jatai, manaca, paracai
e taiua, segundo citado por Werle et al. (2009). Flavondides também foram
encontrados no extrato de C. gossypiosperma, identificados por cromatografia em
camada delgada comparativa e quantificados por espectrofotometria (CAMARGO et

al., 2010), o que demonstra sua habilidade inibitoria contra o veneno botroépico.

Segundo Melo et al. (2009), a inibicdo contra o veneno de Bjssu € atribuida a
diferentes substancias presentes na constituicdo do vegetal; como exemplos,
Mikania laevigata e Plathymenia reticulata, devem tal atividade a presenca de
cumaria e tanino, presentes respectivamente nessas espécies, o que foi também
confirmado em preparacées NFD com os fitoquimicos comerciais cumarina e acido

tanico.

A importancia de se isolar/identificar uma substancia ativa em espécies
vegetais estimula o uso de fitoterapicos, que tem por objetivos prevenir, curar ou
minimizar os sintomas das doencas, com um custo acessivel a populacdo e aos
servicos publicos de saude, comparativamente aqueles obtidos por sintese quimica
que sao, em geral, mais caros, devido as patentes tecnoldgicas envolvidas
(TOLEDO et al; 2003). Finalmente, o estudo fitoquimico aponta para a presenca de
terpenos na fracdo hexanica de Casearia gossypiosperma, e esses compostos ja
foram relacionados com ac¢do antiofidica por outros autores. Como exemplos, o
acido betulinico apresentou-se como potencial inibidor da fosfolipase A, do veneno
da cobra Naja nigricollis (TSENG; LIU, 2004); a glicirrizina, uma saponina
triterpendide extraida da raiz de uma Leguminosae, Glycyrrhiza glabra (alcaguz),
impediu as alteracdes induzidas na hemostasia de Bothrops jararaca tanto in vitro
como in vivo, sugerindo uma atividade potencial antiofidica (ASSAFIM et al., 2006); o
acetato de lupeol, neutralizou a cardiotoxicidade, neurotoxicidade e alteracbes
respiratorias induzidas pelo veneno de Naja kaouthia em animais experimentais,
assim como neutralizou a hemorragia, edema, e a atividade fosfolipasica A, do
veneno de Daboia russellii. (CHATTERJEE; CHAKRAVARTY; GOMES, 2006)

A subfracdo F;.7 (Figura 20) foi submetida & andlise por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H), pois diante da analise da
cromatografia em camada delgada comparativa, evidenciou-se uma substancia

predominante, caracterizada pela mancha acentuada em azul, observada por luz
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UV. A mesma substancia mostrou-se predominante também quando revelada com o
acido fosfomolibdico 10% em etanol. A analise por RMN *H desta fracédo mostrou,
porém, que a subfragédo correspondia a uma mistura de terpenos, evidenciada pelos

sinais desprotegidos do espectro.

Por apresentar uma pureza maior, evidenciada pelo espectro de RMN *H
(Figura 22), a subfracdo F1.5 p foi submetida também & RMN **C e HMQC (Figura 22
e 23), porém, devido a pequena quantidade de amostra, 0s sinais obtidos nesses
espectros ndo foram suficientes para a elucidacdo da estrutura quimica da

substancia.

Os espectros de RMN 'H corroboraram os resultados obtidos em CCDC de

gue a subfracdo F;.5p estava mais pura do que a subfracao F.;.

Esses resultados mostram-se promissores para a continuidade de estudos
das demais fracbes organicas (FDM, FAE e FMET) em busca de substancias puras

e ativas contra os venenos ofidicos.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que o extrato liofilizado da Casearia gossypiosperma Briquet ndo
apresentou acdo protetora contra o veneno de Crotalus durissus terrificus (cascavel),

mas a fracdo hexéanica protegeu parcial e significativamente este veneno.

Em contrapartida, todas as fracdes de diferentes polaridades com o veneno
de Bothrops jararacussu (jararacucu) foram capazes de impedir total e
significativamente o bloqueio neuromuscular in vitro, sendo a fragdo a mais eficaz

com uma protecédo superior a 90% e com uma concentracdo menor que as demais.
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COMISSAD DE ETICA NO USO DFE ANIMAIS - CEUA
INSTITUTO DE PESQUISA & DESENVOLVIMENTO - IP&D

CERTIFICADO

Certificarnos que o Protocolo n 2A00T/CEUA/Z011, sobre “Fracionamento biomonitorado
do extrato hidrealcodlico da Casearia gossypiosperma Briquet contra o veneno da
Bothrops jararacussuy”, sch a responsabilidade da Profa. Dra. Yoko Oshima Franco esta de
acorde com a LEl 11.794/2008, que Regulamernta o inciss VIl do 1° § do art. 225 da Constituigdc
Federal, estabelecendo procedimentos para o uso cientifice de animais, sendo considerado
APROVADO por esta Comissao.

Informames gue o pesquisador (a) responsdvel par este Pratocalo de Pesguisa devera
apresentar a este Comite de Etica um relatdrio parcial apids Doze Mesas ¢ um relatdrio final no

prazo maximo de Dois Anos a contar da data de emissao deste certificada,

S&p José dos Campos. 11 de Margo de 2011,

s £
—
Pr’é/f. Dr. Wellington Rikeira

Prasidents da Comisséo de Etica
rao Uso de Animais — CEUA
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consiccrado APROVADO por esta Camizzdo.

Infarmames us ¢ pescUisadar (3l respoersavsl par este Protocols de Posgeiza devera
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