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USO DOS EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Mimosa gracilis E SUAS VARI-
EDADES, NATIVAS OU MICROPROPAGADAS, COMO AGENTE ANTIOFIDICO

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente patente de invencdo refere-se ao uso dos extratos etandlico (EE) e aquoso
(EA) e das fragdes em solventes organicos (FO) de baixa, média, alta polaridade ou liquidos
i0nicos, padronizados de folhas, caules e/ou raizes de Mimosa gracilis subespécies e suas va-

riedades, nativas ou micropropagadas, como agente antiofidico.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO E ESTADO DA TECNICA

[002] A abordagem etnobotanica constitui um aparato util na elaboragdo de estudos de base
para a biotecnologia (farmacologia, fitoquimica, genética e biologia molecular), pois de acor-
do com Yunes & Calixto (2001), a possibilidade de encontrar atividade bioldgica em plantas

orientadas pelo uso popular ¢ maior que para aquelas escolhidas ao acaso.

[003] Neste contexto, a espécie vegetal Mimosa gracilis foi relatada em estudo etnobotanico
realizado com membros da comunidade Coqueiros em Catalao-GO como uma espécie medi-

cinal que atua contra o veneno de cobra.

[004] O género Mimosa L. compreende aproximadamente 480 espécies distribuidas princi-
palmente na América do Sul. No Brasil estima-se a ocorréncia de cerca de 70% das espécies
do género (NUNES, et a/ 2008; NASCIMENTO, et al 2012). Algumas dessas espécies sdo
utilizadas na medicina popular como cicatrizante para queimaduras (JOSE, er al 2016; NAS-
CIMENTO, et al 2012), como antiveneno contra picadas de cobra e de escorpido (SERA-
GLIO, et al 2017; SANTOS-SILVA, et al 2015; NASCIMENTO, et al 2012), no tratamento
de cefaleia, insonia, diarreia e como antipirético (AZEVEDO, et al 2017; NASCIMENTO, et
al 2012).

[005] Apesar de ndo haver mencdes de estudos quimico-bioldgicos na literatura para esta es-
pécie, Mahanta & Mukherjee (2001) relataram a ag@o antiofidica contra o veneno da cobra-
do-mar-comum do extrato de outra espécie de Mimosa, a M. pudica. O extrato aquoso da raiz

desta Mimosaceae neutralizou in vitro as enzimas toxicas do veneno de Naja naja € Bangarus
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caerulus, apresentando efeito inibitorio; este extrato também foi testado contra o veneno de
Naja kaouthia, apresentando inibigdo total (MAHANTA, et al/ 2001; VEJAYAN, et al 2007 e
SIA, et al 2011). Ainda sobre a M. pudica, Kokane e colaboradores (2009) identificaram

compostos fendlicos em seu extrato aquoso.

[006] Existem nas bases de dados INPI e LATIPAT apenas quatros publicacdes sobre agentes
antiofidicos BR 1020160202558, PI 0701664-6, ¢ BR 1020170145441 BR 1020130340464.
As duas primeiras sdo moléculas sintéticas, a terceira é de origem da Rhizophora mangle ¢ a
quarta ¢ de origem do género Jatropha. Nas bases de dados SPACENET ¢ PATENTSCOPE
foram encontrados CN 20161346809 20160524, CN20152226824U 20150415, CN
20111416798 20111214, US 19760744891 19761129 e IN 2697TMA199819981130, mas ne-

nhum desses registros ¢ relacionado ao uso da Mimosa gracilis.

[007] Atualmente, o tratamento contra envenenamento por ofidio ¢é realizado pela utilizagdo
do soro antiofidico, mas, apesar de eficaz, exige uma série de cuidados no transporte e arma-
zenagem e, em muitos casos, essas exigéncias ndo podem ser atendidas, principalmente, em

regides isoladas e distante dos grandes centros.

[008] Segundo o Ministério da Saude, no Brasil, foram registrados, entre 2000 e 2017, mais
de 470 mil casos de acidentes ofidicos. A maioria dos acidentes sdo botropicos, ou seja, cau-
sados por serpentes do género Bothrops e Bothrocophias que compreendem as serpentes: jara-
racugu, jararaca, urutu, caicara ¢ comboia (http:/portalms.saude.gov.br/saude-de-a-

z/acidentes-por-animais-peconhentos, 2019).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[009] A presente invencdo se refere ao uso do EE, EA e FO oriundas de folhas, caules e/ou
raizes de Mimosa gracilis subespécies e suas variedades, nativas ou micropropagadas, como
agente antiofidico.
[010] A atividade antiofidica dos extratos foi testada in vitro contra os efeitos do veneno de

Bothrops alternatus e houve neutralizacdo das proteinas do veneno, atividades anti-

hemolitica, antiproteolitica e anticoagulante.
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[011] A atividade antiofidica dos EE e EA foi avaliada utilizando-se dodecil sulfato de sodio
em gel eletroforético de poliacrilamida (SDS-PAGE) com géis de separagdo e de stacking
conforme Camargo, et a/ 2011. Foram considerados ativos os extratos que modificaram o
padrio eletroforético do veneno apds a incubagdo durante 30 minutos a 37 °C, mediante a
diminui¢do ou desaparecimento de bandas do veneno ou o surgimento de novas bandas com

peso molecular distinto.

[012] Para a preparag@o do EE as partes vegetais (raiz e partes aéreas) foram maceradas com
etanol, realizando-se a troca de solvente a cada trés dias, totalizando trés extragdes ao longo

de nove dias. O EE foi seco em evaporador rotativo, a baixa pressao.

[013] Para a preparacdao do EA as partes vegetais (raiz e partes aéreas) foram maceradas com
agua destilada, realizando-se a substituicdo do solvente a cada trés dias, totalizando trés extra-

¢oes ao longo de nove dias. O EA foi seco por liofilizagao.

[014] Os materiais propagativos foram multiplicados in vitro e posterior plantio visando a
obtencdo de plantas adultas. Em cada regido, foram anotados e avaliados os seguintes dados
relativos a regido e as espécies em estudo: a) altura e didmetro das plantas, estado de desen-
volvimento das plantas e periodo fenologico; b) local de ocorréncia (solo, rochas, sombra,
etc.); ¢) analise fisica e quimica dos solos ou substratos, coletados a profundidade de 20 cm,
onde estes ocorrem; d) altitude e coordenadas geograficas, obtidas no local de coleta; ¢) dados
climaticos de estagdes climatologicas existentes nas proximidades (temperaturas médias, ma-
ximas e minimas, precipitagdo média); f) ndo sendo possivel a coleta da planta em periodo
fértil (florescimento e/ou frutificacdo), aqueles individuos de maior porte foram conduzidos
para os Campos Experimentais mantidos in vivo e ex situ, para que possam florescer € possi-

bilitar a identificacéo.

[015] Para a micropropagagdo, foram utilizados como explantes iniciais segmentos nodais
provenientes de plantas matrizes selecionadas em ambiente natural. Foi realizada a desconta-
minag¢do inicialmente com detergente comercial em agua corrente, seguido de solucdo de al-
cool etilico (70%) e hipoclorito de sodio (2,5% de cloro ativo). O preparo final dos explantes
para a inoculacdo foi efetuado em camara de fluxo laminar, em ambiente asséptico. A inocu-
lagdo foi feita em frascos de vidro (300 mL), contendo meio basico MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) suplementado com 2,0mg/L de BAP (6-benzilaminopurina) e 1,0mg/L de
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ANA (4cido 3-indolacético). Apos a inoculagdo, os frascos contendo os explantes foram man-
tidos em cémara de crescimento a 25°C e fotoperiodo de 16 horas de luz. Foram feitas trés

repicagens para os meios de multiplicacdo com intervalos de 28 dias.

[016] Apos a fase de multiplicag@o, os explantes foram transferidos para meio de cultura de
enraizamento: MS1/2 (meio MS com metade da concentragdo de macronutrientes) e suple-
mentado com 1,0 mg/L de AIB (acido indol-3butirico). Apds a inoculagdo, os frascos foram

mantidos em camara de crescimento por 60 dias.

[017] A fase final de aclimatizac¢do teve inicio com a retirada das plantas do meio de cultura
para enraizamento, lavagem em agua corrente e plantio em bandejas com substrato comercial
umedecido com solu¢do nutritiva. As bandejas foram mantidas em telado com 50% de som-
breamento, onde permaneceram por um periodo de 30dias. Apos esta primeira fase de aclima-
tizacdo, as plantas com maior tamanho e ja adaptadas foram transferidas para sacos plasticos

de 2 L, com o mesmo tipo de substrato, para facilitar o desenvolvimento.

Peticao 870190075523, de 06/08/2019, pag. 6/7



11

REIVINDICACOES

1. USO DOS EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Mimosa gracilis E SUAS
VARIEDADES, NATIVAS OU MICROPROPAGADAS, COMO AGENTE ANTIOFIDI-

CO, caracterizado por apresentarem substancias com potencial utilizagdo como antiofidico.

2. USO DOS EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Mimosa gracilis E SUAS
VARIEDADES, NATIVAS OU MICROPROPAGADAS, COMO AGENTE ANTIOFIDI-
CO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por sua incorporacdo em formas farma-

céuticas ou fitoterapicas como antiofidico para humanos.

3. USO DOS EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Mimosa gracilis E SUAS
VARIEDADES, NATIVAS OU MICROPROPAGADAS, COMO AGENTE ANTIOFIDI-
CO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por sua incorporacdo em formas farma-

céuticas ou fitoterapicas como antiofidico para animais.

4. USO DOS EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Mimosa gracilis E SUAS
VARIEDADES, NATIVAS OU MICROPROPAGADAS, COMO AGENTE ANTIOFIDI-
CO, de acordo com a reivindicag@o 1, caracterizado por sua agdo sinérgica com metabolitos

bioativos.

5. USO DOS EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Mimosa gracilis E SUAS
VARIEDADES, NATIVAS OU MICROPROPAGADAS, COMO AGENTE ANTIOFIDI-
CO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por sua acdo sinérgica com moléculas

sintéticas bioativas.
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RESUMO: USO DOS EXTRATOS ETANOLICO E AQUOSO DE Mimosa gracilis E SU-
AS VARIEDADES, NATIVAS OU MICROPROPAGADAS, COMO AGENTE ANTIOFi-
DICO. A presente patente de invencao refere-se ao uso dos extratos etandlico (EE) e aquoso
(EA) e das fragdes em solventes organicos (FO) padronizados de folhas, caules e/ou raizes de
Mimosa gracilis subespécies e suas variedades, nativas ou micropropagadas, como agente
antiofidico. A atividade antiofidica dos extratos foi testada in vitro contra os efeitos do veneno
de Bothrops alternatus e houve neutralizagdo da atividade do veneno tornando-os candidatos

a farmacos ou fitofdrmacos para auxiliar no tratamento de envenenamento por ofidio.
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