PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS

ESCOLA DE CIENCIAS MEDICAS E DA VIDA

BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

OTIMIZACAO E PADRONIZACAO DE PROTOCOLO DE
QUANTIFICACAO DE ATIVIDADE COAGULANTE DE
VENENOS DE SERPENTES DOS GENEROS
Bothrops E Crotalus (SERPENTES: VIPERIDAE)

Danielle Santos Ribeiro

Goiania, 2021



Danielle Santos Ribeiro

OTIMIZACAO E PADRONIZACAO DE PROTOCOLO DE
QUANTIFICACAO DE ATIVIDADE COAGULANTE DE VENENOS DE
SERPENTES DO GENERO Bothrops E Crotalus (SERPENTES:
VIPERIDAE)

Monografia apresentada ao Departamento de
Biologia da Pontificia Universidade Catdlica de
Goidas para obtencao do Titulo de Bacharel em

Ciéncias Biologicas.

Orientador: Dr. Matheus Godoy Pires

Goiania, 2021



PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
ESCOLA DE CIENCIAS MEDICAS E DA VIDA

CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

BANCA EXAMINADORA DA MONOGRAFIA

Aluna: Danielle Santos Ribeiro

Orientador: Dr. Matheus Godoy Pires

Membros:
1. Dr. Matheus Godoy Pires
2. Me. Ana Maria Da Silva Curado Lins

3. Me. Lilibete Pereira de Oliveira

Dezembro de 2021



AGRADECIMENTOS

A Deus, por todo favor imerecido e por me permitir viver com alegria ¢ mansidao em

momentos dificeis em que certamente, nao deixou nada faltar.

A meu esposo, Luiz Carlos que sempre esteve ao meu lado, ajudando da melhor forma
possivel, sendo apoio, provedor e protetor. Dentre os quatros anos de graduagao tornou-se

apoio, se fez base, trouxe descanso para que eu conseguisse chegar ao fim.

A meus pais Luis dos Santos e Maria Ferreira Ribeiro dos Santos que sempre estiveram
proximos, pelo incentivo e dedicacdo para com a minha educagdo, como também a minha irma

Anna Karoline que sempre foi um grande exemplo de bondade, humildade e parceria.

Sou grata aos meus tios Jodo Elbson e Raires Lima Nascimento e minha prima Evoly
Nascimento Ferreira que sempre estiveram presentes em minha vida e que participaram de perto
do meu desenvolvimento pessoal possuindo um papel de grande influéncia. A minha prima
quase irma Regiquely Silva dos Santos, um exemplo de pessoa, maturidade e sabedoria,

obrigada por fazer parte da minha vida.

Ademais, agradeco as melhores colegas que pude ter durante a graduacdo, Amanda de
Paula, Amanda Soares, Amanda Islemberg, Ivana Neres e as demais que estiveram proximas
desde o primeiro dia de aula. Agradego de forma genuina e com certeza ¢ uma honra desmedida
ter conhecido todas. Levo comigo cada boa lembranca, cada sorriso, cada abrago que pude dar
e todo apoio que me deram. Nao poderia ser uma profissional integra sem ter o conhecimento

do trabalho em equipe e nesses quatro anos vocé€s me ensinaram.

A todos os meus professores que me acompanharam durante essa jornada, tenho
consciéncia de que ofereceram o seu melhor. Ao meu orientador Dr. Matheus Godoy Pires, um
grande profissional que me concedeu oportunidades durante a graduagdo, cujo os conselhos
académicos fardo grande diferenca em minha carreira profissional. Ademais, a Dra. Marta
Regina Magalhdes que me orientou para realizagdo da parte pratica deste trabalho, pela
dedicacdo, paciéncia, pelo tempo que se dedicou para eu obter experiéncia e chegar ao fim desse

trabalho.

Em especial a professora Ana Maria da Silva Curado Lins por possuir um coragdo tao
bondoso e que de certa forma interveio em momentos de grandes necessidades, se expressou

como professora, mae, amiga e conselheira.

A todos meus eternos agradecimentos. Em suma, agradeco a todos que parcialmente

contribuiram para que esse dia viesse a tona.

il



RESUMO

O acidente ofidico ¢ um problema negligenciado na medicina tropical que provoca diversas
complica¢des na saude da vitima em diferentes graus de morbidade. Os envenenamentos
causados por viperideos promovem uma cadeia de reagdes no individuo, dentre as quais sdo
frequentemente observadas alteracdes na hemostasia e manifestos como disturbios na
coagulacdo com efeito hemorragico. A gravidade desses efeitos depende tanto da resposta
individual da vitima quanto da espécie de serpente e da quantidade de proteinas em seu veneno.
O presente estudo buscou estabelecer um protocolo padrdo para a quantificacao da atividade
coagulante, usando como parametro venenos das espécies Bothrops moojeni, Bothrops
pauloensis, Bothrops alternatus e Crotalus durissus, comparando as diferencas entre os
métodos de Sanchez et al. (1992) e o método de O’Leary e Isbister (2010). Foram observadas
diferencas significativas entre os métodos estudados e especificou-se que 125ug/ml do veneno
de B. moojeni e C. durissus, 62,51g/ml de veneno de B. alternatus e 33,25ng/ml de B.
pauloensis sdo suficientes em provocar a coagulacdo da amostra de sangue em 60 segundos, e
que uma modifica¢do do método de O’Leary e Isbister (2010) ¢ mais adequada para quantificar

a atividade coagulante em qualquer condi¢ao plasmatica.

Palavras-chave: método; protocolo de quantificacdo; coagulacdo; proteases; serpentes.
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ABSTRACT

The ofidic accident is a neglected problem in tropical medicine that causes several
complications to the health of the victim in different degrees of morbidity. Poisonings caused
by viperids promote a chain of reactions in the individual, among which are often observed
changes in hemostasis, manifested as disorders in coagulation with hemorrhagic effects. The
severity of these effects depends on both the individual response of the victim and the snake
species and the amount of proteins in its venom. The present study aimed to establish a standard
protocol for the quantification of coagulant activity, using as parameter venom of the species
Bothrops moojeni, Bothrops pauloensis, Bothrops alternatus and Crotalus durissus, comparing
the differences between the methods of Sanchez et al. (1992) and the O'Leary and Isbister
method (2010). Significant differences were observed between the methods studied and it was
specified that 125pg/ml of venom. B.moojeni and C. durissus, 62.5ug/ml of B. alternatus
venom and 33.25ug/ml of B. pauloensis are sufficient to cause blood sample coagulation in 60
seconds, and that a modification of the O'Leary and Isbister method (2010) is more suitable for
quantifying coagulating activity in any plasma condition.

Keywords: Methods; Quantification protocol; Coagulation; Proteases; Snakes.
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1. INTRODUCAO

Existem no mundo cerca de 3.400 espécies de serpentes, com distribui¢gdo cosmopolita
intertropical e ocupando ambientes tdo diversos quanto oceanos, desertos, savanas ¢ florestas.
Sao divididas em dois grandes clados; Scolecophidia e Alethinophidia (HSIANG et al., 2015).
Entre os Alethinophidia, os Caenophidia (Colubroidea + Acrochordus) sdo o grupo de serpentes
mais diversos e derivado, e dentre estes encontramos atualmente as linhagens de serpentes
peconhentas das Américas (Elapidae e Viperidae) (VIDAL et al., 2007). Os Viperidae estdo
organizados em seis géneros e quarenta e oito espécies, cuja caracteristica principal de
diagnostico € a presenga de glandulas de veneno conectadas a um aparato inoculador do tipo

solenoglifodonte (VALENTE et al., 2018).

Estudos moleculares evidenciam que essas glandulas produzem uma grande variedade de
toxinas em diferentes espécies. A evolucao desses componentes toxicos esta relacionada a
diversificacdo por meio de duplicagdo de genes seguidos por neofuncionaliza¢do, sofrendo a¢ao
da selecdo positiva, acdo via splicing, recombinag¢do e modificacdo da expressdo dos genes,
tendo como resultado diferentes expressdes, codificadas pelas mesmas familias de genes mas
com atividade funcional distinta. Desta forma, esses componentes variaveis, presentes na
composicdo dos venenos atestam a diversidade funcional, causa das diferentes patologias

causadas por acidentes ofidicos (SLAGBOOM et al., 2017).

Os venenos das serpentes sdo uma mistura de substancias, principalmente proteinas com
atividade enzimatica, denominadas genericamente de toxinas. Quando inoculadas em um
organismo provocam uma série de implicacdes locais e que logo se disseminam por todo corpo.
A falta de tratamento apds um acidente com as espécies dos viperideos pode causar diversos
efeitos patologicos permanentes ou duradouros. Essas patologias estdo relacionadas com efeitos
criticos neurotoxicos, citotoxicos e hemotoxicos. Das atividades hemotdxicas decorrem os
principais efeitos sistémicos como hemorragias, insuficiéncia renal, coagulopatia e choque

cardiovascular (MACKSSEY, 2010).

Devido a sua abundancia e camuflagem, a maior prevaléncia de acidentes ofidicos no
Brasil se da com serpentes do género Bothrops, sendo que entre os anos de 2019 e 2020, foram
registrados 42.510 acidentes ofidicos e 176 Obitos causados por serpentes deste género no
estado de Goids (BRASIL, 2021). Dentre os viperideos do Cerrado, a espécie Bothrops moojeni
¢ a mais comum. Essa espécie possui a cauda com ponta esbranqui¢ada ou amarela e uma

preferéncia alimentar por anuros quando filhotes, porém quando adultos passam a se alimentar
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de pequenos mamiferos e sua cauda assume o padrao geral de colorido do corpo. Essa variagao
ontogenética da dieta do animal pode implicar na variagdo na composi¢do do veneno

(HATAKEYAMA et al., 2021).
1.1. O Veneno das serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus

Venenos de serpentes s3o misturas complexas de substancias tais como peptideos e
constituintes ndo protéicos, fundamentais na sua adaptagdo para o forrageamento e defesa das
serpentes. Podem atuar na presa causando a desintegracdo tissular, assim participando do
fendmeno digestorio, além de apresentarem diversas outras manifestacdes tdxicas, como
distarbios neuroldgicos e coagulopatias, que ocorrem tanto por agdo isolada das toxinas

constituintes do veneno quanto por sua atuagao sinérgica (HATAKEYAMA et al., 2021).

Veneno de Bothrops moojeni ¢ composto principalmente por metaloproteases de veneno
de cobra (SVMP), serino proteases (SVSPs), fosfolipase A2, L-aminoacido oxidases (LAAO),
Lectinas do tipo C (CTL) e por toxinas menos abundantes como fatores de crescimento
endotelial (VEGF), peptideos potenciadores de bradicinina (BPP), secre¢des protéicas ricas em
cisteina (CRISP) e hialuronidase, estas ultimas correspondendo a cerca de 15% de proteinas

totais no veneno (AGUIAR et al., 2019).

Os venenos de Crotalus durissus, por intermédio de proteinas precursoras, promove a
coagulagdo por meio da Convulxina e da Giroscina, € hemorragia por meio de complexos de
Crotoxinas A e B e Crotamina. A fosfolipase A2 de venenos de serpentes (SVPLA2) sdo
enzimas que catalisam a hidrdlise dos fosfolipidios e também favorecem a modulagdo dos
efeitos hemostaticos. Entre os principais mecanismos estdo a hidrélise de fosfolipidios pro-
coagulantes, competi¢ao com fator de coagulagao e ligacao direta com estes (GIMENEZ et al.,

2020).
1.2. Proteases coagulantes do veneno de serpentes

Proteases que provocam alteracdo na hemostasia atuam por meio da estrutura molecular
ou pela funcao bioquimica e, em muitos casos, emulam a trombina, promovendo a ligacao do
Fator Tecidual, provocando a clivagem do fibrinogénio em duas cadeias de fibrinopeptidicas
(A e B) para formar fibrina (ISBISTER, 2009). Exercem uma fun¢ao importante no organismo,
pois promovem a ativagao de uma cascata proteolitica que ajuda a manter a integridade de vasos
sanguineos e barreiras epiteliais que barram e destroem organismos invasores. Quando essas

proteases sdo lancadas em alta concentrag@o no sangue, promovem a coordenagao da resposta



imunologica por meio da ativacdo da cascata de coagulacdo e sistema complementar

(CHANDRABALAN et al., 2021).

Metaloproteases de venenos de serpentes (SVMPs) sdo classificadas em trés classes com
base no seu dominio catalitico. A classe PI possui apenas um grupo catalitico, a classe PII
apresenta um grupo catalitico e um dominio desintegrina, e a classe PIII de maior peso
molecular, conta com dominios desintegrina e dominios ricos em cisteina (PIIla e PIIIb), sendo
que o dominio PIIlb apresenta um dominio adicional semelhante a lectina. Em serpentes do
género Bothrops, essas SVMPs promovem a ativacdo dos fatores II e X da cascata de
coagulacdo, que encontram-se no plasma em sua forma inativa e ativagdo por SVMPs ocorre
por clivagem proteolitica do sitio de ligacdo do peptideo especifico, ativando o Fator Xa
formando trombos. Além de promover a coagulacdo, também promovem outros eventos

hemostaticos como fibrinolise (SARTIM et al., 2015).

A Moojenactivase (MooA) é uma metaloprotease do veneno de Bothrops moojeni. E
formada por trés cadeias de proteinas, uma HC-N glicosilada, uma de cadeia a e outra de cadeia
. Desempenha a ativacdo dos fatores II e X, como também, clivagem do fibrinogénio. Apesar
de ativar os dois fatores, apresenta maior eficiéncia em ativar o fator X. Essa interagdo ocorre
entre o dominio da lectina da protease e o dominio Gla presente em ambos os fatores. Além
disso, a formagdo alfa-trombina ocorre por meio da clivagem da protrombina nos dominios
Arg271-Thr272 e Arg320-11e321 onde ¢ descrito como complexo de protrombinas e endégeno
construido pelos Fatores Xa e Va e fosfolipidios negativamente carregados e calcio (SARTIM

etal.,2015).

Umas toxinas semelhantes a trombina encontrada em venenos de serpentes sdo as
serinoproteases (SVSPs). A Moojase ¢ uma serinoprotease majoritaria do veneno de Bothrops
moojeni, ¢ possui com potencial de promover a agregacdo plaquetaria. Coletivamente,
serinoproteases sdo glicoproteinas que apresentam uma unica cadeia, possuem uma regiao
catalitica formada por uma triade de aminoacidos His57,Asp 102 e Ser 195, abundantes ligacdes
dissulfeto e uma extensa regido de glicosilagdo com uma variedade de substratos, o que lhe

confere acdo sobre a cascata de coagulagdo (AMORIM et al., 2018).
1.3. Soroterapia

Os soros contra acidentes ofidicos produzidos no Brasil sdo adquiridos através de
hiperimunizacido em cavalos que envolvem processos de alta complexidade. A hiperimunizacao

ocorre com a inje¢do de antigenos diluidos em cavalos a fim de produzir uma resposta imune,
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cada animal recebe apenas um antigeno. Depois que a imunizagdo ¢ dada como completa, o
plasma ¢ retirado e passa pelo processo de purificacdo para isolar anticorpos especificos

(BRASIL, 2018).

Soroterapia ¢ a tnica medida efetiva para o tratamento dos acidentes ofidicos. A grande
diversidade na composi¢do dos venenos implica, no entanto, em uma baixa eficacia dos soros,
principalmente na agdo proteolitica € em muitos casos na fungcdo hemostatica, uma vez que
esses soros sdo produzidos a partir da imunizag¢do de organismos com um pool de venenos de
uma variedade limitada de espécies de serpentes, que expressam toxinas em diferentes graus.
Por meio disso, a eficacia do veneno pode variar consideravelmente (SOUSA et al., 2018). Os
soros antibotropico e polivalentes produzidos no Brasil, por exemplo, sdao feitos a partir de
plasma de cavalos imunizados e com o veneno de Bothrops jararaca (50%), Bothrops
pauloensis (12,5%), Bothrops alternatus (12,5%), Bothrops moojeni (12,5%) e B. jararacussu
(12,5%) (SOUSA et al., 2018).

1.4. Processamento de toxinas pelo sistema imunoldgico

Quando ocorrem acidentes com serpentes, dois eventos principais acontecem: a
ocorréncia dos efeitos toxicos provocados pelas toxinas e a resposta do sistema imunologico
para destruir e remover essas toxinas. Com o envenenamento ofidico, entretanto, o organismo
ndo consegue reagir a tempo de evitar a rapida evolugdo do envenenamento (LEON et al.,

2011).

Os componentes do veneno sdo internalizados e processados pelas células apresentadoras
de antigenos (APC- macrofagos e células dendriticas), onde fragmentamos peptidicos para
encaixa-los em molécula MHC de classe Il para que rapidamente sejam apresentadas as células
T. Ap6s o reconhecimento, as células T helper (Th) iniciam a sele¢@o clonal de células B naive
primarias. Logo as células B se expandem para se diferenciar em células B pré-memoria ou pré-
plasmaticas, e quando maduras iniciam a sintese de anticorpos especificos (SILVA et al., 2011)

(Figura 1).

Para o estudo das alteragcdes nos mecanismos da coagulagdo existem diversos protocolos
e métodos, e portanto, grande variabilidade de resultados, implicando numa dificuldade na
analise comparativa entre os venenos de diferentes individuos ou espécies. Desta forma, o
presente estudo buscou padronizar um protocolo para o estudo da coagulacdo com venenos de
serpentes através da realizacdo controlada de testes de mensuracdo do efeito coagulante,

comparando-se os métodos de Sanchez et al., (1992) e O’Leary e Isbister (2010), ambos

4



baseados na quantificagao do efeito dptico gerado pelo contato do veneno com o sangue em

condicoes controladas.

Toxinas
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Figura 1. Agdo de células dentriticas em defesa contra antigenos protéicos. Derivadas de mondcitos, sdo
encontradas no sistema gastrointestinal, tecido epitelial e 6rgaos linfoides. A ativacdo de células T, é um processo
crucial para desencadear a produgéo de anticorpos especificos para defesa do organismo. Ilustra¢do da autora.

1.5. Sangue e coagulacgio

A principal funcdo do sangue ¢ realizar transporte de substancias essenciais tais como
nutrientes, proteinas, células de defesa, hormonios e gases pelo corpo. Desse modo, para que
estas fungdes sejam efetuadas adequadamente, o mesmo deve sempre estar em seu estado fluido
(BITTENCOURT, 2016). Na presenga de lesdo vascular, entretanto, o sangue precisa coagular
na regido da lesdo a fim de evitar perda de sangue. O sistema hemostatico tem a fungdo de
manter a fluidez sanguinea por meio de células como as plaquetas, proteinas séricas especificas,

integridade vascular e, por fim, da fibrinolise (HOFFBRAND, 2013).

Os processos que explicam a hemostasia sdo descritos como hemostasia primaria,
hemostasia secundéria e fibrindlise (GRIMALDO-GOMEZ, 2017). A hemostasia priméria é
efetuada por derivados celulares (plaquetas), que além de atuar no papel crucial da hemostasia,
também possuem fungdes ligadas ao processo tromboinflamatorio. Plaquetas sdo derivados
celulares anucleados e apresentam trés tipos de granulos que sdo responsdveis por manter o
controle da hemostasia: granulos a, granulos densos e granulos T. Na ocorréncia de lesao
tecidual ou vascular, as plaquetas desempenham fungdes de adesdo com algumas estruturas

endoteliais e subendoteliais consecutivos com ativacao e agregacao plaquetaria, fendmenos
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que, em conjunto, sao denominados como primeira onda da hemostasia. Adicionalmente, as
plaquetas expressam varios receptores de membranas como receptores de integrinas,
glicoproteinas (GP), receptores ativados por proteases (PARs) e receptores toll-like (TLRs),
estes ultimos responsaveis pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos

(PAMPs) que consequentemente formam trombos (TEIXEIRA et al., 2019).

As plaquetas se aderem ao endotélio lesado através das glicoproteinas (GP), que
interagem com o colageno subendotelial com intermediagdo do Fator de Von Willebrand
(FvW). Quando as plaquetas se aderem, promovem o aumento da afinidade das GP pelo
fibrinogénio (FI). Deste modo, a formacdo do agregado de plaquetas ¢ mediada com
fibrinogénio interagindo com GP a fim de formar agregados de plaquetas (KOUPENOVA-
ZAMOR et al., 2017).

A hemostasia secundaria ocorre quando o fibrinogénio ¢ clivado pela trombina formando
fibrina. O processo que envolve a formacdo de fibrina se da pela ativacdo de fatores de
coagulagao, sintetizados no figado e ativados por ocasido de lesdo. Essa ativagao se da por duas
vias, extrinseca e intrinseca, que agem em sinergia e culminam na via comum. O inicio da via
extrinseca ¢ iniciado quando o Fator VII (Proconvertina) plasmatico se liga ao fator tecidual
(FT) liberado pelo endotélio vascular lesionado, e rapidamente gera uma resposta celular calcio-
dependente. O FT ativa o Fator VII, que desencadeia a ativagdo do Fator X (Fator de Stuart
Power), consequentemente ativando o Fator V (Proacelerina) que converte o Fator I
(protrombina) em Fator Ila (trombina). Trombinas sdo proteases chaves na coagulagdo, sua
génese ¢ determinada pelo processo de clivagem proteolitica da protrombina zimogénica
(HEUBERGER et al., 2019; SANG et al., 2020) (Figura 2).

A produgdo de Fator Ila (trombina) dé inicio & via intrinseca, também denominada
“amplificacdo” da cascata de coagulagdo, pois o Fator XII ativa o Fator XI na presenca de
calcio. Ativado o Fator XI, ¢ causada a ativacdo em cascata, respectiva e consecutivamente, do

Fator IX e do Fator X (SANG et al., 2020) (Figura 3).

O ultimo processo ¢ denominado via comum, pois tanto a via intrinseca como extrinseca ativam
o Fator X. A amplificacdo da coagulagdo ¢ um evento concomitante, pois uma vez que nao se
tenha alguns fatores de coagulagdo como o Fator V, o Fator X pode produzir tragos de trombina
a partir de protrombina, dessa maneira também causando a ativagao consecutiva dos Fatores V,
VIII e IX. O processo de amplificagdo ¢ um dos mais importantes para promover o aumento na
produgdo de trombina por meio de comunicagdo intracelular pela ativagdo do FV ou por meio

de receptores acoplados a proteina G (GPCR). (SANG et al., 2020) (Figura 4).
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Figura 2. A via extrinseca da cascata de coagulacdo. A lesdo tecidual expde o FIII ao plasma sanguineo. A ativago
da cascata se da por ativagdo do FVII, FX eFV para a mediacdo de outros agentes coagulantes. A ativagdo do fator
Va gera FII, que logo se converte em trombina. A trombina recém-formada estimula receptores de membranas de
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Figura 4. A amplificacdo da produgdo de trombina (via extrinseca) intermediada pelos fatores de coagulagao VIII,
IX, X e V. Ilustracao da autora.

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) sao constituidos em 4 membros (PAR 1-
4) que realizam clivagem proteolitica de carater irreversivel, desacoplando ligantes da regido
N-terminal do mesmo receptor, ativando-o através de ligacdes intramoleculares que acionam a
sinalizacdo transmembranar. S3o agonistas tendenciosos, onde varios ligantes promovem
diferentes respostas de sinalizagdo e que ativam os mesmos receptores (CHANDRABALAN et
al., 2021). Estao amplamente distribuidos em células de vasos sanguineos, plaquetas,
neutrofilos e macrofagos, suscitando um perfil de expressdo de proteases em varios campos
fisioldgicos, principalmente na coagulagdo, cancer e na resposta inflamatoria. Originalmente, o
PARI ¢ identificado como receptor de trombina em plaquetas, ou por multiplas proteases que
pode variar na localizacao dos receptores, como os cofatores de cada protease (HAN et al.,
2020). O PARI1 ¢ ativado por concentragdes nanomolares de trombina, ativando principalmente

os fatores X ¢ VII (SANG et al., 2020).

A resposta ¢ intermediada por fosfolipase C B (PLCP), fosfatidilinositol com formagao
de inositol-1,4,5- trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) com a finalidade de ativar proteinas
quinase (PKC). Esse processo desempenha a produ¢do de integrinas, disseminando a produgao
de granulos e principalmente de plaquetas que, enfim, desenvolvem uma resposta de agregacao

plaquetaria (SANG et al., 2020) (Figura 5).

O ultimo processo da coagulacao se da pela degradagdo do coagulo de fibrina pelo sistema
fibrinolitico sob a¢do de plasmina derivada do plasminogénio, uma pré-enzima inativa podendo
ser ativado por plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) que possui alta afinidade pela fibrina que
desempenha a fibrinolise intravascular, ou plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA) que admite

atividade em superficie de células operando em agdo proteolitica da plasmina. A plasmina tem
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a incumbéncia de degradar a fibrina, apesar de sua importancia para esse processo, apresenta
baixa especificidade com relagdo ao substrato, ¢ quando de forma livre no sangue degrada
varias proteinas (fibrinogénio, fator V, VIII), nesse caso, o plasma apresenta outra proteina para

inibir plasmina de forma rapida, alfa-2-antiplasmina (COLLEN, 1986).

Em resposta a trombina, as células endoteliais promovem a liberagdo detPA, assim tém-
se a ativagdo de plasmina em grande quantidade, essas, podem degradar fibrina como também
outras proteinas em pequenos fragmentos, e os produtos degradados apresentam uma resposta
anticoagulante. Isto ocorre pois os produtos formados para degradar fibrina passam a degradar
trombina, impedindo a formagao de fibrinogénio e, consequentemente, inibindo a formagao de

coagulos de fibrina (DUKE, 2003).
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Figura 5. Representacdo esquematica de receptores acoplados a proteina G (em azul). Exibi¢do de receptores
ativados por proteases PAR1. A sinalizagdo ¢ iniciada por meio de uma protease agonista no receptor PAR1. A
ativacdo induz ganho de fosfato formando guanosina trifosfato (GTP) a fim de estimular a subunidade Gagq.
Ativado, forma-se o intermediario N-terminal agonista em que se liga em outro receptor de trombina que induz a
sinalizagdo intracelular (b). Este dinamismo ativa fosfolipase C f (PLCP), que forma uma molécula de
fosfatidilinositol, logo passa por um processo de hidrolise dissociando em duas moléculas: inositol-1,4,5- trifosfato
(IP3) e diacilglicerol (DAG) (c). O IP3 liga-se a receptores de proteinas transmembrana do reticulo endoplasmatico
(d) que logo promove a liberagdo de ions Ca+ que se unem com o DAG para ativar proteinas quinase (e). As
proteinas-quinase promovem a ativagao para agregacdo plaquetaria. Ilustragdo da autora.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estabelecer um protocolo padrao para a quantificacdo da atividade coagulante do veneno
usando como padrdo o veneno de Bothrops moojeni, Bothrops pauloensis, Bothrops alternatus

e Crotalus durissus.
2.2. Objetivos especificos

e Estabelecer a concentracdo minima coagulante em venenos de Bothrops moojeni, Bothrops
pauloensis, Bothrops alternatus, e Crotalus durissus por meio da dosagem de proteinas para

ambos os métodos estudados.
e Efetuar ambos os métodos sob condi¢des semelhantes e conforme os parametros autorais;
e Comparar a sensibilidade, rapidez e complexidade de ambos os métodos;

e Comparar estatisticamente se existem diferencas significativas entre os resultados obtidos

através do emprego dos métodos de Sanchez et al. (1992) e de O’Leary e Isbister (2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostra de veneno

Foram utilizados venenos (pool) homogeneizados e liofilizados das espécies Bothrops
moojeni, Bothrops pauloensis, Bothrops alternatus € Crotalus durissus do banco de venenos
do Centro de Estudos e Pesquisas Biologicas (CEPB) da PUC-GO. As amostras foram diluidas

em PBS e submetidas a dosagem de proteinas.
3.2. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina foi realizada mediante o0 método de Bradford (1976) utilizando-
se albumina bovina como padrdo comparativo. Primeiramente, foi feita uma dilui¢ao seriada.
De acordo com o método, a quantificagdo de proteina foi avaliada pela interacdo do reagente

com a concentracao de proteina total em cada dosagem. O ensaio foi realizado em triplicata.
3.3. Atividade coagulante pelo método de Sanchez et al. (1992)

Aliquotas de veneno (200uL) diluidas em diferentes concentragdes (1, 62,5; 125, 250 e
500pg/ml)foram adicionadas ao plasma humano com PBS (diluicdo 1:1 v/v). A atividade
coagulante foi medida em dose minima coagulante, onde foi definida a quantidade de veneno
(ng/mL) capaz de coagular o plasma em 60s. A coagulacao foi verificada a olho nu registrando-

se o tempo de coagulagdo manualmente. O ensaio foi realizado em triplicata.
3.4. Atividade coagulante pelo método de O’Leary e Isbister (2010)

Solugdes-estoque de venenos e plasma do tipo O, Rh+ de um tnico individuo foram
preparados e incubados a 37°C e, em seguida, aliquotas de veneno (100uL) diluidas em série
foram adicionadas a 100uL de plasma. A coagulacao foi medida por espectrometria a 340 nm
e o tempo foi registrado quando houve o aumento de 0,02 unidades de absorbancia. A atividade
coagulante foi determinada com o encurtamento do tempo de coagulagao. O ensaio foi realizado

em triplicata.

11



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a importancia da padronizagdo dos métodos, presume-se que os efeitos dos
distarbios de coagulacdo promovidos pelos venenos sdo afetados por diversas varidveis de
dificil controle, tais como a resposta particular de cada individuo exposto as toxinas e variagao
individual, sazonal, ontogenética e sexual do veneno das serpentes. Desta forma, procuramos
demonstrar, em condi¢des controladas de reagdo, a eficiéncia e congruéncia comparada entre

estes métodos de avalia¢do de atividade coagulante.
4.1. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina pelo método de Bradford (1976) foi realizada observando-se
condi¢des iguais de manuseio e temperatura, a partir de solugao-estoque de concentragao inicial
de 1 pg/ml dos venenos e dilui¢do seriada, obtendo-se a concentracgao final de 62,5 pg/ml para
os venenos B. moojeni, B. alternatus e C. durissus. A concentragdo final para o veneno de B.
pauloensis foi de 31,25 pg/ml, pois a atividade coagulante ¢ mais intensa que as demais espécies
em estudo. A utilizagdo deste método ¢ fundamental pela necessidade de se estabelecer uma
concentragdo de melhor sensibilidade para descrever a coagulagdo com venenos de serpentes
com quantidades dentro da curva padrao (Figura 6). As concentracdes médias da dosagem de
proteinas foram utilizadas como base do calculo para a expressdo em pg/ml (Tabela 1). O

método foi realizado em triplicata para confirma¢do de harmonia entre os resultados obtidos.
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Figura 6 - Curva padrdo da dosagem da albumina. No eixo horizontal é expressa a absorbancia aferida em unidades
de absorbancia (UA) e no eixo vertical a concentragdo de proteinas em pg/ml.
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Tabela 1 - Descri¢do da quantificacdo de proteinas pelo método proposto por Bradford (1976). Valores da curva
padrio onde foram obtidos os seguintes resultados em triplicata.

Concentracio 1pg/ml 500 pg/ml 250pg/ml 125pg/ml 62,5ug/ml
0,267 UA 0,181 UA 0,163 UA 0,160 UA 0,125 UA

Absorbiancia @ 0237UA ° 0317UA @ 0,142UA 0,111 UA 0,149 UA
- 0,157UA = 01150UA  0,113UA = 0,140UA 0,136 UA

X 0,220 UA 0,216 UA 0,139 UA 0,137 UA 0,137 UA

4.2. Ensaio coagulante pelo método de Sanchez et al. (1992)

Efetuando-se o método de Sanchez et al. (1992) em triplicata, sua acuracia, sensibilidade
e eficiéncia foram avaliadas. Os resultados obtidos dessa forma sdo expressos e sistematizados
na Tabela 2. Neste método, a leitura a olho nu ndo mostrou precisdo devido a incapacidade de
se observar o inicio da formagdo de protofibrilas (fase “lag”) e por promover uma visao
insatisfatoria da formagao de fibrina dentro nos tubos, o que ocasionou uma contagem de tempo
imprecisa. A concentragao de 1pg/ml, por exemplo, mostrou-se altamente eficaz para coagular

o sangue em menos de 30 segundos, porém atrasando cerca de 13 segundos em comparagdo ao

método de O’Leary & Isbister (2010).

Tabela 2. Tempo (segundos) da atividade coagulante pelo método de Sanchez et al. (1992) em venenos de
Bothrops moojeni. O ensaio foi realizado em triplicata em tubos de ensaio contendo plasma e veneno diluido e o
tempo de coagulagdo foi medido com base na observacdo da formacdo de rede de fibrina com uma pipeta
automatica.

Concentracio Opg/ml* 1pg/ml 500 pg/ml 250pg/ml 125png/ml 62,5ng/ml
237 30 40 53 75 99
Tempo (s) 204 30 37 49 65 99
262 28 39 53 67 95
X 234,3 29,3 38,7 51,7 70,3 97,7

4.3. Ensaio coagulante pelo método de O’Leary e Isbister (2010)

Da mesma forma que para o método anterior, a sensibilidade, acurécia e eficiéncia do
método de O’Leary & Ibister (2010) foi avaliada realizando-se o teste em triplicata (Tabelas 3,
4,5 e 6). A contagem do inicio da coagulacio se deu pelo inicio do aumento da absorbancia
demonstrada pelo espectrofotometro. O método O'Leary e Isbister (2010) mostrou-se
conveniente para descrever o tempo da atividade coagulante. Contudo, a leitura no
espectrofotometro em 340 nm, conforme sugerido originalmente, foi impraticavel devido a

coloracdo amarelada do plasma.

O plasma sanguineo do individuo em jejum prolongado € mais translucido, e talvez essa
fosse a caracteristica do plasma utilizado na concepc¢ao original do teste. J4 para individuos que
ndo praticaram jejum anterior a coleta de sangue, o plasma encontra-se colorido (amarelado)

por interferéncia das substancias e derivados oriundos do processo digestorio. Desta forma, o
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método foi adaptado para que a leitura fosse observada em 540 nm, e, com esta adaptagao

obtivemos maior sucesso na execucao desse teste.

Tabela 3. Descricdo do tempo (segundos) da atividade coagulante pelo método de O'Leary e Isbister (2010) em
venenos de Bothrops moojeni. O ensaio foi realizado em triplicata em cubetas contendo plasma e veneno diluido
em PBS nas concentra¢des designadas da dosagem de proteinas, o tempo de coagulagdo foi medido em 540nm
com o aumento disparado da leitura, indicando coagulagao total do plasma.

Concentraciio Oug/ml* 1pg/ml 500 pg/ml 250png/ml 125pg/ml 62,5ug/ml
2785 18 38 38 61 70
Tempo (s) 189 18 32 39 56 66
B 165 13 15 37 47 66
X 209,7 16,3 28,3 38 54,7 67,3

Tabela 4. Descrigdo do tempo (segundos) da atividade coagulante pelo método de O'Leary e Isbister (2010) em
venenos de Bothrops pauloensis. O ensaio foi realizado em triplicata em cubetas contendo plasma e veneno diluido
em PBS nas concentragdes designadas da dosagem de proteinas, o tempo de coagulacdo foi medido em 540nm
com o aumento disparado da leitura, indicando coagulagéo total do plasma.

Concentracio 1pg/ml 500 pg/ml 250pg/ml 125pg/ml 62,5ug/ml  31,25pg/m
16 21 24 28 39 55
Tempo (s) 13 18 24 22 38 53
13 20 18 26 38 43
X 14 19,7 22 253 38,3 50,3

Tabela 5. Descricdo do tempo (segundos) da atividade coagulante pelo método de O'Leary e Isbister (2010) em
venenos de Bothrops alternatus. O ensaio foi realizado em triplicata em cubetas contendo plasma e veneno diluido
em PBS nas concentra¢des designadas da dosagem de proteinas, o tempo de coagulagdo foi medido em 540nm
com o aumento disparado da leitura, indicando coagulagao total do plasma.

Concentracio 1pg/ml 500 pg/ml 250pg/ml 125pg/ml 62,5pg/ml
17 23 27 34 53
Tempo (s) 20 20 24 36 51
19 22 29 39 53
X 18,7 21,7 26,7 36,3 52,3

Tabela 6. Descrigdo do tempo (segundos) da atividade coagulante pelo método de O'Leary e Isbister (2010) em
venenos de Crotalus durissus. O ensaio foi realizado em triplicata em cubetas contendo plasma e veneno diluido
em PBS nas concentragdes designadas da dosagem de proteinas, o tempo de coagulacdo foi medido em 540nm
com o aumento disparado da leitura, indicando coagulagao total do plasma.

Concentraciio 1pg/ml 500 pg/ml 250pg/ml 125pg/ml 62,5pg/ml
40 36 46 64 126
Tempo (s) 20 43 40 63 140
26 30 42 70 129
X 28,7 36,3 42,7 65,7 131,7

Outro aspecto a ser considerado nesse método ¢ que o aumento de 0,02 de absorbéancia
observado na atividade coagulante pode significar pouca ou nenhuma concentragdo de
protofibrilas. Uma vez que observou-se que um incremento de apenas 0,02 UA era sucedido
por um breve periodo (alguns segundos) de estabilidade e, somente apds essa fase, a rapida

ascencao da absorbancia ¢ verificavel.

Sugerimos portanto que um acréscimo tao pequeno como 0,02 UA deve ser considerado
como “ruido de fundo” nesse teste conforme praticado neste trabalho. Pode inclusive ter sido

causado pela propria turbuléncia causada pela injecdo do veneno na cubeta. Desta forma,
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sugerimos iniciar a contagem de tempo para a mensuracao da atividade a que o teste se presta

somente apos a ultrapassagem de 0,02 UA no incremento da absorbancia (Figura 7).
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Figura 7. Andlise comparativa dos métodos de atividade coagulante com veneno de Bothrops moojeni. Em azul
escuro representa o tempo de coagulagdo normal (TCN) seguido das concentragdes utilizadas. A média do menor
tempo de coagulacdo foi de 29,3 s e o maior de 234,3 s para o protocolo de Sanchez et al (1992) e a média do
menor tempo de coagulagdo para o protocolo O’Leary e Isbister (2010) foi 16,33 e o maior 209,7.

O resultado obtido em resposta a atividade coagulante com Bothrops pauloensis,
demonstraram que varios processos metabodlicos influenciam na formacao da estrutura final do
codgulo de fibrina. Nisto, foi possivel observar que ao final da formagdo do coagulo,
demonstrou uma aparéncia mais densa e sem a formag¢do de uma borda liquida quando
comparado ao coagulo com veneno de Crotalus durissus (Figura 8A), o tempo que levou para
coagular foi maior e o coagulo formado apresentou uma forma gelatinosa pouca estabelecida,
com delineamento aquoso mostrando um coagulo denso apenas no centro (Figura 8B). Para
tanto, pode-se observar que, a ativagdo de fatores de coagulacao especificos como o V, X sdo

extremamente importantes, pois o FV pode acelerar a formacao de trombina e o FX ativa a via
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comum podendo justificar a precisdo na descri¢ao final do codgulo em um curto periodo de

tempo.

Figura 8. Coagulo de fibrina retirado da cubeta. (A): Veneno de Bothrops pauloensis; (B): Veneno de Crotalus
durissus.

Outros aspectos a serem observados apds o consumo de fibrinogénio ¢ a escassez nos
estoques de no organismo que pode provocar eventos hemorragicos. Além dessa complicacao,
existem varios eventos que tornam maior a complexidade da agdo de proteases. A existéncia de
trombos limita a circulagdo em tecidos musculares configurando ma regeneragdo tecidual e
consequentemente mionecrose local, como também induz a amplificacdo da resposta

inflamatéria (LARRECHE et al., 2021).
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, a quantidade minima para coagular o sangue em 60 segundos com venenos
de espécies do género Bothrops moojeni € Crotalus durissus ¢ de 125pg/ml, 33,25ug/ml para
Bothrops pauloensis, 62,51g/ml para Bothrops alternatus. O protocolo mais apropriado para o
estudo da coagulagdo revelou-se ser o teste de O'Leary e Isbister (2010) modificado no

comprimento de onda da leitura espectrofotométrica e condigdes aqui propostas.

A padronizacdo do método possibilitou um meio preciso e de facil aplicabilidade para

identificar o tempo de coagulacao.

A leitura da absorbancia no comprimento de onda 340 nm, conforme sugerido
originalmente, ¢ comprometida pela colora¢do do plasma. Nessas condi¢des de coloragdo, o
uso do comprimento de onda de 540 nm mostrou-se uma alternativa viavel para superar essa

limitagao.

Um acréscimo tdo pequeno quanto 0,02 UA na leitura pode indicar diferentes
interferéncias na amostra, como a intera¢ao entre componentes do plasma, formag¢ao de bolhas
no manuseio da amostra, turbuléncia transitoria pela inoculagao do reagente ou mesmo erro de

leitura, uma vez que se trata de limite de sensibilidade do espectrofotometro utilizado.

A contagem do tempo de coagulagdo, pelo motivo exposto acima, deve iniciar-se somente
apos a ultrapassagem do aumento de 0,02 UA da amostra por se tratar de um meio rico em
proteinas, o tempo de coagulacdo se inicia a partir do momento em que ha um disparo na

absorbancia de forma répida bastante perceptivel.

O consumo induzido de fibrinogénio no organismo gera nao s6 coagulacdo como
também hemorragia, pois, uma vez que o estoque de fibrinogénio torna escasso, o sangue torna-
se incoaguléavel, desta forma, a padroniza¢do de um método preciso e especifico para avaliar o
tempo de coagulagdo torna-se necessario sendo uma grande ferramenta para estudos na area. A
analise de variancia realizada entre os dois métodos apresentou distribui¢do normal e também

diferencas estatisticamente significativas (P<0,001).
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Termo de autorizagdo de publicacdo de produgdo académica

A estudante Danielle Santos Ribeiro do Curso de Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas,
matricula 20181005001171, telefone: (62)993786275 e-mail daniellesantos S@hotmail.com,
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Direitos do autor), autoriza a Pontificia Universidade Catdlica de Goias (PUC Goiés) a
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protocolo de quantificacio de atividade coagulante de venenos de serpentes do género
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