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RESUMO

Yamashita K.M. Patogénese dos distarbios hemostaticos sistémicos
induzidos pelo veneno da serpente Bothrops jararaca. [Dissertacdo]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013.

Acidentes pela serpente Bothrops jararaca (Bj) causam distirbios hemostaticos em
pacientes. Sabe-se que a fisiopatologia desses distarbios é complexa, porém néo
se conhece a relevancia das duas principais familias de enzimas presentes no
veneno de Bj com atividade anti-hemostatica, as metaloproteinases e
serinaproteases, para promover esses disturbios. Além disso, a injuria local
induzida no local da inoculacdo do veneno poderia estimular a liberagdo de fator
tissular (TF) na circulagdo sanguinea, favorecendo a coagulopatia. Assim, o
objetivo deste projeto foi investigar a contribuicdo das metaloproteinases e
serinaproteases do veneno de Bj e a expressédo de TF para a génese dos disturbios
hemostaticos, utilizando um modelo experimental em ratos. O veneno de Bj foi
previamente incubado com Na,-EDTA 13 mM ou AEBSF 4 mM para inibir as
metaloproteinases e serinaproteases, respectivamente, e administrado pelas vias
s.c. ou i.v. Apos 3 e 6 h, os parametros hemostéticos e de expressao proteica de TF
e isomerase de dissulfeto proteico (PDI) foram avaliados. Os niveis de veneno
circulante se elevaram mais rapidamente no grupo injetado pela via i.v., e 0
tratamento do veneno com Na,-EDTA ou AEBSF néo reduziu os niveis circulantes
de veneno em comparagdo ao grupo controle com veneno. Em comparagdo com
animais tratados com salina, houve uma queda abrupta na contagem plaquetéria
em todos 0s grupos e tempos administrados com veneno de Bj, sendo o grupo
administrado pela via i.v. 0 que apresentou uma gqueda de maior intensidade. O pré-
tratamento do veneno com o AEBSF ndo impediu o consumo plaguetario e somente
0 Na,-EDTA parcialmente reverteu a plaquetopenia. Por outro lado, o veneno ndo
tratado causou consumo de fibrinogénio plasmatico, geracdo de produtos de
degradacéo de fibrinogénio e fibrina, prolongamento do tempo de protrombina (TP)
e hemorragia no local de inoculagdo do veneno. No entanto, o Na,-EDTA, e ndo o
AEBSF, blogueou completamente esses parametros. Nao houve reducédo dos niveis
de fator VIl ao longo do envenenamento, e seus niveis apresentou um notavel
aumento nos animais envenenados no grupo 6 h s.c. Ratos envenenados
apresentaram notavel aumento dos niveis do TF plasméticos, que foi inibido pelo
pré-tratamento com o Na,-EDTA. Houve também aumento da expressdo de TF no
pulmdo e pele. Nos grupos injetados com veneno de Bj em 6 h ocorreu uma
reducdo da expressao de PDI. Os resultados mostram que as metaloproteinases
sdo componentes essenciais para o0 desencadeamento da coagulopatia do
envenenamento. No entanto, as metaloproteinases e serinaproteases nao estao
diretamente envolvidas na génese da plaguetopenia induzida pelo veneno de Bj e
outros mecanismos/toxinas parecem estar envolvidos. Os resultados também
demonstraram o aumento dos niveis de TF plasmético durante 0 envenenamento,
similar aquele observado na coagulacéo intravascular disseminada, o que sugere a
importancia da geracdo de TF como um mecanismo para promover distirbios
sistémicos da coagulacgéo.

Descritores: coagulacdo sanguinea; fator tissular; plaguetas; veneno, Bothrops
jararaca.



ABSTRACT

Yamashita K.M. Pathogenesis of systemic hemostatic disturbances in
Bothrops jararaca snake envenomation. [Dissertation]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2013.

Bites by Bothrops jararaca (Bj) snakes evoke hemostatic disturbances in patients.
The pathophysiology of such disturbances is complex, but the importance of the
major enzyme families with anti-hemostatic activity, found in Bj venom. i.e.,
metalloproteinases and serine proteinases, to promote them is not known.
Moreover, the local injury induced at the site of venom inoculation might also
stimulate tissue factor (TF) release into bloodstream, favoring the coagulopathy. The
aim of this study was to investigate the contribution of metalloproteinases and serine
proteinases of Bj venom, as well the TF expression to the genesis of hemaostatic
disturbances, using an experimental model in rats. Crude Bj venom was previously
incubated with 13 mM Na,-EDTA or 4 mM AEBSF to inhibit metalloproteinases and
serine proteinases, respectively, and administered s.c. or i.v. into rats. After 3 and 6
h, hemostatic parameters and TF and protein disulfide isomerase (PDI) expression
were evaluated in plasma and samples of skin and lungs. Circulating venom levels
increased more rapidly in i.v. group, and neither Na,-EDTA nor AEBSF treatment
reduced the circulating venom levels in comparison with the control group. Platelet
counts showed a marked decrease in all groups administered with Bj venom in
comparison with saline-treated rats; the fall in platelet counts was more intense in
animals administered i.v. with Bj venom. The pre-treatment of venom with AEBSF
failed to block the fall in platelets count, and only Na,-EDTA minimally reversed
thrombocytopenia. Nonetheless, non-treated venom provoked plasma fibrinogen
consumption, generation of fibrin(ogen) degration products, prolongation of
prothrombin time (TP), and hemorrhage at the site of venom inoculation. However,
Na,-EDTA, but not AEBSF, completely blocked these parameters. Factor VII levels
were not reduced during envenomation, and they showed a marked increase in
envenomed rats at 6 h in the s.c. group. Envenomed rats showed a marked
increase in plasma TF levels, which was also blocked by Na,-EDTA. In addition, TF
expression was increased in the lung and skin samples. PDI expression in skin was
reduced at 6 h in all groups treated with venom. These findings demonstrate that
metalloproteinases are essential venom components involved in the Bj-induced
coagulopathy. Nonetheless, metalloproteinases and serine proteases had no direct
involvement in the genesis of Bj-induced thrombocytopenia and other venom
mechanisms/toxins seem to be associated therein. High levels of TF in plasma may
occur during snake envenomation, so that the etiopathogenesis of coagulopathy in
snake envenomation resembled that of true disseminated intravascular coagulation
syndrome.

Descriptors: blood coagulation; tissue factor; platelets; venom, Bothrops jararaca.



1. INTRODUCAO

No Brasil, as serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por 90%
dos casos notificados de envenenamentos ofidicos, evidenciando a grande
relevancia dessas serpentes na area meédica. O veneno da serpente
Bothrops jararaca pode induzir efeitos fisiopatolégicos graves, incluindo
distirbios hemostaticos que podem causar coagulopatias, alteracfes da
funcdo plaquetéria e plaguetopenia, uma das manifestacfes mais frequentes
apresentadas nos individuos envenenados (1).

1.1. Venenos e envenenamentos botropicos

Desde a Antiguidade se reconhece gque as serpentes sdo capazes de
alterar o processo hemostatico normal. De forma similar, os primeiros
cronistas notaram que muitas serpentes presentes no territério brasileiro
eram capazes de induzir sangramentos. Entre as principais serpentes
peconhentas brasileiras, quatro sdo consideradas de interesse em saude
publica devido ao elevado numero de individuos acidentados, destacando-se
as dos géneros Bothrops (jararaca), Crotalus (cascavel), Lachesis
(surucucu) e Micrurus (coral) (2).

As serpentes estdo classificadas no reino Animalia, filo Chordata,
classe Reptilia, ordem Squamata e subordem Ophidia, existindo uma ampla
variedade de espécies no Brasil (3). Segundo dados do Ministério da Saude,
a incidéncia é de 15,5 acidentes por serpentes pegonhentas a cada 100 mil
habitantes, sendo que 29.635 casos de acidentes por serpentes foram
registrados somente no ano de 2010. Essas altas taxas resultam em mais de
100 mortes anualmente no Brasil e a taxa de sequelas permanentes ainda
permanece desconhecida (4).

No pais, a maior ocorréncia de acidentes ofidicos ocorre na regiao
Sudeste, onde o0s acidentes por serpentes do género Bothrops

correspondem ao acidente ofidico de maior importancia epidemiolégica (5).



No Estado de Séao Paulo, acidentes pela serpente Bothrops jararaca (Figura
la) sdo de grande importancia a saude publica, sendo ela responsavel por
97,5% dos casos de envenenamentos (1). Essa serpente esta distribuida
nas regibes Norte, Nordeste e Sudeste, desde o sul da Bahia até o Rio
Grande do Sul (Figura 1b).

A serpente Bothrops jararaca (WIED, 1824) €& popularmente
conhecida como jararaca e pertencente a familia Viperidade. S&o
caracterizadas pela presenca de um aparelho inoculador do tipo solendglifo
e cabeca triangular. Possui coloragao variada, apresentando tons castanhos
claros a preto, com manchas em forma de “v” invertido ao longo do corpo; o
tamanho médio dessas serpentes é de um metro aproximadamente, sendo

que os maiores exemplares chegam a 1,5 m. E vivipara, possui habitos

terrestres, atividade noturna e alimenta-se de pequenos roedores (5).

Figura 1. (a) Serpente Bothrops jararaca adulta. (Foto cedida por Carolina
Cavilac, 2008) e (b) Distribuicdo da serpente Bothrops jararaca no Brasil.
FONTE: FUNASA, 2001 (3).

Entre as atividades caracteristicas dos venenos das serpentes do
género Bothrops, pode-se citar as atividades (a) coagulante, decorrente da

acado dos ativadores de fator X e Il (protrombina) da cascata de coagulacdo e

hY

de enzimas trombinas-similes, (b) proteolitica relacionada a atividade

hY

pro-inflamatéria e (c) hemorragica, devida & acdo de hemorraginas que



provocam lesdes na membrana basal dos capilares, podendo ocasionar
sangramento sistémico (5). Essas atividades apresentam alta complexidade
uma vez que diferentes toxinas sdo capazes de ativar-se sinergicamente
para induzir um determinado efeito e deve-se considerar que uma
determinada toxina pode apresentar atividades distintas.

Sabe-se que o veneno da serpente B. jararaca € constituido por
diversos componentes, sendo mais de 80% do peso seco do veneno
constituido basicamente por enzimas e toxinas ndo-enziméticas e proteinas
nao-toxicas (6). As fracbes ndo-proteicas sdo representadas por
carboidratos, lipideos, metais, aminas biogénicas, nucleotideos e
aminoacidos livres, porém, a funcdo de cada um desses componentes bem
como 0 mecanismo de sua interacdo durante o envenenamento humano
ainda nao é totalmente conhecida (5).

Em geral, a picada nos acidentes ofidicos constitui-se em inoculacao
subcutanea ou intramuscular de veneno na vitima. Desta forma, tendo em
vista as manifestacdes clinicas apresentadas pelos individuos picados pelas
serpentes Bothrops sp., essas podem ser agrupadas em dois grandes
grupos: o0s sinais locais e sistémicos (Figura 2). Os sinais locais,
manifestados na regido proxima ao local da picada, incluem sangramento
local, edema, equimose, dor, linfadenomegalia e o aparecimento de bolhas.
Disturbios funcionais permanentes e até mesmo a perda do membro
acometido podem ocorrer no caso de necrose local, uma das complicacdes
mais sérias do envenenamento pela B. jararaca. Em casos mais graves, ha
necessidade de amputacao, o que gera invalidez permanente (1).

Os sinais sistémicos, aqueles manifestados a distancia do local da
picada, incluem os sangramentos (gengivorragia, hematuria, epistaxe,
petéquias, equimoses e purpuras), incoagulabilidade sanguinea e a
plaguetopenia (1, 7). A incoagulabilidade sanguinea ocorre devido ao
acentuado consumo dos fatores da coagulacdo, especialmente do
fibrinogénio plasmaético, causado pela acéo de diversas toxinas presentes no
veneno da B. jararaca (8, 9). Outras manifestacdes sistémicas do

envenenamento por essa serpente incluem voémitos, sudorese, hipotenséo



arterial, insuficiéncia renal e choque (1, 7, 10). Com base nessas
manifestacfes clinicas e a fim de facilitar a conduta terapéutica a ser
empregada, os acidentes botrépicos séo classificados em leve, moderado e
grave (2). Casos de mortes sdo raras e sao frequentemente associados com
hemorragia massiva, choque e insuficiéncia renal aguda (1).

Figura 2. Manifestacfes locais e sistémicas no envenenamento botropico:

(@) Edema; (b) Equimose; (c) Necrose; (d) Hemorragia gengival; (e)

Hematuria. (Doacao: Dra. Fan Hui Wen, Hospital Vital Brazil, 2009).

No veneno de B. jararaca, diversas proteinas e enzimas interferem com
as plaquetas, causando distarbios na funcdo plaquetaria e plaquetopenia,
tanto em modelos animais como em humanos, contribuindo para o processo
de desestabilizacdo da hemostasia que ocorre nesse envenenamento (1, 11-
14).

A plaquetopenia é caracterizada pela redu¢do no numero de plaquetas
circulantes e consiste em uma importante causa de sangramento
generalizado. Os valores de referéncia para a contagem normal de
plaguetas no homem variam entre 150-400x10°/L. Visto que as plaquetas
apresentam participacdo importante no processo hemostatico, no caso de
acidente ofidico causado por serpentes do género Bothrops, as plaguetas



apresentam extrema importancia no periodo que segue o envenenamento.
Véarios graus de plaguetopenia podem ser comumente observados em
pacientes envenenados por espécies de viperideos e alguns elapideos e
colubrideos, podendo ser classificados como leve, moderado ou grave (1).

A acdo do veneno botropico sobre a secrecdo plaquetaria é
temporaria, porém sua acao sobre o processo de agregacdo plaquetaria é
duradoura (11). Ainda sabe-se que a relacdo entre plaquetopenia e
sangramento sistémico espontaneo depende particularmente do veneno
envolvido, da inativacdo da funcdo plaquetaria e da gravidade da
plaguetopenia. Porém, a associacdo entre a plaquetopenia e o tempo
prolongado de coagulacdo tem sido sugerida com o aumento do risco de
sangramento nos individuos envenenados (1, 15).

O tratamento especifico para os envenenamentos ofidicos consiste na
administracdo intravenosa do antiveneno o mais precocemente possivel
considerando as manifestacdes clinicas do paciente. Cada ampola do soro
antibotrépico contém 10 mL e é capaz de neutralizar 50 mg de veneno. O
soro € produzido a partir da imunizacdo de cavalos com a mistura de
venenos de cinco espécies do género Bothrops: B. jararaca (50%), B.
alternatus (12,5%), B. moojeni (12,5%), B. neuwiedi (12,5%) e B. jararacussu
(12,5%) (16). Além disso, atualmente j4 é bastante conhecido que o tempo
decorrido entre o acidente e a soroterapia € o fator prognéstico mais
importante e geralmente esta relacionado a gravidade do envenenamento
(5).

No entanto, apesar da existéncia do soro antibotrépico, o tratamento
soroterapico ndo é 100% eficaz no controle das manifestacdes locais, como
€ 0 caso do edema, da hemorragia local e de lesGes necréticas, que se
desenvolvem no local da inoculagdo do veneno. Porém, o tratamento se
mostra eficaz para controle dos sintomas sistémicos (17), sendo que a
administracdo intravenosa do antiveneno especifico melhora a contagem
plaquetaria dos pacientes dentro de seis horas e os niveis de fibrinogénio

dentro de dezoito horas, uma vez que sao capazes de neutralizar as toxinas



presentes no veneno responsavel pela plaquetopenia e pela
incoagulabilidade sanguinea (1).

Exames laboratoriais como o tempo de coagulacdo, hemograma
(contagem plaquetaria), exame de urina e a técnica imunoenzimatica ELISA
(deteccdo de antigenos do veneno botropico) (2, 5) podem ser
extremamente Uteis para o prognostico do paciente ao auxiliar a conduta
médica. O quadro de plaquetopenia, por exemplo, pode caracterizar a
possibilidade de futuras complicacbes locais. JA a contagem total e
diferencial de leucécitos € também extremamente Util no suporte clinico dos
pacientes envenenados, que revelam leucocitose e neutrofilia, quadro que
esté ligado diretamente a gravidade do envenenamento. Também é possivel
utilizar a avaliacdo da contagem absoluta de neutrdéfilos e eosindfilos para

acompanhar a progressao de complicacdes locais, tal como a necrose (1).

1.2. Familias de proteinas do veneno botrépico

As principais familias de proteinas presentes nos venenos da
serpente B. jararaca sdo as metaloproteinases, serinaproteases, lectinas do
tipo C e fosfolipases A, (18), que em grande medida s&o responsaveis pelo
desencadeamento dos distlrbios observados no envenenamento por esta
espécie. Na maioria dos venenos do género Bothrops, a acdo coagulante
ocorre devido a acdo de enzimas capazes de hidrolisar o fator X
(metaloproteinases), a protrombina (metaloproteinases) e/ou o fibrinogénio
(serinaproteases) (9). Essas enzimas prejudicam o processo de coagulacdo
normal e causam distlrbios hemostaticos, caracterizados pelo consumo dos
fatores da coagulacédo e pela geracdo de produtos de degradagcdo de
fibrinogénio e fibrina (PDF/f), o que leva a incoagulabilidade sanguinea (1,
10, 19). J4 a acdo hemorrégica e pré-inflamatoria sdo decorrentes da agéo
das metaloproteinases do veneno (18, 20, 21).

As metaloproteinases presentes no veneno botropico pertencem a
uma superfamilia de enzimas cuja estrutura secundéria € estabilizada pela
ligagcdo a um atomo de zinco (6) e sdo responséaveis por diversas atividades

biolégicas de venenos ofidicos. Estima-se que aproximadamente 53% da



composicdo do veneno de viperideos sdo metaloproteinases, 0 que sugere
um potencial papel dessa classe de proteinas nas patologias associadas ao
envenenamento (18). Entre suas principais atividades nos venenos
botrépicos, pode-se citar a fibrinogenolitica, a colagenolitica e a hemorragica
(22). As metaloproteinases sédo classificadas em P-I, P-Il e PIll, de acordo
com a presenca ou auséncia de determinados dominios néo-proteinases,
como observado através da transcricdo de mRNA e de proteinas isoladas
presentes no veneno. As metaloproteinases do tipo P-Ill, por exemplo, séo
mais hemorragicas que as metaloproteinases do tipo P-I, sendo que as do
tipo P-lll sdo capazes de induzir sangramentos Sistémicos mesmo sem a
necessidade da acdo simultdnea de componentes que promovam disturbios
na coagulacdo. No entanto, provavelmente, enzimas e toxinas que
promovam a desfibrinacdo e desordens plaquetarias potencializam o efeito
hemorragico iniciado pelas metaloproteinases (23); diferentemente, as do
tipo P-1 sdo incapazes que induzir sangramento sistémico (24). Além disso,
as metaloproteinases também sdo responsaveis pela atividade
pré-coagulante (ativadores de fator Il e X) do veneno botrépico (25). Agentes
guelantes como o EDTA e a o-fenantrolina, ao retirarem o ion zinco que da
estabilidade as metaloproteinases, eliminam completamente a atividade
biol6gica das metaloproteinases (26).

As serinaproteases do veneno botrépico sdo enzimas que apresentam
um residuo serina altamente reativo, sendo a segunda classe de toxinas
mais abundantes presente no veneno de B. jararaca, depois das
metaloproteinases (18). As serinaproteases sdo capazes de agir na
agregacdo plaquetaria, coagulacdo sanguinea e fibrindlise (9), possuindo
grande diversidade de isoformas, de tal forma que pequenas mudancas em
suas sequéncias ou mesmo em suas estruturas tém um grande impacto
sobre sua atividade (27). Os principais componentes desta classe no veneno
de B. jararaca sédo: (a) a PA-BJ, uma potente enzima pro-agregante
plaquetaria (28, 29); (b) as enzimas trombina-similes, que sé&o
caracterizadas por apresentarem uma Unica cadeia proteica e por

hidrolisarem diretamente o fibrinogénio circulante em mondmeros de fibrina,



sem a necessidade de geracdo de trombina (10). Entre as enzimas
trombina-similes podem-se citara KN-BJ 1 e 2 (30),aTL-BJ1,2e 3 (31) e a
botrombina (32); (c) as a-fibrinogenases, que sao serinaproteases
nao-coagulantes e termoestaveis, e que degradam a cadeia Aa do
fibrinogénio (33). Inibidores dessa classe de enzimas incluem o 4-(2-
aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (AEBSF),
diisopropilfluorfosfato (DFP) e o fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), que
reagem com a serina do sitio ativo, inativando irreversivelmente essas
proteases (25, 30).

Outra classe de toxina presente no veneno botropico sdo as lectinas
do tipo C, que sdo proteinas ndo-enzimaticas, capazes de ligacbes
especificas e nado-covalentes com carboidratos, e que interferem no
processo de reconhecimento célula-célula e célula-moléculas. Apresentam
ampla variedade de propriedades biolégicas e podem apresentar atividade
anticoagulante, pré-coagulante e agonista ou antagonista da ativacao
plaguetaria (34). As lectinas do tipo C mais abundantes no veneno de B.
jararaca sdo: (a) o inibidor dos fatores IX/X da coagulacdo (35); (b) a
botrojaracina, um antagonista da trombina (9, 36); (c) as proteinas que agem
na inibicdo da agregacdo plaquetaria, como a proteina ligadora de
glicoproteina Ib (37); e (d) proteinas que aglutinam as plaquetas, como a
botrocetina, anteriormente denominada de coaglutinina, que causa
agregacdo das plaquetas sanguineas na presenca do fator de von
Willebrand (38).

Outra classe de enzimas descrita recentemente, tanto em glandulas
de veneno como em venenos de serpentes, sdo as isomerases de dissulfeto
proteico (PDI) (39-43), que séo similares as PDI de mamiferos. As PDI estado
envolvidas no processo de ativacdo do TF, e sdo imprescindiveis para
promover o dobramento e estabilidade de proteinas ricas em pontes de
dissulfeto. No entanto, até o0 momento ndo se sabe se essas proteinas
existentes no veneno desempenham alguma funcdo durante o

envenenamento. Uma das funcfes hipotéticas da PDI do veneno seria a



ativacao do TF presente no tecido subcutaneo, contribuindo para a atividade

pré-coagulante do veneno.

1.3. Hemostasia

A hemostasia é um sistema complexo — que envolve a participacdo de
fatores reoldgicos, parede vascular, plaquetas e outras células sanguineas,
fatores da coagulacao, fibrindlise e diversos inibidores da coagulacédo e
fibrindlise — que é responsavel tanto por manter o sangue fluido em
condicdes fisiologicas, quanto interromper a perda de sangue quando hé
uma lesao vascular (44).

Quando a monocamada de células endoteliais que recobre o0s vasos
sanguineos é rompida e a matriz subendotelial € exposta, inicia-se uma série
de eventos que entram em funcionamento visando minimizar a perda de
sangue e manter a circulacdo sanguinea. Inicialmente as plaquetas se
aderem as proteinas da matriz subendotelial, o que leva a ativacdo
plaguetaria, com a formacdo de um agregado plaquetario instavel. Gragas a
ativacdo simultanea do sistema de coagulagdo durante esse processo,
forma-se uma rede de fibrina capaz de estabilizar o agregado plaquetario,
formando o tampao hemostético definitivo (45).

Desta forma, a hemostasia pode ser dividida em hemostasia primaria
e hemostasia secundaria. A primaria ocorre quando ha interacdo entre os
componentes celulares, tais como a parede do vaso lesado e as plaquetas,
envolvendo uma série de eventos que incluem a adesdo das plaquetas ao
subendotélio, ativacdo, mudanca de forma e a liberagdo do conteudo
granular das plaquetas. Ja os fatores plasmaticos, cofatores, proteinas
tissulares, serinaproteases, fosfolipideos e ions calcio participam da
hemostasia secundaria (46, 47).

A ativacdo do sistema de coagulacdo simultaneamente a lesdo é de
fundamental importancia durante o reparo hemostatico. A cascata de
coagulacédo sanguinea (Figura 3) foi didaticamente dividida em duas vias, a
extrinseca (principal via para o inicio da sua ativagao) e a intrinseca, sendo

gue as duas vias séo fisiologicamente interdependentes, e suas proteinas
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plasmaticas pro-coagulantes referidas como fatores e designadas por

numerais romanos (Tabela 1) (48), em sua maioria, S840 enzimas que

circulam normalmente na sua forma inativa, denominadas zimogénios (49).

De um modo geral, a cascata ocorre na superficie da membrana fosfolipidica

e durante esse processo 0 calcio age como um importante fator que

juntamente com outros fatores ativam as etapas subsequentes da cascata

com o objetivo de estancar o sangramento com a formacédo da rede de

fibrina (50).

Fator XIlI
Pré-calicreina
Cininogénio de alto
peso molecular

XI = Xla

“Superficie”

VIl = Vlla

Fator VI
Fator tissular
Fosfolipidio
Ca ++

IX — IXa

X —=>Xa

L

Fator Xa
Fator Va
Fosfolipidio
ca ++

Protrombina —> Trombina (lla) J,

Fator Xla
Cininogénio de alto
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Fosfolipidio

ca ++ Zn++

‘L IX —>

lla

Fator IXa
Fator Vllla
Fosfolipidio
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< |

Trombina
Trombomodulina
Fosfolipidio
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IXa

<VIil

X —=>Xa

Figura 3. Esquema da cascata de coagulacdo com ativacdo pelas vias

extrinseca e intrinseca. FONTE: Mann, K.G., 2003 (51).
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Tabela 1. Fatores da coagulagcdo. FONTE: Dacie e Lewis, 1991.

I Fibrinogénio
1 Protrombina

Vv Pro-acelerina

Vil Pro-convertina
VI Fator anti-hemofilico

IX Fator de Christmas

X Fator de Stuart

Xl -

XIl Fator de Hageman

XII Fator estabilizador de fibrina

A descricdo desse modelo didatico da cascata foi extremamente (til
nos estudos clinicos, como para interpretacfes de testes laboratoriais para
anormalidades plasmaticas. Desta forma, deficiéncias na via extrinseca ou
comum da coagulacdo podem ser avaliadas utilizando o tempo de
protrombina (TP), enquanto que deficiéncias na via intrinseca podem ser
avaliadas utilizando o tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) (50).

Assim, para a formacao da rede de fibrina em resposta a uma injaria
vascular, a exposicao e a ativacdo de uma proteina iniciadora, o fator tissular
(TF), € um componente crucial no local do dano vascular para ativacdo da
via extrinseca. O processo de coagulacao inicia-se com a formacdo de um
complexo com o fator Vlla circulante, pertencente ao grupo das proteinas
dependentes da vitamina K (incluem também os fatores IX, X, protrombina e
a proteina C) (45). Esse complexo ativa o fator X (via comum) que, por sua
vez, leva a formacdo de pequenas quantidades de trombina, através do
complexo protrombinase (52). Essa enzima apresenta diversas atividades
bioldgicas, ja que é a principal enzima envolvida na coagulagéo sanguinea,
agregacao plaquetéria (€ o agonista plaquetario mais potente) e no estimulo

mitogénico e secretor para uma variedade de tipos celulares (53). Por outro
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lado, a via intrinseca da coagulacdo ou via de ativacdo por contato promove
uma via independente do fator VIl da cascata da coagulacao. Esta via inicia-
se quando a pré-calicreina, o cininogénio de alto peso molecular, o fator Xl e
XIl sdo expostos a uma superficie de carga negativa, transformando a pre-
calicreina em calicreina que age na ativacdo do fator Xll, XI, IX e
consequentemente no fator X, que levara a geracéao de fibrina (45, 50).

O fator VII é uma vitamina K dependente com papel central uma vez
gue sua associagao com o fator tissular d& inicio a coagulacdo sanguinea. O
fator VIl é sintetizado pelo figado e secretado na forma de cadeia Unica de
glicoproteina de aproximadamente 48 kDa, sendo sua maioria circulante no
plasma na forma de zimogénio e apresenta a meia-vida mais curta dentre os
fatores pro-coagulantes de cerca de 3 a 6 h (54). Ainda na cascata de
coagulacao, o fator FVII mostra-se importante ndo sé para ativacdo da via
extrinseca, o complexo TF/FVlla também pode ativar o fator IX da via
intrinseca que levara a geracéao de fibrina (51).

No entanto, diversos estudos subsequentes surgiram demonstrando a
importadncia da contribuicdo da superficie celular para o processo de
formacdao de fibrina in vivo, sugerindo um modelo da cascata de coagulacao
baseado em superficies celulares, composto por dois componentes
celulares: o fator tissular e as plaquetas. Esse modelo foi dividido em fases,
visto que a formacgdo de trombina ocorre em etapas. A primeira delas é a
iniciacdo (ocorre na célula expressora de TF); assim, quando ha uma injaria
o fator Vlla se liga rapidamente ao TF (complexo TF-Vlla), resultando na
geracdo de pequenas quantidades de fator Xa e trombina que se difundem
pela superficie da célula para as plaquetas. A segunda fase é a
amplificagéo: a pequena quantidade de trombina gerada na superficie celular
faz com que as plaquetas se ativem, levando a ativacao de fator V, VIl e XI,
e concomitantemente, a adesdo plaquetaria ao colageno e a outros
componentes da matriz extracelular. O complexo TF-Vlla também ativa fator
IX levando a propagacdo da cascata e a grande producédo de trombina. A
dltima fase consiste na propagacédo, que ocorre na superficie das plaquetas

ativadas: a liberacdo do contetdo granular resulta no recrutamento de
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plaguetas para o local de lesdo e as enzimas geradas nas fases iniciais se
reinem na superficie da membrana pré-coagulante da plaqueta ativada para
a formacdo do complexo protrombinase, levando a geracdo de grandes
quantidades de trombina na plaqueta (rede de fibrina estavel) (50, 55). Além
do mais, anticoagulantes naturais também agem a fim de controlar a
disseminacao da ativacdo da coagulacao, sao eles: o inibidor da via do fator
tecidual (TFPI), proteina C, proteina S e antitrombina.

Com o objetivo de manter o sistema hemostatico em equilibrio, o
sistema fibrinolitico ou sistema plasminogénio/plasmina € intimamente
relacionado a ativacdo da coagulacdo. A fibrindlise nada mais é que a
degradacdo da fibrina em produtos de sua degradacdo, mediada pela
plasmina. O sistema € composto por proteases plasmaticas responsaveis
pela hidrélise da cadeia peptidica do plasminogénio, resultando em
plasmina, uma enzima em sua forma ativa, gerada a partir de uma
proenzima inativa (plasminogénio). As enzimas desse sistema sao o ativador
de plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) e o ativador de plasminogénio do
tipo uroquinase (u-PA). Por outro lado, a inibicdo do sistema fibrinolitico
ocorre pela acdo do inibidor de ativador de plasminogénio (PAIl), a a,-

antiplasmina e o inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI) (45).

1.4. Fator tissular (TF) e Isomerase de dissulfeto proteico (PDI)

O TF é uma glicoproteina integral da membrana celular, normalmente
sem acesso ao compartimento vascular. Ele esta localizado, sob condi¢des
basais, no musculo liso, fibroblasto e macréfagos e € expresso pelos
macréfagos e pelas células endoteliais pela inducdo de endotoxinas e
citocinas, tais como interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF).
E composto por uma UGnica cadeia polipeptidica de 47 kDa que funciona
como cofator para o fator VIl na via extrinseca e para o fator V no final da
“via comum?” (45, 56).

Existem varias formas do TF, conforme o splicing dos éxons e introns
do seu gene. A forma mais expressa é uma proteina transmembranica (57).

O TF é constitutivamente expresso em varias células extravasculares, no
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entanto, tem sido demonstrado que apenas uma pequena fracdo encontra-
se na superficie celular na forma funcionante, sendo sua maioria presente na
forma nao-funcional (inativa ou encriptada). Ainda, permanece desconhecido
como o TF funcionante na coagulacdo difere da forma inativa, ou quais
mecanismos estédo envolvidos durante essa ativagcédo. Estudos sugerem que
sua forma inativa contém duas cisteinas reduzidas localizadas na porcao
Cys 186-Cys 209 e que sua ativacdo envolve a formacdo de pontes
dissulfeto nesse par (58). Altos niveis de TF foram observados no pulméao e
cérebro; niveis intermediarios foram observados no rim e coracgdo; baixos
niveis foram observados no rim e timo; ja no baco, intestino e musculo
esquelético ndo foram detectados expressdo de mRNA para TF (59).

A promocéo da atividade coagulante do TF € mediada pela isomerase
de dissulfeto proteico (PDI), uma enzima capaz de catalisar todas as
reacoes envolvendo a formacgdo, clivagem e isomerizacdo de pontes
dissulfeto. A PDI pertence a familia das oxiredutases e é liberada pelas
plaquetas aderidas e pelas células da parede vascular rompida, apés o
desnudamento endotelial causado por les6es em vasos sanguineos (56, 60-
63). Os membros da familia PDI sdo encontrados no reticulo
endoplasmatico, onde desempenham importante funcdo durante a sintese
protéica. Contudo, as plaguetas estdo entre as células que expressam e
secretam PDI e outras tiol-isomerases em sua superficie apés a ativacéo
plaguetaria em resposta ao estimulo da trombina (64). No entanto, um
estudo demonstrou que a maioria das PDI das plaquetas € intracelular, onde

estdo localizadas exclusivamente no sistema tubular denso (65).

1.5. Plaquetas e suas func¢des fisioldgicas

As plaguetas sdo discos bicéncavos e anucleados, oriundas do
processo da fragmentacdo citoplasmatica dos megacariocitos e estao
presentes em quantidades superiores a todos os leucdcitos na circulacao.
Séo liberadas na circulagéo pela agcéo das citocinas, tais como a interleucina
(IL)-6 e trombopoetina e circulam no sangue humano durante 7 a 10 dias

(45). As plaquetas s&o compostas por granulos a, corpos densos,
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lisossomos, mitocrondrias e glicogénio, um sistema tubular denso, um
sistema de canais abertos, microtibulos e citoesqueleto (Figura 4), que
foram divididas em quatro regibes morfologicamente distintas: zona
periférica, zona sol-gel, sistema de membranas e zona de organelas (66,
67).

A zona periférica representa a regido mais externa da plaqueta, que
estd em contato com o meio extracelular. A zona sol-gel consiste na matriz
do citoplasma plaquetario, sendo responsavel pelo sistema contratil
relacionado com a mudanca de forma, emissdo de pseuddpodes, contracédo
interna e secrecdo. O sistema de membranas € composto pelo sistema de
canais abertos e pelo sistema tubular denso, que estéo distribuidos de forma
uniforme por todo o citoplasma plaquetario (67) e permite a rapida liberacéo
do conteddo granular para o meio extracelular (45). Ja a zona de organelas
€ constituida pelos granulos a, corpos densos, peroxissomos, lisossomos e
mitocondrias.

O papel mais estudado das plaguetas é sua participacdo na
hemostasia, especialmente aquele relacionado a formacdo do tampéo
plaguetario com intuito de cessar o sangramento (45). As plaquetas sao
capazes de expressar diversos receptores de membrana e de secretar
consideravel quantidade de substancias biologicamente ativas. Elas
apresentam em sua estrutura diferentes tipos de granulos — granulos a,
lisossomos e corpos densos (45). Dentre os fatores armazenados pelos
granulos plaquetarios pode-se citar: (a) dos corpos densos, ADP, ATP,
serotonina, calcio e pirofosfato; (b) dos granulos a — organelas presentes em
maior nimero no citoplasma plaquetério, caracterizadas por apresentarem
proteinas de estoque em seu interior -, proteinas de adeséo (fibrinogénio,
fibronectina, VWF, trombospondina, vitronectina e P selectina), fatores de
crescimento (PDGF e TGF-B), quimiocinas (RANTES, fator plaquetario 4,
SDF-1, CXCL5), fatores semelhantes a citocinas (IL1-B, CD40L, B-
tromboglobulina) e fatores da coagulacéo e fibrinolise (fatores V, Xl, inibidor

do ativador de plasminogénio 1, plasminogénio, proteina S) (68).
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Figura 4. Estruturas das plaguetas de coelhos normais, em (a) corte
longitudinal e (b) transversal. a -granulo a; DB- corpo denso, DTS- sistema
tubular denso, G- particulas de glicogénio, M- mitocéndria, MT- microtubulos,
OCS- sistema de canais abertos. Barras = 0,5 um. FONTE: Santoro, 1994
(12).

Desta forma, durante a resposta a uma leséo endotelial (Figura 5), as
plaquetas sdo ativadas pela interagcdo com substratos trombogénicos e com
diversos agonistas liberados ou gerados no local da lesdo, perdem sua
forma discoide e emitem pseuddépodos em questdo de segundos.
Inicialmente as plaquetas se aderem as proteinas da matriz subendotelial,
especialmente ao colageno (componente mais trombogénico da matriz
extracelular), ligando-se diretamente a receptores plaquetarios que medeiam
a adesao, ativagdo e agregacao plaquetérias. Neste momento, a ligagdo do
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fator de von Willebrand (VWF) ao colageno é de extrema importancia para o
recrutamento plaquetario ao local lesado, que forma uma ponte entre a
glicoproteina Ib (GPlb) da sua membrana e o colageno subendotelial
exposto (44, 45).

Nesse processo de ativacao plaquetéria, o complexo glicoproteico GP
lIb/llla, o receptor mais abundante na membrana plaquetaria e existente
exclusivamente em plaquetas, sofre uma modificacdo estrutural,
promovendo a ligacdo do fibrinogénio a membrana plaguetaria e levando a
agregacao plaquetaria (45). A secrecdo do contetudo granular plaguetario
durante a adesdo e a agregacao plaquetarias, e a geracdo de tromboxano
A; (um potente agonista plaquetario e vasoconstritor secretado pelas
plaguetas) sao importantes estimulos a agregacdo plaquetaria e formacao

do tampao hemostatico primario (1).
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Figura 5. Eventos plaguetarios em resposta a uma lesdo endotelial.
Ancoramento e deslocamento plaquetario, adesdo ao subendotélio,

secrecédo do conteudo granular, agregacao e formacao da rede de fibrina.
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Apesar do papel chave das plaguetas na hemostasia, estudos tém
evidenciado que as plaguetas promovem ativamente 0 processo
inflamatorio, por serem as primeiras células a serem recrutadas em locais de
lesdo e infeccdo tecidual e por promoverem ativamente O processo
inflamatoério (69-71). Além do mais, estudos mostram a participacdo das
plaquetas durante processos hiperalgésicos induzido pela carragenina e pelo
veneno da serpente Bothrops jararaca, onde animais plaquetopénicos ou
com inibicdo da funcéo plaquetaria apresentaram uma drastica reducdo da
hiperalgesia (72).

Recentemente, tem-se demonstrado que as plaquetas sdo também
capazes de processar pré-mRNA e traduzir o mRNA em proteinas, inclusive
sintetizar TF (73-76).
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2. OBJETIVOS

Os acidentes por serpentes do género Bothrops apresentam grande
relevancia epidemioldgica, uma vez que representam os acidentes ofidicos
de maior incidéncia no pais. Tendo em conta que os disturbios hemostéticos
sdo os disturbios sistémicos mais frequentes em individuos envenenados
pela B. jararaca, este estudo teve como principal objetivo investigar os
mecanismos fisiopatoldgicos que induzem plaguetopenia e coagulopatia
neste acidente, utilizando o rato como modelo experimental. Assim:

(1) Para compreender a importancia de metaloproteinases e
serinaproteases - as duas principais classes de toxinas presentes
no veneno de B. jararaca - que estdo intrinsecamente ligadas a
patogénese dos disturbios hemostéticos, este veneno foi incubado
especificamente com inibidores para estas duas familias de
enzimas e parametros hemostaticos foram avaliados durante o
envenenamento;

(2) Para avaliar a importancia da lesdo local na inducdo da
plaquetopenia e coagulopatia, duas vias de inoculacao (intravenosa
e subcutanea) de veneno foram utilizadas;

(3) Para testar se ha geracdo de TF durante o envenenamento,
ensaios quantitativos de TF e PDI em amostras de plasma, pulméo

e pele foram realizados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Ratos Wistar machos, com peso entre 220 a 250 g, provenientes do
Biotério Central do Instituto Butantan, foram mantidos com livre acesso a
racao e agua. Coelhos New Zealand, com peso de 2,5-3,0 kg, provenientes
do Biotério Central do Instituto Butantan, foram mantidos com livre acesso a
racdo e agua. Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan
(Protocolo n°® 685/09) e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (Protocolo n° 123/11).

Quando necessario, 0s animais foram anestesiados com uma solucéo
composta por cloridrato de xilazina (2%) (Calmiun) (1 parte) e quetamina (50
mg/mL) (Holliday) (4 partes), utilizando-se uma dose de 1 mL dessa
solucédo/kg peso/volume pela via intraperitoneal. O coelho imunizado foi

anestesiado com tiopental sédico (30 mg/kg) pela via intravenosa.

3.2. Veneno de Bothrops jararaca
O pool de veneno liofilizado de espécimes adultos da serpente

Bothrops jararaca foi obtido do Laboratério de Herpetologia, Instituto
Butantan, Séo Paulo, Brasil. O veneno foi mantido a -20 °C e no momento
do uso pesado e dissolvido em solucéo salina estéril (1 mg/mL).

3.3. Purificacdo de fibrinogénio de rato e producdo e
purificacdo de anticorpos especificos

Abaixo, apresenta-se inicialmente (itens 3.3.1 a 3.3.3) a purificagéo de

fibrinogénio de rato, producédo, purificacdo e a caracterizacdo de

anticorpos especificos anti-fibrinogénio de rato utilizado no protocolo para
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avaliacdo dos niveis circulantes de produtos de degradacdo de
fibrinogénio e fibrina (PDF/f).

3.3.1. Purificagao de fibrinogénio de rato

O fibrinogénio de rato foi purificado segundo a metodologia descrita por
Jakobsen & Kierulf (77). O sangue foi obtido da coleta de sangue de 5 ratos
pela puncdo da artéria aorta abdominal, apds anestesia, utilizando como
anticoagulante o citrato de sodio 3,8% na diluicdo de 1/10. No momento da
purificacdo do fibrinogénio, o pool de plasma foi descongelado e incubado
com sulfato de magnésio e sulfato de bario para a retirada dos fatores da
coagulacdo dependentes da vitamina K. Em seguida, a suspensao foi
centrifugada a 1900 g durante 15 min a 4 °C. Do sobrenadante, fez-se a
purificacdo do fibrinogénio por meio da precipitacdo com a B-alanina 6 M e o
sobrenadante foi dialisado contra NaCl 0,27 M. O fibrinogénio purificado foi
submetido a dosagem proteica pelo método do acido bicinconinico (BCA)
(78), e utilizado na imunizacdo do coelho para producdo de anticorpos
especificos anti-fibrinogénio de rato, como descrito a seguir.

ApOs a obtencao da proteina (fibrinogénio purificado) e previamente a
imunizacao do coelho para producdo de anticorpos especificos, foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em gel de acrilamida 12%
(79), das amostras reduzidas (B-mercaptoetanol, Sigma), para verificacao da
pureza da proteina obtida. Aplicou-se 4,32 pg por poco do fibrinogénio
purificado e a corrida eletroforética foi realizada com amperagem inicial de
15 mA até o momento da saida das amostras do gel de aplicacdo de
amostra; nesse momento, a amperagem foi aumentada para 30 mA e
mantida constante até o final da corrida. Em seguida a corrida eletroforética,
o gel de poliacrilamida foi corado pelo método de prata, de acordo com o
método anteriormente descrito (80). Por fim, realizou-se a analise
densitométrica das bandas presentes com o programa TotalLab TL100
(verséo 1.10, EUA).
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3.3.2. Imunizagéo de coelho com fibrinogénio de rato

Para a producao de anticorpos policlonais especificos anti-fibrinogénio de
rato, foi utilizado um coelho albino com peso entre 2,5 a 3,0 kg. O coelho foi
imunizado i.m. com 0,5 mL de uma suspensdo de fibrinogénio de rato
purificado (4,32 pg/pL), emulsificada em 0,5 mL de adjuvante de Marcol-
Montanide. Desta forma, o animal recebeu quatro injecbes intramusculares
dessa mistura a cada 14 dias, até que os titulos de anticorpos alcancassem
niveis elevados. Imediatamente antes de cada injecdo de imunizacéo,
coletou-se uma amostra de sangue (1,5 mL) da veia marginal auricular do
coelho para obtencdo de soro, utilizado para acompanhamento da titulagéo
de anticorpos. As amostras de sangue foram mantidas a 37 °C por 1 h para
formacdo do coagulo e centrifugadas por 15 min a 5000 rpm para a
obtencéo de soro e mantidas a -80 °C. Apds a quarta imunizacdo, o coelho
foi anestesiado com tiopental sédico (50 mg/kg, i.v.) e exsanguinado por
puncao da artéria carotida (11). As amostras de sangue obtidas do coelho
foram mantidas a 37 °C por 2 h e centrifugadas a 4000 rpm por 15 min e 0
soro obtido ao final do processo de imunizacgéao foi utilizado para purificacéo
de IgG anti-fibrinogénio de rato (81). Ao final, o sobrenadante foi diluido em
glicerol (1:1) e a solucdo de IgG purificada anti-fibrinogénio de rato (2,20
mg/mL) foi submetida a dosagem proteica pelo método de BCA (78) e
mantida a -20 °C até o momento do uso. Para o ELISA para quantificacao de
PDF/f circulantes, uma porcdo deste anticorpo foi conjugado com biotina,

segundo protocolo anteriormente descrito (82).

3.3.3. Caracterizacéo do anticorpo anti-fibrinogénio de rato

3.3.3.1. Titulagdo de anticorpos

A titulacdo dos niveis de anticorpos foi realizada por meio do método
enzimatico de ELISA, utilizando placas MaxiSorp (Nunc). As placas foram
sensibilizadas com 100 pL por poco de fibrinogénio de rato purificado (10

pug/mL) diluido em tampéo carbonato (pH 9,6) e incubadas overnight a 4 °C,
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em camara umida. A seguir, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao
de lavagem (PBS pH 7,4 contendo Tween 20 0,05%) em um lavador de
placas automatico, e foi adicionado 200 pL por poco da solucéo bloqueadora
(albumina bovina 3% em tampdao carbonato; pH 9,6) por 2 h a 37 °C, em
camara umida. Apés o bloqueio, as placas foram lavadas 3 vezes com
tampéo de lavagem em um lavador de placas automatico. Em seguida, os
pocos foram incubados com 100 pL de diluicbes seriadas dos soros obtidos
das coletas durante as imunizacfes, na razao de 2 (1/4.000 a 1/4.096.000),
diluidos em tampéo de incubacédo (PBS pH 7,4 contendo albumina bovina
1% e Tween 20 0,05%); a placa foi incubada por 1 h a 37 °C, em camara
umida. A seguir, as placas foram lavadas 5 vezes, seguidas de agitacéo
durante 10 segundos, com tampao de lavagem em um lavador de placas
automético e adicionado 100 pL de anticorpo anti-lgG de coelho conjugado
com peroxidase (Sigma, A6154, EUA), na diluicdo 1/1000 em tampéo de
incubacéo, por 1 h a 37 °C, em camara umida. As placas foram lavadas 5
vezes, seguidas de agitacdo durante 10 segundos, com tampao de lavagem
em um lavador de placas automatico e reveladas com 100 pL do substrato
(o-fenilenodiamina 1 mg/mL; H,O, 0,03%, dissolvidos em tampéao citrato 0,1
M; pH 5,0). A reacédo foi interrompida pela adicdo de 50 pL por poco de
H.SO, 30%. As absorbancias dos pocos da placas foi lida em um leitor de
placas de ELISA (Multiskan EX, Thermo Scientific), com comprimento de
onda em 492 nm.

3.3.3.2. Reconhecimento de proteinas pela IgG anti-
fibrinogénio
Para a verificagdo das proteinas plasmaticas reconhecidas pelo anticorpo
policlonal anti-fibrinogénio de rato, foi realizado um ensaio de Western
blotting. Amostras de plasma de rato (15 pg) e de fibrinogénio de rato
purificado (5 pg), tratadas sob condi¢gbes redutoras (com 2-mercaptoetanol)
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 9% (SDS-PAGE)
(79). Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas sob condi¢des de
voltagem constante de 15 V durante 2 h para uma membrana de
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nitrocelulose (poro de 0,2 pm, Bio-Rad) em uma cuba de transferéncia semi-
seca (Bio-rad Trans-blot, SD transfer cell). Em seguida, a membrana foi
bloqueada (leite desnatado 0,5% em solugédo de lavagem) overnight a 4 °C,
lavada e incubada com os anticorpos especificos para fibrinogénio de rato
conjugado com biotina (1,59 mg/mL) (82) na diluicio de 1/500. As
membranas foram incubadas por 2 h, sob agitacdo constante, a temperatura
ambiente. Subsequentemente, adicionou-se a membrana solucdo de
avidina-peroxidase na diluicdo de 1:20000 (Sigma, A3151, EUA), e incubou-
se por 1 h, sob agitacdo constante, a temperatura ambiente. A revelacdo da
reacdo imunolégica foi feita utilizando o substrato cromégeno 3,3’
diaminobenzidina (DAB) (Sigma, D5637, EUA) (5 mg de DAB; 10 mL tampé&o
imidazol 0,1 M; 125 uL de CoCly; 3,4 pL de H,O, 30%) (83). A reacéo foi
interrompida lavando-se a membrana exaustivamente em agua corrente. As
membranas foram escaneadas e a analise densitométrica das bandas foi

realizada com o programa TotalLab TL100 (verséo 1.10, EUA).

3.4. Inibicdo das familias de proteinas presentes no veneno de B.

jararaca

3.4.1. Inibicdo de metaloproteinases

O veneno de B. jararaca foi incubado com o sal sddico do acido
etileno diamino tetracético (Na,-EDTA, Bio-Rad), composto que quela os
metais divalentes de metaloenzimas (26), na concentracdo final de 13 mM.
Para a inibicdo dessa classe de enzimas, uma aliquota de 52 pL da solugéo
de Na,-EDTA 269 mM em soluc¢éo salina foi adicionada a solucéo de veneno
de B. jararaca (1 mg/mL, 1 mL) e incubada por 1 h a 37 °C. Como controle
da inibicdo, uma aliquota do veneno foi incubada com o mesmo volume de

salina, sob as mesmas condi¢es, sem a adicdo de Na,-EDTA.
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3.4.2. Inibicao de serinaproteases

O veneno de B. jararaca foi incubado com AEBSF (“4-(2-
aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride®) 4 mM (Sigma), que
sulfona o residuo de serina do sitio ativo de serinaproteases (84), inativando-
as irreversivelmente. Para a inibicdo dessa classe de enzimas, uma aligquota
de 19 uL da solucédo de AEBSF 200 mM em solucgdo salina foi adicionada a
solucéo de veneno de B. jararaca (1 mg/mL, 1 mL) e incubado por 1 h a 37
°C. Como controle da inibic&o, foram utilizados os mesmos animais do grupo
anterior, com veneno incubado com o mesmo volume de salina, como

descrito anteriormente.

3.5. Dose minima coagulante (DMC)

A fim de verificar a real eficAcia da inibicdo dessas familias de
proteinas presente no veneno botropico (metaloproteinases e
serinaproteases) pelo Na,-EDTA e AEBSF, respectivamente, utilizou-se a
DMC (85) para avaliar a eficiéncia dos diferentes tratamentos de inibicdo do
veneno, como descrito acima, sobre o plasma de coelho citratado (DMC-P) e
sobre o fibrinogénio bovino (DMC-F) (25). A DMC é definida como a menor
concentracdo de veneno necessaria para coagular a solucdo de plasma ou
fibrinogénio em 60 s a 37 °C. Concentraces de 2,0 a 0,015 mg/mL das
solucbes do veneno de B. jararaca tratado foram testadas em um
coaguldémetro  Start4 (Stago, Franca). Dos resultados obtidos,
confeccionaram-se gréaficos utilizando o tempo de coagulacdo versus a
concentracdo de veneno, as andlises foram realizadas no software
CurveExpert versao 1.40 (http://curveexpert.webhop.net/), e a DMC foi

calculada através da analise de regressao.

3.6. Protocolo de envenenamento

Os animais (n= 5-6/ grupo) foram injetados pela via subcutanea (s.c.)
(1,6 mg de veneno/kg p.v.) ou intravenosa (i.v.) (1 mg/mL, 100 pL/animal)

com as solugdes de veneno tratadas como descrito acima. Animais tratados
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com salina ou solucao de veneno incubada com salina foram utilizados como
controle negativo e positivo, respectivamente. Apés 3 ou 6 h, os animais
foram anestesiados e o0 sangue foi coletado por puncdo da artéria aorta
abdominal em seringas plésticas, para avaliar a fungcdo hemostéatica. Dos
animais administrados pela via s.c., também foi retirado um fragmento
circular da pele, de 4 cm de diametro, cujo centro foi o local de inoculacéo do
veneno, utilizado para averiguar a intensidade de leséo local induzida pelo
veneno. Ja para avaliacdo da expressdo de TF e PDI, também foram

retirados fragmentos do pulméo que foram utilizados em ensaios de Western

blotting.
Salina
s.C. 1 — I
(1,6 mg/kg) | 1
1\ 3h 6h
Veneno tratado com \L ¢
Na,-EDTA ou AEBSF Coleta de sangue e 6rgaos
ou salina
Avaliacao hematologica
Salina
i.v. I 1 — ]
(100 pg/animal) 1 1
3h 6h
Veneno tratado com ‘L ¢
Na,-EDTA ou AEBSF Coleta de sangue e 6rgaos
ou salina

v

Avaliacao hematologica

Figura 6. Esquema do protocolo de envenenamento. Animais foram
injetados pela via subcutanea (1,6 mg/kg) ou intravenosa (100 pg/ animal)
com solugbes de veneno tratadas com Na,-EDTA, AEBSF ou salina. Apos 3
ou 6 h foi feita a coleta de sangue e 6rgaos para avaliacdo hematologica.
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3.7. Coletade Sangue

O sangue obtido por puncdo da aorta abdominal de ratos foi
distribuido imediatamente apd6s a coleta em frascos contendo
anticoagulantes e foi utilizado para a realizacao de testes que avaliassem a

funcdo hemostatica durante o envenenamento experimental:

e 500 pL de sangue + 5 pL de Na,-EDTA 10% + 5 uL de soro
antibotrépico (Instituto Butantan, Lote: 1005107/C). Essa amostra
foi utilizada para realizacdo de hemograma e contagem

plaguetaria.

e 4,3 mL de sangue + 700 uL de anticoagulante CTAD — contendo
teofilina 15 mM (Sigma), adenosina 3,7 mM (Sigma), dipiridamol
0,2 mM (Medley), diluidos em anticoagulante ACD) (11) — + 50 puL
de soro antibotropico. Essa amostra foi centrifugada a 2500 g por
15 min a 4 °C para obtencédo de plasma e utilizada nos ensaios de
dosagem de fibrinogénio e PDF/f, tempo de protrombina, niveis de

fator VII e dosagem de fator tissular.

e 500 pL de sangue sem a adi¢cdo de anticoagulante ou antiveneno.
Essa amostra foi mantida a 37 °C por 2 h e centrifugada a 13.000
g por 10 min para obtencdo de soro, utilizado no ensaio de

dosagem dos niveis de veneno circulante.

3.8. Coletade amostras de tecidos

O local de inoculagéo do veneno (via s.c.) e um fragmento do pulméo
(vias s.c. e iv.) foram coletados dos animais 3 ou 6 h apdés o
envenenamento, e utilizados para a avaliagdo dos tratamentos de inibicdo do
veneno de B. jararaca sobre a lesdo local e a consequente atividade proé-
coagulante desses 6rgdos. A metade do fragmento de pele (6,3 cm?) e
fragmentos do pulmé&o (100 mg) foram imediatamente colocados em tampé&o
de homogeneizacédo RIPA [Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; Triton X-100 1%;
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deoxicolato de sodio 1%; SDS 0,1%; pH 7,5), contendo um coquetel de
inibidores proteicos: Na,-EDTA 2 mM (Bio-Rad), AEBSF 2 mM (Sigma),
aprotinina 2 uM (Sigma), bestatina 130 uM (Sigma), E-64 28 pM (Sigma) e
leupeptina 22 uM (Sigma)].

Os fragmentos coletados de pulméo e pele foram triturados em um
homogeneizador de tecidos IKA® T10 basic (Staufen, Alemanha),
congelados e descongelados (gelo seco/ banho maria a 37 °C) 3 vezes,
centrifugados a 13.000 g por 10 min, e os sobrenadantes obtidos foram
utilizados nos ensaios de Western blotting (expressao de TF e PDI).

Um quarto do fragmento da derme (3,1 cm?), cujo centro foi o local de
inoculacdo do veneno, foi adicionado a 2 mL de liquido de Drabkin e

triturado para dosagem de hemoglobina tecidual.

3.9. Avaliacdes da hemostasia

3.9.1. Hemograma e contagem plaquetaria

Para determinacdo da contagem de plaquetas, eritrocitos e leucécitos,
hematdcrito, hemoglobina e indices hematimétricos [volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM)] no sangue dos animais, as
amostras de sangue foram analisadas utilizando um contador de células
automatico BC-2800 Vet (Mindray, China), utilizando as amostras de sangue

coletadas com o anticoagulante Na,-EDTA 10%.

3.9.2. Dosagem de fibrinogénio

A dosagem de fibrinogénio foi realizada utilizando amostras de
plasma citratado, seguindo a técnica colorimétrica anteriormente descrita
(86). Em tubos plasticos falcon, foram adicionados 0,5 mL de vidro moido,
200 pL de amostras de plasma, 50 uL de EACA 10%, 10 mL de NaCl 0,85%

e 35 puL de trombina bovina (720U/mL, Sigma). Os tubos foram mantidos a
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37 °C (5 a 10 min) até a formacdo de coagulos (rede de fibrina), e
centrifugados a 2000 rpm por 5 min. Entdo, o coagulo foi cuidadosamente
espremido e o sobrenadante descartado. Este procedimento foi repetido por
mais duas vezes. Adicionou-se a fibrina 1 mL de NaOH 10% e os tubos
cobertos com papel aluminio foram aquecidos em banho maria fervente por
10 min. Logo apods o resfriamento dos tubos, adicionou-se 7 mL de agua
destilada, 3 mL de Na,CO3; 20% e 1 mL de reagente fendlico (Sigma). A
leitura de absorbancia das amostras foi realizada em um espectrofotémetro
(Utrospec 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer) a 650 nm, contra o
branco. Os dados foram analisados no software CurveExpert verséo (1.40)
e, a partir de uma curva padrao de tirosina foram obtidos os resultados em

mg/dL de fibrinogénio.

3.9.3. Dosagem de produtos de degradacéo de fibrinogénio
e fibrina (PDF/f)

Para a dosagem de PDF/f, aliquotas de cada amostra de plasma (200
pL) foram misturadas com 10 pL de aprotinina (10.000 U/mL; Bayer-Translol)
e 200 pL de trombina (30 U/mL, Sigma) e incubadas por 15 min a 37 °C para
a remocao do fibrinogénio residual do plasma. Depois de formado o coagulo,
as amostras foram centrifugadas 10.000 g por 15 min e o sobrenadante
utilizado na reacdo imunoenzimatica.

Assim, utilizaram-se placas de ELISA MaxiSorp (Nunc) sensibilizadas
com 100 pL por poco de IgG anti-fibrinogénio de rato (10 pg/mL) diluida em
tampéao carbonato (pH 9,6) e incubadas overnight a 4 °C, em camara Umida.
A sequir, as placas foram lavadas 3 vezes com tampé&o de lavagem (PBS
contendo Tween 20 0,05%) em um lavador de placas automatico, e foi
adicionado 200 pL por poco da solucdo bloqueadora (albumina bovina 3%
em tampéao carbonato; pH 9,6) por 2 h a 37 °C, em camara umida. Apos 0
bloqueio, as placas foram lavadas 3 vezes com tampéao de lavagem em um
lavador de placas automético. Em seguida, os poc¢os foram incubados com
100 pL das amostras, na diluicdo de 1/2000, diluidas em tampédo de

incubagéo (solugdo salina 1% BSA); a curva padréo foi realizada utilizando
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fibrinogénio de rato purificado com diluicdo seriada na raz&o de 2, a partir de
1 pg/mL, considerando o limite de deteccéo de 3,9 ng/mL. As placas foram
incubadas por 1 h a 37 °C, em camara umida. A seguir, as placas foram
lavadas 5 vezes, seguidas de agitacdo durante 10 segundos, com tampé&o
de lavagem em um lavador de placas automatico e adicionado 100 pL de
IgG anti-fibrinogénio de rato conjugado com biotina (1,59 mg/mL) na diluicdo
1/10000 por 1 h a 37 °C, em camara umida. As placas foram lavadas 5
vezes, seguida de agitacdo durante 10 segundos, com tampao de lavagem
em um lavador de placas automatico e incubadas com 100 puL de solucao de
conjugado avidina-peroxidase (Sigma. A3151, EUA) na diluicdo de 1/10000
por 1 h a 37 °C. A reacdo foi revelada com 100 pL do substrato (o-
fenilenodiamina 1 mg/mL e H,0O, 0,03%, dissolvidos em tampéo citrato 0,1
M; pH 5,0). A reacgéao foi interrompida com a adicdo de 50 pL por poco de
H.SO, 30%. A absorbancia dos pocos das placas foram lidas em um leitor
de placas de ELISA (Multiskan EX, Thermo Scientific), com comprimento de

onda em 492 nm.

3.9.4. Determinacao do tempo de protrombina (TP)

Para a avaliacgdo do tempo de protrombina primeiramente foi
necessaria a obtencao de tromboplastina de rato, obtida a partir de cérebros
de ratos (87). Desta forma 0,6 g de tromboplastina foi diluida em 15 mL de
solucdo salina, mantida em banho seco a 50 °C por 20 min,
homogeneizando a cada 5 min. Em seguida, a tromboplastina foi mantida a
4 °C overnight para sedimentacdo e o sobrenadante utilizado no teste. A
dosagem foi realizada em amostras de plasma citratado em um
coagulémetro Start4 (Stago, Franca). Assim, amostras de plasmas (80 pL)
foram incubadas, em duplicata, com 40 pL de tromboplastina de rato e pré-
aquecidas durante 1 min a 37 °C; adicionou-se a seguir 40 uL de CacCl, 0,05
M e imediatamente o crondmetro foi acionado. Os resultados do tempo de
coagulacdo foram expressos pela relacdo 1/tempo de protrombina

(segundos).
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3.9.5. Dosagem de fator VIl

A dosagem foi realizada em amostras de plasma citratado em um
coaguléometro Start4 (Stago, Franca). Assim, amostras (40 pL) de plasma
deficiente em fator VII (HemoslIL, EUA) foram incubadas, em duplicata, com
40 pL de plasma na diluicdo 1/50 (em Tyrode, pH 7,4) e 40 puL de
tromboplastina de rato, e pré-aquecidas durante 1 min a 37 °C. Em seguida,
adicionou-se 40 pL de CaCl, 0,05 M e imediatamente o cronémetro foi
acionado. Para a confeccdo de uma curva padrao utilizou-se um pool de
plasma de rato normal nas diluicbes de 1/10 a 1/800, sendo considerada a
diluicdo de 1/50 correspondente a 100% de fator VII. Dos resultados obtidos,
confeccionou-se um gréafico utilizando o tempo de coagulacdo versus a
concentracdo de FVII (%), as andlises foram realizadas no software
CurveExpert e a porcentagem de fator VII (%) foi calculada através da

analise de regresséao.

3.9.6. Dosagem de fator tissular plasmatico, no pulméao e

pele

A dosagem foi realizada seguindo as instru¢cdes do kit Actichrome TF
(American Diagnostica, EUA) em amostras de plasma citratado de animais
administrados com veneno néo tratado, tratado com Na,-EDTA, AEBSF ou
salina. Também foram testadas amostras de pulmdo - nos grupos
administrados com veneno nao tratado e salina apés 6 hs.c.e 3 hiv. -e
pele - no grupo administrado com veneno néo tratado ou salina apds 6 h s.c.
Para a dosagem utilizou-se placas de ELISA com fundo em “U” nas quais
pipetou-se 50 pL de tampéo, 25 pL da curva padrdo de 30 pM a 0 pM ou 25
puL das amostras. As amostras de pele e pulméo diluidas para a mesma
concentracdo de proteina de 1,95 mg/mL. A seguir adicionou-se 25 L do
fator Vlla e 25 pL do fator X por poco, e incubou-se durante 15 min a 37 °C.
A seguir, pipetou-se 25 pyL do substrato para fator Xa e incubou-se por 30
min a 37 °C. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 50 pL de acido
acético glacial e a leitura realizada em um leitor de placas (Spectra MAX

190, Molecular Devices), com comprimento de onda em 405 e 490 nm
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(AAbs40s.490) para amostras de plasmas e a 405 nm para lisados, segundo

recomendacdes do fabricante.

3.9.7. Dosagem dos niveis de veneno circulante

A venenemia foi avaliada utilizando-se a técnica de ELISA. Placas de
ELISA MaxiSorp (Nunc) foram sensibilizadas com 100 pL por poco de soro
antibotrépico (100 pg/mL) (Instituto Butantan, Lote: 1001003/D), diluido em
tampao carbonato (pH 9,6) e incubadas overnight a 4 °C, em camara Umida.
A seguir, as placas foram lavadas 3 vezes com tampé&o de lavagem (PBS
contendo Tween 20 0,05%) em um lavador de placas automatico, e foi
adicionado 200 pL por poco da solucdo blogueadora (albumina bovina 3%
em tampdao carbonato, pH 9,6) por 2 h a 37 °C, em camara umida. Apos o
bloqueio, as placas foram lavadas 3 vezes com tampé&o de lavagem em um
lavador de placas automético. Em seguida, os poc¢os foram incubados com
100 pL dos soros obtidos das coletas durante os experimentos, na diluicdo
de 1/10, diluidos em tampéo de incubacdo (PBS pH 7,4 contendo albumina
bovina 1% e Tween 20 0,05%); a curva padréo foi realizada utilizando um
pool de veneno de B. jararaca em tampé&o de incubacédo contendo 10% de
um pool de soro de rato normal, com diluicbes seriadas na razdo de 2, a
partir de 500 ng/mL, considerando o limite de deteccdo de 1,9 ng/mL. As
placas foram incubadas por 1 h a 37 °C, em camara Umida. A seguir, as
placas foram lavadas 5 vezes, seguidas de agitacdo durante 10 segundos,
com tampao de lavagem em um lavador de placas automatico e depois foi
adicionado 100 uL de soro anti-botrépico produzido em coelho na diluicdo de
1/1000 por 1 h a 37 °C, em camara umida. As placas foram lavadas 5 vezes,
seguidas de agitacao durante 10 segundos, com tampéao de lavagem em um
lavador de placas automatico e incubadas com 100 pL de conjugado anti-
IgG de coelho marcado com peroxidase (Sigma, A6154, EUA) na diluicao de
1/1000 por 1 h a 37 °C e reveladas com 100 pL do substrato (o-
fenilenodiamina 1 mg/mL e H,0, 0,03%, dissolvidos em tampéao citrato 0,1
M; pH 5,0). A reacédo foi interrompida com a adicdo de 50 pL por poco de

H,SO, 30%. As absorbancias dos pocos das placas foram lidas em um leitor
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de placas de ELISA (Multiskan EX, Thermo Scientific), com comprimento de

onda em 492 nm.

3.10. Avaliacéo da leséao local

3.10.1.Dosagem de hemoglobina tecidual

De cada animal injetado pela via subcutanea foi retirado um
fragmento circular da pele, de 4 cm de diametro, cujo centro foi o local de
inoculacdo do veneno. Um quarto do fragmento de pele (3,1 cm?) foi
triturado e utilizado para a dosagem de hemoglobina tecidual no local da
administracdo do veneno, realizada por meio do método colorimétrico de
deteccdo de cianometahemoglobina (17). Os fragmentos foram colocados
em tubos contendo 2 mL de reagente de Drabkin (Bioclin) e as amostras
permaneceram protegidas da luz por 24 h a 37 °C. As suspensdes foram
centrifugadas a 13.000 g por 5 min e o0s sobrenadantes lidos no
espectrofotometro a 540 nm, sendo a concentracdo de hemoglobina

expressa em mg de hemoglobina por cm?:

[Hb]/em? = (Asag nm X 64458) x 2
44x1000x1

Onde: [Hb] = concentracéo de hemoglobina (mg/ cm?); Asao nm = absorbancia
obtida; 64458 = peso molecular da hemoglobina; 44 = 44 mmol™*/cm =
coeficiente de extingdo da hemoglobina; 1000 = fator de converséo (litro
para mililitro); 1 = espessura da cubeta; 2 (mL) = volume de reagente
Drabkin.
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3.10.2. Expressao proteica de fator tissular (TF) e isomerase

de dissulfeto proteico (PDI)

Apés a normalizacdo das dosagens proteicas pelo método do acido
bicinconinico (BCA) (78) das amostras pele e pulméo, a expressdo de TF e
PDI foi avaliada por Western blotting. A expressao proteica de TF foi
avaliada em amostras de pele (50 pg por pogo) e pulméo (12 ug por pogo) e
a expressdo de PDI foi avaliada somente na pele através da técnica de
Western blotting. Para isso, quantidades iguais de proteinas dos
sobrenadantes foram submetidas a eletroforese em géis 12% de SDS-PAGE
(79) em condicbes reduzidas (com 2-mercaptoetanol). A corrida
eletroforética foi realizada com amperagem inicial de 15 mA até o momento
da saida das amostras do gel de aplicacdo de amostra, quando a
amperagem foi alterada para 30 mA e mantida constante até o final da
corrida.

Apbs a eletroforese, o gel foi equilibrado em tampéo de transferéncia
(Tris 48 mM; glicina 39 mM; metanol 20%; SDS 0,037%) e as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (poro de 0,2 um,
Bio-Rad) em uma cuba de transferéncia semi-seca (Bio-Rad) realizada com
voltagem constante de 15 V durante 2 h. Em seguida, as membranas foram
levadas a estufa a 37 °C para melhor fixacdo das proteinas transferidas,
umedecidas com agua destilada e coradas com solucdo de Ponceau S
(Ponceau S 0,2%; acido tricloroacético 0,18 M; acido sulfossalicilico 3%)
para verificar a eficiéncia da transferéncia das proteinas do gel para a
membrana de nitrocelulose, e escaneadas para posterior analise
densitométrica.

Em seguida, as membranas foram incubadas com solucédo de
bloqueio (leite desnatado 0,5% em solucéo de lavagem) overnight a 4 °C,
lavadas com solucéo de lavagem (PBS pH 7,4 contendo Tween 20 0,1%). A
seguir as membranas foram incubadas com anticorpos especificos para TF
(anticorpo monoclonal anti-fator tissular de camundongo, Calbiochem, TF9-
10H10, mantido em glicerol 50%), na diluicdo de 1/500 ou para PDI
(anticorpo anti-isomerase de dissulfeto proteico de coelho, Sigma, P7372,
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mantido em glicerol 50%), na diluicdo de 1/5000, ambos em solugcdo de
bloqueio. As membranas foram incubadas por 2 h, sob agitacdo constante, a
temperatura ambiente. Subsequentemente, apos lavagem, adicionaram-se
as membranas os anticorpos anti-lgG de camundongo (para a revelacéo de
TF, Sigma, A4416) ou anti-IgG de coelho (para a revelacao de PDI, Sigma
A0545), conjugados com peroxidase, na diluicdo de 1/10000. Como controle
de expressao proteica, foi utilizado um anticorpo especifico para GAPDH
conjugado com peroxidase (Sigma G9295) na diluicdo de 1/20000, seguida
da incubag&o com anti-lgM de camundongo na diluicdo de 1/10000 (Sigma,
A8786).

A revelacdo das reacdes imunoldgicas foi feita utilizando o substrato
cromogeno 3,3’ diaminobenzidina (tetra-hidrocloreto) (DAB) (Sigma, D5637,
EUA) (7,5 mg de DAB; 15 mL tampéao imidazol 0,1 M; 188 uL de CoCly; 5,1
puL de H,0, 30%) (83). A reacao foi interrompida lavando-se a membrana
exaustivamente em Aagua corrente. As membranas foram escaneadas
(Escaner Image Scanner lll, GE) e a analise densitométrica das bandas foi
realizada com o programa TotalLab TL100 (versédo 1.10, EUA). Os valores
relativos as unidades arbitrarias de cada amostra foram obtidos pela relagcéo
entre: a marcacao da banda de interesse obtida apo6s a revelacdo com DAB
e a quantidade de proteina total da amostra (obtida pela coloracdo da
membrana apos a transferéncia, com Ponceau), ou seja, banda/Ponceau,
considerando o valor relativo 1 (um) para as amostras controles injetado com
salina (88).

3.11. Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
SigmaStat versdo 3.5. Para verificar se 0s tratamentos propostos eram
capazes de alterar os parametros estudados foi utilizada a ANOVA de trés
vias, seguida de teste de Bonferroni. Diferencas com p< 0,05 foram
consideradas estatisticamente significativas. Os resultados foram expressos

como média * erro padréo da media (epm).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo do anticorpo anti-fibrinogénio de rato

4.1.1. Titulacdo de anticorpos anti-fibrinogénio de rato

Titulos crescentes de anticorpo anti-fibrinogénio de rato foram
observados ao longo da imunizacdo do coelho, até que os titulos se
mantivessem constantes, na quarta imunizacdo. O titulo na quarta
imunizagao foi de 1.024.000.

4.1.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
verificagdo do reconhecimento da IgG anti-fibrinogénio de rato

O perfil eletroforético da amostra do fibrinogénio purificado no gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) apdés a coloracdo pelo método de AgNO; e
andlise densitométrica, revelou a presenca de 3 bandas que apresentaram
massas moleculares relativas de 59, 53 e 48 kDa (Figura 7a), similares,
respectivamente, as trés cadeias polipeptidicas Aa, B e y do fibrinogénio de
humano e bovino (64, 56 e 47 kDa) (89, 90). Para a verificacdo do
reconhecimento de proteinas pelo anticorpo produzido, o plasma de rato (15
ug) e o fibrinogénio de rato purificado (5 pg) foram submetidos ao Western
blotting. Observou-se que a IgG anti-fibrinogénio é capaz de reconhecer as 3
cadeias polipeptidicas que compde a estrutura do fibrinogénio (Figura 7b);
assim, mostrou-se a funcionalidade deste anticorpo para dosar os produtos

de degradacéo de fibrinogénio/fibrina (PDF/f) em amostras de plasma.
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Figura 7. (a) Perfil eletroforético do fibrinogénio purificado de rato em gel
SDS-PAGE (12%) em condigOes reduzidas. Na raia 1, mostram-se trés
bandas predominantes de 59, 53 e 48 kDa (seta), correspondentes as
massas moleculares das cadeias Aa, BB e y do fibrinogénio. Na raia 2,
mostra-se o0 padrdo de massa molecular. (b) Western blotting para
verificagcdo do reconhecimento de proteinas pela IgG anti-fibrinogénio; este
anticorpo foi capaz de reconhecer as 3 cadeias polipeptidicas do fibrinogénio
em plasma de rato e fibrinogénio de rato nas raias 2 e 3, respectivamente.
Na raia 1, mostra-se o padréo de massa molecular.

4.2. Dose Minima Coagulante dos diferentes tratamentos sobre o

plasma citratado de coelho e fibrinogénio bovino

A dose minima coagulante (DMC) foi utilizada para verificar a eficacia da
inibicdo das metaloproteinases e serinaproteases, principais familias de
proteinas presentes no veneno de B. jararaca sobre sua atividade
coagulante e, assim, determinar se os pré-tratamentos com inibidores estava
sendo efetivo para neutralizar essas familias de enzimas. Sabe-se que a

atividade coagulante do veneno de B. jararaca ocorre devido a agédo de



38

enzimas capazes de hidrolisar o fator X (metaloproteinases), a protrombina
(metaloproteinases) e/ou o fibrinogénio (serinaproteases) (9).

Quando se utiliza o plasma de coelho para determinar a DMC é possivel
avaliar somente a atividade de componentes do tipo pré-coagulante do
veneno (ativadores de fator Il e X). J& quando se utiliza o fibrinogénio bovino
purificado, € possivel avaliar apenas a atividade das enzimas trombina-
similes (25). A Tabela 2 mostra que os valores obtidos de DMC-F e DMC-P
do veneno de B. jararaca controles sdo similares aqueles obtidos
anteriormente (91). Contudo, a atividade coagulante foi notavelmente inibida
quando o Na,-EDTA e o AEBSF foram utilizados especificamente para inibir
metaloproteinases e serinaproteases, respectivamente, do veneno. A
inibicdo das metaloproteinases pelo Na,-EDTA foi maior sobre o plasma de
coelho citratado devido a atividade pro-coagulante dessas enzimas
(ativadores do fator Il e X) do veneno botrépico; assim, uma maior
guantidade de veneno foi necesséria para coagular a solu¢do de plasma de
coelho em 60 s a 37 °C. Ja a inibicdo da atividade coagulante pelo AEBSF
foi notavelmente maior sobre o fibrinogénio bovino, nao interferindo com a

atividade coagulante sobre o plasma de coelho.

Tabela 2. Efeito do tratamento do veneno de B. jararaca com inibidores de
metaloproteinases (Na,-EDTA) e serinaproteases (AEBSF), sobre sua
atividade coagulante. A atividade foi expressa sob a forma de dose minima
coagulante (DMC), determinada em plasma de coelho (DMC-P) e
fibrinogénio bovino (DMC-F).

Grupos Tratamentos DMC-P DMC-F
(ng/mL) (ng/mL)
Controle Salina 3,71 107,7
Inibicdo de Na,-EDTA 238,21 Incoagulavel
metaloproteinases
Inibic&o de AEBSF 3,64 222,12
serinaproteases
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4.3. Hemorragia local

Uma alta atividade hemorragica foi observada no dorso de ratos 3 e 6 h
apos a administracdo s.c. do veneno de B. jararaca nao tratado (1,6 mg/kg),
gquando comparada aquela ocorrida pela injecdo de salina (Figura 8). O
grafico mostra um aumento da hemorragia no local de inoculacdo do veneno
no grupo injetado com veneno botrépico, de aproximadamente 14 e 9 vezes
em 3 e 6 h, respectivamente, quando comparada aquela do grupo controle,
administrados somente com solucao salina (p< 0,001).

Quando o veneno foi pré-tratado com o AEBSF houve uma reducéo ao
redor de 30% na atividade hemorragica do veneno quando comparada ao
grupo administrado somente com veneno de B. jararaca (p> 0,05). No
entanto, quando o veneno foi pré-tratado com Na,-EDTA, 3 e 6 h apods o
envenenamento, houve uma reducéo de aproximadamente 85% da atividade
hemorragica do veneno quando comparada ao grupo inoculado somente
com veneno de B. jararaca (p< 0,01). Assim, ao comparar a intensidade de
hemorragia local 3 e 6 h apds a inoculacdo de veneno de B. jararaca s.c.,
observou-se uma reducdo de 30% no grupo avaliado 6 h ap6s o
envenenamento. Contudo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
ao comparar animais envenenados em 3 e 6 h apos a inoculacao do veneno
e de seus diferentes tratamentos (p> 0,05).

Os resultados obtidos demonstram que o pré-tratamento do veneno com
Na,-EDTA inibiu quase completamente a hemorragia local em 3 e 6 h apés a
inoculacao do veneno, quando comparada aquela do grupo salina, sugerindo
um papel essencial das metaloproteinases na indugdo da atividade

hemorragica pelo veneno.
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Figura 8. Hemorragia local em ratos 3 e 6 h apds a administracéo s.c. (1,6
mg/kg) do veneno de B. jararaca, previamente tratado com Na,-EDTA ou
AEBSF, em comparagdo com animais controles (salina e veneno de B.
jararaca - VBj). Dados expressos como média + e.p.m. (n= 5-6/grupo). * p<
0,05 quando comparados com animais tratados com salina. * p< 0,01
gquando comparados com animais controles tratados com veneno de B.
jararaca.

4.4. Dosagem dos niveis de veneno circulante

A fim de comparar a venenemia nos animais injetados pela via
subcutanea e intravenosa, com os diferentes pré-tratamentos do veneno
com os inibidores e a fim de avaliar igualmente se os diferentes tratamentos
estavam alterando a absorcdo do veneno do tecido para a corrente
sanguinea quando administradas pela via s.c. realizou-se a dosagem dos
niveis de veneno circulante em amostras de soro dos animais por meio do
método enzimatico de ELISA.

Como pode ser observado na Figura 9, ratos administrados com veneno
de B. jararaca pela via s.c. e i.v. apos 3 e 6 h, independentemente do
tratamento utilizado, exibiram altos niveis de veneno circulante em
comparacao com 0 grupo controle tratado apenas com solucdo salina (p<
0,001), confirmando assim o envenenamento dos animais nos diferentes
grupos.
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N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa nos niveis de
veneno entre os diferentes tempos nos grupos injetados com veneno de B.
jararaca pela via s.c. (p= 0,897), confirmando assim que nao houve
alteracdo da absorcao do veneno do tecido para a corrente sanguinea entre
0s grupos administrados pela via s.c. Porém, ao comparar grupos
administrados com veneno de B. jararaca pela via i.v. observa-se que os
niveis de veneno circulante apdés 3 h foi aproximadamente 4 vezes maior
guando comparado ao mesmo grupo apos 6 h, apresentando diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,001).

Ainda, ao comparar grupos envenenados ap6s 6 h observou-se uma
gueda dos niveis de veneno circulante no grupo administrado pela via i.v.
quando comparado aos nhiveis do grupo s.c., sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p= 0,002). Diferentemente, apos 3 h nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre as duas vias (p=
0,701).
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Figura 9. Dosagem dos niveis de veneno circulante em ratos 3 e 6 h apos a
administracdo s.c. (1,6 mg/kg) ou i.v. (100 pg/animal) do veneno de B.
jararaca, previamente tratado com Nay-EDTA ou AEBSF, em comparacgéo
com animais controles (salina e veneno de B. jararaca - VBj). Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 5-6/grupo). * p < 0,001 em relacdo ao
grupo salina.
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4.5. Hemograma e contagem plaquetéria

Trés e seis horas ap0s a administracdo de veneno s.c. e. i.v., avaliaram-
se os parametros hematologicos dos animais. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa para os valores hematolégicos de contagem de
eritrocitos (Figura 10a), hemoglobina, hematdcrito, indices hematimétricos
(VCM, HCM e CHCM) (p> 0,05) (dados nao mostrados).

A contagem de leucdcitos totais nos grupos 3 e 6 h i.v. apresentaram um
aumento de aproximadamente 2 vezes somente no grupo administrado com
veneno de B. jararaca em comparagdo ao grupo controle administrado com
salina, apresentando diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
(Figura 10b). Animais administrados com veneno pré-tratado com inibidor de
serinaproteases (AEBSF) também apresentaram aumento da contagem
leucocitaria, porém nao foi estatisticamente significativa quando comparada
ao grupo salina (p> 0,05). Por outro lado, animais administrados com veneno
pré-tratado com inibidor de metaloproteinases (Na,-EDTA) mantiveram o0s
niveis de leucdcitos totais semelhantes ao grupo controle (salina).
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Figura 10. Contagem de (a) eritrocitos; (b) leucocitos em ratos 3 e 6 h apos
a administracao s.c. (1,6 mg/kg) ou i.v. (100 pg/animal) do veneno de B.
jararaca, previamente tratado com Na,-EDTA ou AEBSF, em comparacéo
com animais controles (salina e veneno de B. jararaca - VBj). Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 5-6/grupo). * p< 0,05 em relacdo ao
grupo salina.

Em relagdo a contagem plaquetéaria (Figura 11a), o hemograma mostrou
uma importante reducéo, ao redor de 85%, em ratos inoculados com veneno
de B. jararaca independentemente da via de administracdo utilizada e do
tempo decorrido do envenenamento dos animais em comparacao ao grupo

controle administrado com solucgéo salina (p< 0,001). A mesma intensidade
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na queda da contagem plaquetaria, aproximadamente 80%, foi observada
em animais injetados com veneno pré-tratado com AEBSF quando
comparado ao grupo controle (p< 0,001). No entanto, quando os ratos foram
administrados s.c. com veneno pré-tratado com Na,-EDTA observou-se um
menor consumo plaquetario de cerca de 70%, porém ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo inoculado com
veneno de B. jararaca (p> 0,05). Somente no grupo 3 h i.v., quando os
animais foram preé-tratados com inibidor de metaloproteinases (Na,-EDTA),
houve uma inibicdo parcial no consumo plaquetario desses animais em
comparacao ao grupo tratado com veneno de B. jararaca (controle positivo),
apresentando diferenca estatisticamente significativa (p= 0,022). Apos 6 h,
guando os animais foram administrados pela via s.c., o pré-tratamento do
veneno com o Na,-EDTA nao preveniu a queda da contagem plaquetaria,
sendo sua contagem semelhante ao grupo injetado com veneno néo tratado
(controle positivo).

Ainda, o grafico mostra um maior consumo plaguetario nos animais
inoculados com veneno de B. jararaca pela via i.v. apés 3 h, sendo esse
consumo plaquetario de aproximadamente 90% quando comparado ao
grupo controle (salina). Ja 6 h apds a administracdo do veneno i.v., 0 grupo
administrado somente com veneno de B. jararaca demonstrou uma pequena
recuperacdo do numero de plaquetas circulantes, apresentando um
consumo de cerca de 75% em comparagdo ao grupo salina. Ao se
comparar animais injetados com veneno néo tratado (controle positivo), apos
3 h observou-se um maior consumo plaquetario no grupo i.v. quando
comparado ao grupo s.c., sendo esta diferenca estatisticamente significativa
(p= 0,013). Também observou-se uma recuperacao mais rapida (p< 0,001)
da contagem plaquetaria no grupo i.v. (controle positivo) apés 6 h, quando
comparada ao grupo i.v. apos 3 h; esta recuperacdo ndo ocorreu quando 0s
animais foram injetados com veneno pela via s.c.

No entanto, nenhum dos tratamentos de inibicdo das metaloproteinases e
serinaproteases do veneno foi capaz de inibir completamente o consumo

plaguetario induzido pelo veneno de B. jararaca. Porém, in vivo, os dados
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sugerem que o pré-tratamento do veneno com o Nay-EDTA foi aquele que
minimamente promoveu alguma reducéo neste consumo, mas nao a inibicao
completa da contagem plaquetaria frente ao envenenamento botrépico.

Diferencas no volume médio plaquetario (VMP) (Figura 11b) foram
observadas nos grupos 6 h s.c., nos quais houve um aumento de cerca de
20% do VMP nos grupos envenenado e tratados em comparagcdo ao grupo
salina (p< 0,05). Ja no grupo 6 h i.v. os volumes plaquetarios nos grupos
envenenados se mantiveram normais em relacdo ao grupo salina. Apos 3 h
I.v. observou-se um aumento de aproximadamente 30% do VMP somente no
grupo administrado com veneno de B. jararaca em relacdo ao grupo salina
(p=0,007).
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Figura 11. (a) Contagem plaquetaria (b) volume plaquetario médio (VPM)
em ratos 3 e 6 h apdés a administragdo s.c. (1,6 mg/kg) ou i.v. (100
pg/animal) do veneno de B. jararaca, previamente tratado com Na,-EDTA ou
AEBSF, em comparacdo com animais controles (salina e veneno de B.
jararaca - VBj). Dados expressos como media + e.p.m. (n= 5-6/grupo). * p<
0,001 em relacdo ao grupo salina. * p< 0,05 quando comparados com
animais tratados veneno de B. jararaca (VBj).

4.6. Dosagem de fibrinogénio plasmatico

A fim de determinar a intensidade de ativacdo da coagulagdo sanguinea
promovida pelo envenenamento, foi realizada a dosagem de fibrinogénio. O
consumo de fibrinogénio plasmatico induzido pelo envenenamento s.c. € i.v.

em 3 e 6 h, mostrou um importante consumo nos niveis de fibrinogénio
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plasmatico em todos os grupos de ratos administrados com veneno nao
tratado de B. jararaca, em comparagdo com O0S grupos controles,
administrados com salina. Observou-se uma queda de aproximadamente
80% em todos os animais envenenados independentemente da via de
inoculagao utilizada (p< 0,001) (Figura 12).

Em ratos administrados com veneno pré-tratado com AEBSF foi
observada uma reducdo similar a induzida pelo veneno néo tratado nos
niveis de fibrinogénio plasmatico, de aproximadamente 85%, em
comparacao com ratos administrados com salina (p< 0,001). No entanto, a
pré-incubacdo do veneno com o Na,-EDTA inibiu quase completamente o
consumo de fibrinogénio dos ratos, em comparacdo com O grupo controle
tratado somente com veneno de B. jararaca, 3 ou 6 h apdés o
envenenamento s.c. ou i.v (p< 0,05). Porém, observou-se uma inibicao
quase completa do consumo de fibrinogénio no grupo 6 h s.c. que foi de
aproximadamente 98%, diferentemente do que ocorreu no grupo avaliado 3
h apds o envenenamento i.v., que apresentou uma inibicdo de apenas 38%
(p= 0,034) quando comparado ao grupo tratado somente com veneno de B.
jararaca.

Ao comparar os diferentes tempos e vias de administracdo do veneno,
nao foi observada diferenca estatistica na intensidade do consumo de
fibrinogénio plasmético entre animais envenenados apos 3 h pelas vias s.c.
e i.v. (p=0,475) e 6 h pelas vias s.c. ou i.v. (p= 0,449). Também se observou
gue os niveis de fibrinogénio plasmatico foram estatisticamente diferentes
em grupos administrados pela mesma via, porém nos dois diferentes tempos
(p= 0,005), apresentando um menor consumo de fibrinogénio apds o
envenenamento pela via subcutédnea. Assim, os resultados da avaliagdo dos
niveis de fibrinogénio sugerem que as metaloproteinases apresentam uma

funcéo essencial na indugé@o do consumo de fibrinogénio em ratos.
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Figura 12. Niveis de fibrinogénio plasmético em ratos 3 e 6 h apos a
administracdo s.c. (1,6 mg/kg) ou i.v. (100 pg/animal) do veneno de B.
jararaca, previamente tratado com Na,-EDTA ou AEBSF, em comparacéo
com animais controles (salina e veneno de B. jararaca - VBj). Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 5-6/grupo). * p< 0,001 quando
comparados com animais tratados com salina. * p< 0,001 ou “ p< 0,05
guando comparados com animais tratados veneno de B. jararaca (VBj).

4.7. Dosagem de produtos de degradacao de fibrinogénio efibrina
(PDFI/f)

Os PDF/f sdo uma medida da intensidade de ativacdo do sistema
fibrinolitico no envenenamento pela B. jararaca. Os niveis de PDF/f
plasmaticos apresentaram um notavel aumento nos animais inoculados com
veneno pré-tratado com salina ou AEBSF, pelas vias s.c. e i.v., apés 3 e 6 h,
do envenenamento em comparagdo com o grupo controle tratado apenas
com solucéo salina (p< 0,001) (Figura 13).

No entanto, a inibicdo das metaloproteinases do veneno com o Nay-
EDTA foi capaz de inibir completamente a geracdo de PDF/f durante o
envenenamento s.c. apos 3 e 6 h e i.v. apos 6 h, sendo estatisticamente
significativa quando comparada ao grupo controle tratado somente com
veneno de B. jararaca (p< 0,001). Animais injetados com veneno pré-tratado
com o Na,-EDTA pela via i.v. apds 3 h apresentaram uma pequena geragao
de PDF/f na circulacdo decorrente do envenenamento, sendo de
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aproximadamente 17 vezes menor em comparagdo ao grupo tratado
somente com veneno de B. jararaca (p= 0,001).

Ao comparar os grupos inoculados com veneno de B. jararaca
observou-se que nao existe diferenca estatisticamente significativa entre
diferentes vias de administracdo (p> 0,05). Porém, ao comparar a
intensidade de geracdo de PDF/f apds 3 e 6 h do envenenamento observou-
se maiores niveis no grupo apos 3 h. Desta forma, os resultados

demonstram o papel das metaloproteinases na geracéao de PDF/f.
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Figura 13. Dosagem de PDF/f em ratos 3 e 6 h ap0s a administracao s.c.
(1,6 mg/kg) ou i.v. (100 pug/animal) do veneno de B. jararaca, previamente
tratado com Na,-EDTA ou AEBSF, em comparacdo com animais controles
(salina e veneno de B. jararaca - VBj). Dados expressos como média +
e.p.m. (n= 5-6/grupo). * p< 0,001 em relacdo ao grupo salina. * p< 0,001
guando comparado com animais tratados veneno de B. jararaca (VB)).

4.8. Tempo de protrombina

O tempo de protrombina (TP) foi utilizado como medida da ativacao
da via extrinseca da coagulacdo sanguinea promovida pelo envenenamento.
O tempo de protrombina estd apresentado como o inverso do tempo de
coagulagcéo na Figura 14. O TP foi mais longo nos grupos inoculados com
veneno de B. jararaca em relagdo ao grupo salina. Contudo, apenas em 6 h

s.c. e 3 h i.v. foi estatisticamente significativo (p< 0,05), sendo que no grupo
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envenenado pela via i.v. ap6s 3 h houve maior prolongamento do tempo de
coagulacéo.

Os animais pre-tratados com AEBSF também apresentaram
prolongamento no tempo de protrombina, de forma similar ao grupo
inoculado apenas com veneno de B. jararaca. No entanto, o pré-tratamento
do veneno com Na,-EDTA foi capaz de manter o tempo de protrombina de
forma similar ao grupo controle (salina). Ao se comparar animais
administrados pela mesma via e diferentes tempos apds o envenenamento
observou-se diferenca estatisticamente significativa apenas quando os ratos

foram inoculados pela via i.v. (p= 0,002).
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Figura 14. Tempo de protrombina em ratos 3 e 6 h apos a administracédo s.c.
(1,6 mg/kg) ou i.v. (100 pg/animal) do veneno de B. jararaca, previamente
tratado com Na,-EDTA ou AEBSF, em comparacdo com animais controles
(salina e veneno de B. jararaca- VBj). Dados expressos como 1l/tempo de
protrombina; os valores estdo apresentados como média + e.p.m. (n= 5-
6/grupo). * p< 0,05 em relacéo ao grupo salina. * p< 0,05 quando comparado
com animais tratados veneno de B. jararaca (VBj).

4.9. Dosagem de fator VII

A fim de avaliar se ocorre consumo de fator VII nos animais
envenenados com os diferentes tratamentos propostos foi realizada a

dosagem de fator VII (Figura 15). Este fator, quando complexado com o fator
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tissular da inicio a via extrinseca da coagulacdo sanguinea. Os niveis de
fator VII ndo foram consumidos durante o envenenamento, porém tenderam
a apresentar niveis elevados nos animais que receberam veneno. Os niveis
de fator VII 6 h ap6s o0 envenenamento s.c. apresentou um notavel aumento
nos animais envenenados, tanto no grupo administrado com o veneno de B.
jararaca como nos diferentes tratamentos do veneno em comparagao com
animais controles administrados com salina (p< 0,001). J& em 3 h ap0s
administracdo i.v. observou-se um aumento importante dos niveis de fator
VIl no grupo pré-tratado com Na,-EDTA em comparacdo com os demais
grupos.

@l Salina
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Figura 15. Dosagem de fator VIl em ratos 3 e 6 h apds a administracéo s.c.
(1,6 mg/kg) ou i.v. (100 pg/animal) do veneno de B. jararaca, previamente
tratado com Na,-EDTA ou AEBSF, em comparacdo com animais controles
(salina e veneno de B. jararaca - VBj). Dados expressos como média +
e.p.m. (n= 5-6/grupo). * p< 0,05 em relacdo ao grupo salina. * p< 0,05
guando comparado com animais tratados veneno de B. jararaca (VB)).

4.10. Dosagem de fator tissular plasmatico, no pulméo e pele

A fim de investigar se a inoculagdo do veneno de B. jararaca induz
aumento dos niveis de fator tissular plasmatico em ratos, foi dosado o fator
tissular plasmatico, o iniciador da coagulacdo sanguinea. A dosagem do

fator tissular no plasma (Figura 16) mostrou que os animais inoculados com
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veneno de B. jararaca pelas vias s.c. e i.v. apos 3 e 6 h apresentaram
notavel aumento nos niveis de fator tissular plasmatico, em comparacao ao
grupo salina (p< 0,01). Porém, quando as metaloproteinases do veneno
foram inibidas pelo Na,-EDTA observou-se que ele impediu o aumento dos
niveis de fator tissular (p< 0,05). No grupo administrado apos 3 h pela via
s.c. foi capaz de inibir aproximadamente 50% o aumento dos niveis do fator
tissular contra 65% nos demais grupos.

Trés horas ap0s o0 envenenamento, observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre as vias de administragédo s.c. e i.v. (p=
0,032). J4 ao comparar a mesma via de inoculacéo entre diferentes tempos
nao se observou diferenca estatisticamente significativa (p> 0,05). Assim, os
resultados demonstraram a importancia das metaloproteinases do veneno
na inducdo no aumento dos niveis de fator tissular em casos de acidentes

botrépicos pela serpente B. jararaca.
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Figura 16. Dosagem de fator tissular plasméatico em ratos 3 e 6 h apos a
administracao s.c. (1,6 mg/kg) ou i.v. (100 pg/animal) do veneno de B.
jararaca, previamente tratado com Na,-EDTA ou AEBSF, em comparacéo
com animais controles (salina e veneno de B. jararaca- VBj). Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 5-6/grupo). * p< 0,01 em relacdo ao
grupo salina. * p< 0,05 quando comparado com animais tratados veneno de
B. jararaca (VBj).

A dosagem de TF no pulméo (Figura 17) 6 e 3 h apds a administracao

s.c. e i.v., respectivamente, do veneno mostrou um aumento Nos grupos
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envenenados administrados com veneno néo tratado (controle positivo); no
entanto, apenas no grupo apos 6 h s.c. a diferenca foi estatisticamente
significativa (p= 0,015) quando comparado ao grupo salina. Ja na pele, no
local de lesdo, a dosagem de TF apresentou um aumento significativo (p=
0,048) no grupo administrado com veneno nao tratado, em relagdo ao grupo
salina.
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Figura 17. Dosagem de fator tissular na pele em ratos 6 h apos a
administragao s.c. (1,6 mg/kg) do veneno de B. jararaca nao tratado ou
salina e no pulméo em ratos 6 e 3 h apdés a administracéo s.c. (1,6 mg/kg) ou
I.v. (100 pg/animal) do veneno de B. jararaca ndo tratado ou salina. Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 5-6/grupo). * p< 0,05 em relacdo ao
grupo salina.

4.11. Expressao de TF e PDI no local da administragéo s.c. do

veneno

A expressdo de TF e PDI no local de inoculagdo de veneno,
demonstrou, por meio do Western blotting, uma banda com massa molecular
relativa de 47 kDa correspondente ao fator tissular e uma banda com massa

molecular aproximada de 57 kDa correspondente ao PDI em amostras de
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pele em ratos administrados com veneno de B. jararaca, venenos pré-
tratados e salina apés 3 e 6 h do envenenamento.

O grafico mostra que 3 h apds o envenenamento dos animais houve
uma queda na expressao do fator tissular nos grupos administrados com
veneno em relagdo ao grupo salina (p< 0,001) (Figura 18a). Inversamente, 6
h ap0s o envenenamento, observou-se um aumento estatisticamente
significativo da expresséo de fator tissular no local de leséo de cerca de 2
vezes no grupo administrado com veneno de B. jararaca em relagéo a
animais injetados com salina (p= 0,014). Além disso, os resultados da
expressdo do TF dos grupos inoculados com veneno de B. jararaca, Na,-
EDTA e AEBSF mostraram-se estatisticamente significativos entre 3 e 6 h
apds o envenenamento.

J& a expressdo da PDI 3 h apés o envenenamento se manteve de
maneira constante em todos o0s grupos, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa (p= 0,717) (Figura 18b). Porém, o mesmo nao
foi observado apos 6 h, quando se observou uma diminuicdo na expressao
de PDI nos grupos administrados com veneno nao tratado, tratado com Nay-
EDTA e AEBSF, sendo estatisticamente significativa ao comparar com 0
grupo controle, administrado somente com solu¢do salina (p< 0,001). A
expressao comparativa de PDI mostrou que os grupos envenenados e pré-
tratados com o Na,-EDTA ou AEBSF apresentaram diferenca entre os
diferentes tempos (p< 0,05). Como controle de expressédo proteica, foi
utilizado um anticorpo especifico para a GAPDH, e como esperado, néo
houve grandes variacfes em sua expressao entre os diferentes grupos em 3
e 6 h (p> 0,05) (dados ndo mostrados). Também foi realizada a expresséo
de TF em amostras de pulm&o de animais inoculados com veneno nao
tratado ou salina, porém, devido a baixa quantidade proteica presente nesse

orgéo néo foi possivel sua revelagéo.
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Figura 18. Andlise densitométrica das bandas imunoreativas para expressao
de (a) fator tissular plasmatico, (b) PDI em ratos 3 e 6 h apds a
administracdo s.c. (1,6 mg/kg) ou i.v. (100 pg/animal) do veneno de B.
jararaca, previamente tratado com Na,-EDTA ou AEBSF, em comparacéo
com animais controles (salina e VBj). Dados expressos como média + e.p.m.
(n= 5-6/grupo). * p< 0,05 quando comparados com animais tratados com
salina.
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5. DISCUSSAO

O veneno da serpente B. jararaca € rico em enzimas e proteinas que
desestabilizam a hemostasia. A plaguetopenia, desordens plaquetéarias e
distarbios na coagulacdo s&o os principais distirbios hemostéaticos
observados em pacientes picados pela B. jararaca (1, 11, 13), e tém sido
descritos como sendo multifatorial. Da mesma maneira ao observado em
pacientes (1, 10, 19), foi demonstrado no presente estudo que ratos
administrados com veneno botrépico também apresentam 0s mesmos
distarbios decorrentes do envenenamento, como plaguetopenia, consumo de
fibrinogénio plasmatico, geracdo de PDF/f, prolongamento do tempo de
protrombina e hemorragia local. Além disso, nossos resultados mostram
aumento dos niveis de TF plasméatico durante o envenenamento que pode
ser mais uma causa na patogénese de disturbios hemostéticos.

As principais classes de enzimas presentes no veneno botropico
foram de fato inibidas especificamente ao observar os resultados obtidos
pela DMC. O Na,-EDTA e o AEBSF inibiram as metaloproteinases e
serinaproteases, respectivamente, do veneno de B. jararaca, que em grande
parte sdo responsaveis pelo desencadeamento de disturbios hemostaticos
no envenenamento botrépico. Assim, a incoagulabilidade do fibrinogénio
bovino quando incubado com o veneno tratado com Na,-EDTA poderia ser
explicado por uma possivel interferéncia do Na,-EDTA com a estrutura do
fibrinogénio, que é dependente de célcio (45) ou pela presenca de alguma
metaloproteinase ainda ndo descrita que poderia estar agindo sobre o
fibrinogénio, tornando-o incoagulavel. Até o momento foram descritas na
literatura duas metaloproteinases ativadoras de protrombina, uma isolada do
veneno de Bothrops atrox com massa molecular de 70 kDa e outra do
veneno de Bothrops neuwiedi com massa molecular de 60 kDa. Ja
ativadores de fator X foram isolados do veneno de B. atrox, sendo duas

enzimas dependentes de célcio, com massa molecular de 65 kDa e 14-15
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kDa. Ativadores de fator X dos venenos de Bothrops erythromelas e B.
jararaca também ja foram purificados e mostraram ser dependentes de
calcio (9). Ainda foi possivel observar que devido a presenca da atividade de
enzimas trombina-similes (serinaproteases) no veneno de B. jararaca —
enzimas capazes de hidrolisar o fibrinogénio diretamente em fibrina sem a
necessidade de geracado de trombina — a inibicdo da atividade pelo AEBSF
foi notavelmente maior sobre o fibrinogénio bovino, ndo interferindo com a
atividade coagulante sobre o plasma de coelho. Sabe-se que as principais
enzimas trombina-similes presentes no veneno de B. jararaca sdo as KN-BJ
le2(30), TL-BJ 1, 2 e 3 (31) e a botrombina (32). Para tanto, os preé-
tratamentos do veneno com esses inibidores foram utilizados para avaliar o
envolvimento dessas duas principais familias de enzimas na génese dos
disturbios hemostaticos, utilizando ratos como modelo experimental.

Duas vias de inoculagéo distintas, subcutéanea e intravenosa, foram
utilizadas nos experimentos, mesmo considerando que a inoculacdo do
veneno em acidentes por serpentes peconhentas ocorrem de maneira mais
frequente pelas vias subcutédnea e intramuscular (5). Ademais, pela via
intravenosa, a acdo do veneno sobre a hemostasia ocorre de maneira
instantédnea. Desta forma, utilizaram-se essas vias a fim de avaliar se
existem diferencas no mecanismo de acdo do veneno sobre os parametros
hemostaticos, e também para avaliar a contribuicdo da leséo local induzida
pelo envenenamento na inducdo de coagulopatias, avaliando o envolvimento
do TF durante a ativagcdo da coagulacdo sanguinea promovida pelo
envenenamento.

De fato, a escolha das doses de veneno utlizada para o
envenenamento subcutaneo (1,6 mg/kg) e intravenoso (100 pg/animal) dos
animais foram baseadas na capacidade dessas doses em reproduzir o
quadro laboratorial de distirbios hemostaticos decorrentes do
envenenamento pela B. jararaca in vivo, sem que causasse a morte dos
ratos. A dose de 1,6 mg/kg, que foi previamente eleita apos experimentos
preliminares utilizando outras concentracdes de veneno (0,8 mg/kg a 3,2,

mg/kg), foi a que melhor reproduziu o quadro de distlrbios hemostaticos do
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envenenamento humano. Ja a dose de 100 pg/animal foi baseada em dados
ja existentes no Laboratério de Fisiopatologia do Instituto Butantan, tendo
sido utilizada anteriormente pelo grupo para o envenenamento intravenoso
de ratos. A menor dose intravenosa quando comparada a dose subcutanea
pode ser explicada devido aos animais apresentarem maior sensibilidade a
inoculacao sistémica do veneno, ja que os roedores, as presas naturais de
serpentes, apresentam inimeros inibidores em seu tecido subcutaneo. De
fato, trabalhos mostram que coelhos, por exemplo, sdo mais sensiveis a
administragao intravenosa podendo administrar uma dose de 70 pg/kg,
enquanto que caes podem receber doses de 100 pg/kg (12, 14).

Efetivamente, através da avaliacdo da venenemia dos animais pode-
se observar primeiramente que realmente ocorreu 0 envenenamento de
todos os grupos administrados com veneno nao tratado (controle positivo -
VBj) ou tratados com inibidores, como ja esperado, comprovado pelo alto
nivel de veneno circulante. Também foi possivel confirmar que o pré-
tratamento do veneno com inibidores especificos para metaloproteinases ou
serinaproteases (Na>-EDTA ou AEBSF, respectivamente) ndo alteraram a
absorcdo do veneno do tecido para a circulagdo sanguinea, no caso do
envenenamento subcutaneo. Contudo, devido a acdo instantanea do veneno
guando este € administrado pela via intravenosa, observou-se um aumento
exacerbado da venenemia no grupo controle positivo (VBj) 3 h apds sua
avaliagdo. No entanto, o veneno é rapidamente metabolizado e eliminado 6
h apds sua administracéo intravenosa. Ja quando ocorre 0 envenenamento
local (subcutaneo) é necessario um maior tempo decorrido apés a
inoculacdo do veneno para que ocorra a absor¢do do veneno do tecido para
a circulacdo sanguinea. Dessa forma, os resultados demonstram que a
velocidade de absorgcéo do veneno varia de acordo com o tempo, local e a
via da administracdo que determinada diferentes niveis nos soros dos
animais.

De fato, o0 acompanhamento da eliminagcdo do veneno inoculado em
pacientes envenenados por meio da realizacdo de cinética permite uma

correlacdo mais precisa com gravidade, auxiliando no prognéstico e
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tratamento mais adequado do paciente. Assim, corroborando com 0S N0SS0S
resultados, sabe-se que existe uma correlacdo direta entre a gravidade do
envenenamento e os niveis de veneno presente em fluidos corporais; desta
forma, pacientes com quadro de envenenamento botrdpico grave
apresentam maior concentragdo de veneno no soro (92). Da mesma
maneira, os dados mostram que 3 h apdés o envenenamento intravenoso foi
aguele que os animais apresentaram quadro de envenenamento mais grave
e consequentemente apresentou maior nivel de veneno circulante presente
no soro. Também é possivel acompanhar a cinética de desaparecimento do
soro antibotropico administrado, avaliando sua eficacia na eliminagdo de
toxinas do veneno, um estudo observou-se que independente da dose de
soro antibotropico administrado (40 ou 80 mL), o veneno circulante nao foi
detectado apoés 4 dias (93).

Em pacientes humanos picados por serpentes brasileiras, a técnica
de ELISA para dosagem de veneno sérico, também utilizada neste projeto,
nao € rotineiramente utilizada nos laboratorios, pela falta de disponibilidade e
pelo tempo de execug¢do do método. Assim, estudos ja demonstraram que
pacientes atendidos tardiamente ao envenenamento podem n&o apresentar
venenemia, pois a maior parte de veneno inoculada pode ja estar no tecido
extravascular. Em pacientes humanos, apesar da rapida metabolizacdo do
veneno 6 h apds administragdo intravenosa, como demonstrada, o
tratamento com antiveneno é recomendado mesmo tardiamente no acidente
botrépico, uma vez que ja foi visto a presenca de niveis séricos de veneno
botrépico em um periodo superior a 72 h ap6s o acidente (94).

Dentre as células sanguineas, as plaquetas sdo aquelas que sofrem
claras alteracbes quantitativas e qualitativas durante o envenenamento, ao
se comparar ratos envenenados e administrados com salina. Sabe-se que a
plaguetopenia € uma das manifestacbes sistémicas mais frequentes
observadas em pacientes picados pela B. jararaca e que a deplecao de
plaguetas pode ocasionar complicacbes graves ao paciente envenenado, ja
gue as plaquetas exercem papel primordial durante a hemostasia normal. As

modificacdes plaquetérias podem ser observadas rapidamente nas primeiras
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horas apds o envenenamento e persistir por dias (1). No veneno botrépico,
diversas metaloproteinases e serinaproteases, além de outras classes de
proteinas (18) sdo capazes de interferir com as plaquetas, causando
alteracbes da funcdo plaquetaria e plaguetopenia, contribuindo para o
processo de desestabilizacdo da hemostasia que ocorre no envenenamento.
Para averiguar tal fendémeno foi analisado nos experimentos se a classe das
metaloproteinases e serinaproteases participam diretamente da génese da
plaguetopenia em envenenamentos in vivo, uma vez que quadros de
plaguetopenia moderada sdo comumente encontrados em envenenamentos
graves, porém uma drastica reducdo plaquetaria ndo € um quadro raro (1).
No modelo experimental apresentado aqui demonstrou que ha maior
consumo plaquetario em 3 h quando os animais foram injetados pela via
intravenosa, pela agado do veneno de forma sistémica. Assim, 0 consumo
plaquetario ocorre de forma mais rapida devido a agéo direta das toxinas do
veneno sobre as plaquetas circulantes, diferentemente de quando o veneno
€ inoculado pela via subcutanea. Em 6 h, pela via intravenosa a contagem
plaguetaria se mostrou parcialmente recuperada apés o envenenamento,
devido a rapida absor¢cdo do veneno nesses animais, corroborando com os
resultados de venenemia neste grupo. No envenenamento local
(subcutaneo) observou-se maior consumo plaquetario 6 h apds a inoculacao
do veneno, ja que o veneno precisa ser absorvido do local de sua inoculacéo
para a circulacdo sanguinea, para entdo ocorrer 0 consumo de plaquetas
circulantes. A intensa acdo do veneno quando administrado sistemicamente
também ja foi observada em outros trabalhos utilizando coelhos
envenenados pela serpente B. jararaca 3 h ap6s sua administracédo (11). O
veneno da serpente B. caribbaeus também é capaz de induzir notavel
plaguetopenia em camundongos 3 h apdés a administracdo intravenosa do
veneno com consumo plaquetario de 95% quando comparado a animais
controles e, corroborando com o0s nossos resultados, a inibicdo das
metaloproteinases desse veneno nao inibe a plaquetopenia induzida pelo

envenenamento. Ademais, a metaloproteinase P-lll isolada desse veneno
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ndo induz a diminuigcdo significativa do numero de plaquetas, o que sugere
gue as metaloproteinases nao contribuem com a plaquetopenia (95).

A fisiopatologia das desordens plaquetarias € bastante complexa e
multiplos fatores podem estar envolvidos na génese da plaguetopenia no
envenenamento botrépico (11, 21, 96). Sabe-se que sua associagdo com
distirbios da coagulacdo e lesdes das células endoteliais certamente
contribui para o desenvolvimento de sangramento sistémico no
envenenamento ofidico (1). De fato, o surgimento de sangramentos
sistémicos tem uma relacdo mais direta com a plaquetopenia do que com a
incoagulabilidade sanguinea (11).

No entanto, no presente trabalho, nenhum dos tratamentos inibiu
completamente o consumo plaquetario induzido pelo veneno de B. jararaca,
apesar de a literatura descrever que as metaloproteinases e serinaproteases
presentes no veneno botropico sdo as principais responsaveis pelo
desencadeamento dos disturbios observados no envenenamento por esta
espécie in vitro (9). Porém, in vivo, os dados sugerem que a inibicdo das
metaloproteinases com o pré-tratamento do veneno com o Nay-EDTA foi
aguele que promoveu uma menor reducédo, mas nao a inibicdo completa da
contagem plaquetaria frente ao envenenamento. Corroborando com os
nossos dados, outro trabalho demonstrou que a jararagina, uma
metaloproteinase P- lll, € capaz de induzir plaquetopenia e que sua inibicdo
especifica ndo diminui o consumo plaquetario causada pela B. asper (96).

Como visto, dentre as principais familias de enzimas presentes no
veneno, as metaloproteinases parecem estar parcialmente envolvidas na
génese da plaquetopenia durante o envenenamento, sua participagcdo pode
ser explicada pela inibicdo dos componentes pro-coagulantes existentes no
veneno, tais como as metaloproteinases ativadoras de fator Il e X que
induzem a formacé&o de trombina intravascular (97). Além disso, a geracao
de trombina intravascular em pacientes picados pela B. jararaca,
comprovada pelos altos niveis de complexo trombina-antitrombina (TAT)
circulantes, poderia ativar as plaquetas e retira-las da circulagdo (11). Em

coelhos envenenados pela via intravenosa, a geragcdo de trombina
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intravascular pelos ativadores de fatores Il e X presentes no veneno
parecem desempenhar importante funcdo no desencadeamento de
distarbios plaquetarios. As plaquetas desses coelhos apresentam
hipoagregacdo, aumento da expressdo de P-selectina e de LIBS1 na
superficie plaquetéria, indicando ativagdo plaquetéria in vivo, diminuigdo da
secrecdo de ATP e sequestro plaquetario no pulméo (11). Diferentemente do
que € observado apds a administracdo do veneno de B. jararaca (11),
estudos realizados em coelhos com o veneno de Crotalus durissus terrificus,
que apresenta somente enzimas com atividade trombina-simile (98),
observou-se a auséncia de trombos pulmonares (99).

Dentre os demais motivos que poderiam causar plaguetopenia no
envenenamento, poderia-se citar a injecdo de botrocetina, principal
componente da familia das lectinas do tipo-C presente no veneno, induz a
plaguetopenia em animais acompanhada pela rapida diminuicdo dos niveis
circulantes de VWF (100). No entanto, estudos demonstraram que nao ha
reducado dos niveis plasmaticos do VWF em coelhos no periodo que segue o
envenenamento, mesmo quando a contagem plaquetaria alcanca o ponto
mais baixo, 0 que sugere que a botrocetina pode néo ser considerada como
a principal causa de plaquetopenia em envenenamentos pela B. jararaca
(11). Da mesma maneira, observou-se que 0s pacientes envenenados,
apresentaram um aumento dos niveis de VWF, que parece ocorrer devido a
geracdo de trombina intravascular, que promove a secre¢do de corpos
Weibel-Palade das células endoteliais. No entanto, a aspercetina, uma
lectina do tipo C isolada do veneno de B. asper, semelhante a botrocetina do
veneno de B. jararaca, induz plaquetopenia in vivo, sendo que apoés a
inibicAo especifica da aspercetina foi observado uma inibicdo do consumo
plaquetario nos animais (96).

Ademais, ha trabalhos que demonstram o sequestro de plaquetas e
fibrina no rim e no pulméo durante o envenenamento botropico, tanto em
seres humanos quanto em modelos experimentais, podendo explicar o

consumo de plaquetas circulantes (11, 99, 101).
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A interpretagdo da contagem de células hematoldgicas é
extremamente Gtil no suporte clinico dos pacientes envenenados. O quadro
de plaquetopenia, por exemplo, pode caracterizar a possibilidade de futuras
complicagdes locais. Deste modo, um estudo observou uma relagéo entre a
intensidade da plaguetopenia versus a intensidade de edema, onde
pacientes que apresentaram acentuada plaguetopenia decorrente do
envenenamento botropico, consequentemente também apresentaram maior
intensidade no edema (1). J& a contagem total e diferencial de leucocitos
geralmente revela leucocitose, semelhante ao que ocorreu nos grupos
administrados com veneno nao tratado (VBj) pela via intravenosa, onde o
grupo avaliado apos 3 h foi aquele que apresentou maiores disturbios
hemostéticos, este quadro estd ligado diretamente a gravidade do
envenenamento. Também é possivel utilizar a avaliacdo da contagem
absoluta de neutréfilos e eosindfilos para acompanhar a progressdo de
complicac@es locais, tal como a necrose (1).

Assim, como em nossos achados, aumentos no volume plaquetario
também foram observados em outros trabalhos, onde coelhos envenenados
apresentam aumento do VMP, que precede a recuperacdo da contagem
plaquetaria e 0 aumento de plaguetas reticuladas (102). Corroborando estas
observacbes, também ja foi observado o aumento do VMP anterior a
elevacdo da contagem plaquetaria, em modelos de plaquetopenia induzida
por anticorpos anti-plaquetéarios ou pela injecdo de trombopoetina (103). Por
outro lado, pacientes com envenenamento grave oOu pacientes com
sangramento tanto sistémico quanto local apresentaram reducdo do VMP
(1). Em humanos, o aumento do VMP é relatado em casos de
hipercolesterolemia, diabetes melito, infarto agudo do miocéardio, acidente
vascular cerebral agudo, pré-eclampsia, purpura trombocitopénica idiopatica
e estenose artéria renal (104).

Interessantemente, ndo houve relacdo direta entre a plaquetopenia e
o consumo de fibrinogénio em pacientes picados pela B. jararaca, porém
uma alta incidéncia de sangramentos sistémicos € registrada em pacientes

gue apresentam simultaneamente plaquetopenia e afibrinogenemia (11).
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Os dados obtidos demonstram a participagdo fundamental das
metaloproteinases do veneno no consumo de fibrinogénio plasmatico nos
animais envenenados, visto que sua inibicdo especifica com o Na,-EDTA
protegeu 0s animais contra 0 consumo, enquanto que as serinaproteases do
veneno parecem nao ter maior participacdo, apresentando niveis de
fibrinogénio semelhante ao grupo administrado com veneno néo tratado.
Semelhantemente, quando camundongos foram inoculados com veneno da
serpente B. caribbaeus apresentaram diminui¢céo dos niveis de fibrinogénio 3
h ap6s a administracé@o pela via intravenosa e da mesma forma, a atividade
fibrinogenolitica do veneno foi completamente bloqueada quando as
metaloproteinases foram inibidas especificamente (95).

O consumo de fibrinogénio durante o envenenamento, como
observado nos resultados, tem sido atribuido a presenca de
metaloproteinases, com atividade pro-coagulante (ativadores do fator Il e X),
no veneno de B. jararaca. A geracdo de trombina intravascular e a atividade
direta de enzimas do tipo trombina-similes podem também estar envolvidas
no consumo de fibrinogénio (25). Este processo desestabiliza todo o
processo de coagulacdo normal, causando distarbios hemostéticos,
caracterizados pelo consumo dos fatores da coagulacao, principalmente do
fibrinogénio plasmético, o que induz frequentemente a quadros de
incoagulabilidade sanguinea nos pacientes envenenados.

Além do mais, trabalhos mostram uma associacao inversa entre a
venenemia e os niveis de fibrinogénio (105). Assim, apesar dos baixos niveis
de venenemia apresentado pelo grupo administrado com veneno néo tratado
(controle positivo) pela via intravenosa ap6s 6 h, o mesmo ndo é observado
para a intensidade de fibrinogénio, que ainda mostra-se bastante alterado.
Da mesma forma, apés o tratamento soroterdpico em humanos, observa-se
gue os niveis de fibrinogénio plasméatico retornam ao normal somente apoés
18 h do inicio da soroterapia contra apenas 6 h para normalizacdo da
contagem plaquetaria (10). Ademais, outros trabalhos mostram que a
recuperacdo dos niveis de fibrinogénio em cdes com afibrinogenemia ocorre

apos 24 h da administracdo do soro antibotropico (106), no entanto, quando
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0S mesmos ndo receberam tratamento, os niveis de fibrinogénio retornam ao
normal somente 72 h apdés o envenenamento (14). Ja& em coelhos
envenenados que apresentaram hipofibrinogenemia 0s niveis se
reestabeleceram no mesmo intervalo, porém, sem o tratamento com o
antiveneno, provavelmente pela hipofibrinogenemia ndo ter sido tao
acentuada (11).

Da mesma forma como é observado no envenenamento em ratos e
semelhantemente ao envenenamento humano e de coelhos, logo apés a
administrac@o de veneno e concomitante a diminuigéo do fibrinogénio ocorre
um acentuado aumento nos niveis de PDF/f na circulagdo (12, 19).

A geracdo de PDF/f e o tempo de protrombina prolongado sao
importantes fatores que caracterizam os distarbios da coagulacdo
decorrentes do envenenamento botrépico. O quadro ocorre pelo consumo
dos fatores da coagulacéo e pela geracdo de PDF/f, levando a alteracdes da
coagulacdo sanguinea. Assim, corroborando com estas observacdes, 0s
animais administrados com veneno ndo tratado (controle positivo)
apresentaram altos niveis de PDF/f e prolongamento do TP. Ainda, o tempo
prolongado de coagulacdo nos animais é consistente com o quadro de
hipofibrinogenemia, observado nos ratos envenenados, que ocorre em
envenenamentos ofidicos, inclusive nos botrépicos (8, 10).

Foi demonstrado que apés a administracdo da fracdo coagulante do
veneno de B. jararaca alterac6es do tempo de coagulacdo ocorre em duas
fases, inicialmente, ocorre um encurtamento do tempo de coagulacédo e
subsequentemente um prolongamento, tal fato € explicado pela ativacao
lenta e continua dos fatores da coagulacao (107). Devido a acdo do veneno
sobre a circulacdo sanguinea, o grupo administrado com veneno nao tratado
pela via intravenosa apos 3 h apresentaram maior geracdo de PDF/f e maior
prolongamento do TP, comparado aos demais grupos. Trabalhos realizados
com veneno de B. asper mostram as mesmas alteragbes laboratoriais
similares ao envenenamento pela B. jararaca no tempo de coagulacdo e ao
mesmo tempo os niveis de fibrinogénio reduzem drasticamente, ja os niveis

de PDF/f aumentam, como consequéncia da ativacdo do sistema fibrinolitico
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(108, 109). Da mesma forma, camundongos administrados com veneno da
serpente B. caribbaeus também apresentaram aumento dos niveis de PDF/f
3 e 24 h apods a inoculacao intravenosa (95).

Desta forma, os dados evidenciam a participagdo das
metaloproteinases na génese de distarbios hemostaticos induzida pelo
veneno de B. jararaca em ratos uma vez que a inibicdo das
metaloproteinases foi capaz de inibir o consumo de fibrinogénio, a geracéo
de PDF/f e o prolongamento do tempo de coagulacdo. Similarmente, em
experimentos realizados com o veneno de B. asper utilizando inibidores de
metaloproteinases e serinaproteases evidenciaram claramente que as
metaloproteinases sdo 0s componentes pré-coagulantes in vitro e
desfibrinogenante in vivo mais importantes (96, 110).

Jé durante a avaliagédo dos niveis de fator VII circulante, dado o papel
desse fator no inicio a via extrinseca da coagulagdo sanguinea, quando
complexado com o fator tissular, era esperado que ocorresse 0 consumo
desse fator, devido a acdo das toxinas presentes no veneno que ativam os
fatores da coagulacdo sanguinea, assim como ocorreu para 0s niveis de
fibrinogénio plasmético. Sabe-se que os niveis de fator VII plasmaticos sdo
determinados por fatores ambientais e genéticos, ou mesmo por sua
interacdo (111, 112). Além disso, tem sido demonstrada uma forte
contribuicdo do genétipo F7 para os niveis de fator VII, sendo que
polimorfismos na regido regulatéria 5’ é associada com os niveis de fator VII
e com diferencas em sua atividade in vitro (113). Sua diminuicdo esta
associada com tendéncia a sangramentos, porém nenhuma relacdo foi
observada entre a gravidade da hemorragia e os niveis de fator VII (114).
Por outro lado, o fator VII € uma proteina de fase aguda assim, apresenta-se
elevado em casos como o infarto do miocardio (115, 116), tal fato poderia
estar mascarando o consumo do fator VII decorrente do envenenamento
botrépico devido a producao excessiva desse fator pelo figado. Similarmente
aos nossos resultados, pacientes picados pelas serpentes B. asper (108),
Echis carinatus (117), Vipera russelli siamensis (118) e pacientes picados

por serpentes australianas (119) ndo apresentaram alteracdes significativas
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no consumo do fator VII. Diferentemente, baixos niveis de fator VII foram
observados em uma descricdo de caso clinico de envenenamento humano
pela serpente B. neuwiedi (120).

Outro fator importante que também pode assumir papel
preponderante como local de sequestro plaquetario em casos corrigueiros
de envenenamento, quando a inoculacdo do veneno ocorre no tecido
subcutédneo ou muscular esquelético € a lesédo local (121). A hemorragia
local induzida pelo veneno é uma manifestacdo bastante frequente
observada nos animais envenenados e é atribuida a atividade hemorragica
das metaloproteinases do tipo P-lll presentes no veneno da B. jararaca,
como a jararagina, capazes de provocar lesbes na membrana basal dos
capilares e vénulas (23). Sabe-se que a jararagina é uma potente
metaloproteinase presente no veneno de B. jararaca capaz de promover o
sangramento local ou sistémico. Outros estudos demonstram que € também
capaz de promover a inflamacdo e a inibicdo da agregacdo plaquetaria
induzida pelo colageno (122, 123). Tem sido proposto que o rapido dano
causado in vivo nas células endoteliais pelas metaloproteinases é resultado
de forcas hemodinamicas sobre a vasculatura que distende a integridade
dessas células apos lesbes na membrana basal, consequéncia da clivagem
proteolitica de seus componentes (124). O acentuado efeito hemorragico do
veneno induzida pela classe P-lll se da pelo acimulo de altas concentracdes
dessa enzima prOximo aos vasos sanguineos acarretando na rapida
degradacdo dos componentes da membrana basal. Desta forma, autores
sugerem a administracdo de inibidores de metaloproteinases como um
complemento do antiveneno na melhoria da neutralizacdo da injaria local
causada no tecido (125).

Devido a sua intensa atividade proteolitica, o veneno botropico
provoca destruicdo tecidual e morte celular no local de sua inoculagao e
consequente formacdo de um processo inflamatério no local de
administracdo do veneno, o que poderia desempenhar um papel decisivo
para induzir plaquetopenia nos ratos, pela promocao de sequestro das

plaquetas circulantes no local da les&o (126). O mesmo ocorre em lesdes
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causadas por traumas mecanicos em seres humanos, em que ha
plaquetopenia pela liberacdo/exposicdo de substancias trombogénicas e
serotonina dos tecidos lesados e plaquetas (126). Como conhecido ha longa
data, as enzimas proteoliticas do veneno de B. jararaca degradam muitas
proteinas vasculares e perivasculares, além de liberarem citocinas pro-
inflamataorias, como o fator de necrose tecidual a (TNF-a) e a IL-1j3, que s&o
também citocinas pré-coagulantes (22, 102, 127). Os nossos resultados
corroboram com dados da literatura que demonstram que a inibicdo das
metaloproteinases, classe de enzimas responsaveis pela atividade
hemorragica local, abole a atividade hemorragica do veneno (128). Assim,
os dados obtidos demonstram que o pré-tratamento do veneno com Na,-
EDTA inibiu quase completamente a hemorragia local quando comparada ao
grupo salina, sugerindo um papel essencial das metaloproteinases na
inducdo da atividade hemorragica, como ja demonstrado em outros
trabalhos (6, 128).

Os animais administrados pela via subcutanea apés 6 h com o
veneno de B. jararaca apresentaram uma reducdo nos niveis de
hemoglobina tecidual provocada no local de inocula¢cdo do veneno quando
comparada ao mesmo grupo envenenado apos 3 h, devido a maior absorcao
da hemoglobina apoés a inoculagéo do veneno. Ainda, estudos mostram que
ratos administrados com jararagina apresentaram plaquetopenia dose-
dependente (15), porém, a dose de veneno utilizada nos ratos, no presente
estudo, foi capaz de induzir plaquetopenia com a presenca de leséo local.
Desta forma, os dados sugerem que a leséo local parece pouco contribuir
como um local de sequestro plaquetario durante o envenenamento, uma vez
que a inibicdo das metaloproteinases pelo Na,-EDTA inibiu a hemorragia
local, porém, os animais ainda apresentaram um alto consumo de plaquetas.
Diferentemente, um estudo observou que ao administrar a fracao
hemorragica do veneno de Vipera palestinae em cobaias, ndo houve
plaquetopenia, apesar da hemorragia generalizada (129).

Durante o envenenamento, a lesao local tem sido subestimada como

um mecanismo de origem que promova disturbios na coagulacéo, uma vez
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gue o TF pode estar envolvido nesse mecanismo. A exposicao, expressao
elou liberacdo de fator tissular induzido pelo veneno de serpentes, pode
ocorrer no local de inoculacdo do veneno ou sistemicamente, como
demonstrado na dosagem de TF plasmatico, em virtude da distancia do local
do dano provocado pelas toxinas do veneno. Vale ressaltar a importancia de
avaliar a expressdo em 3 e 6 h apds a administracdo do veneno ja que a
expressao do fator tissular e da PDI podem ocorrer de forma mais precoce
em 3 h apOs o envenenamento ou tardia 6 h apds o envenenamento. Como
os resultados mostram, a expressao de TF no plasma ocorre de forma mais
precoce, jA que apresentou maior expressao apos 3 h independentemente
da via de inoculacédo utilizada. No entanto, a via subcutanea parece ter maior
importancia no aumento dos niveis de TF sendo que mesmo tardiamente,
apos 6 h, os niveis de TF plasméticos continuaram elevados.

Em nossos resultados observamos altos niveis de TF no pulm&o em
animais administrados pela via subcutdnea e intravenosa, apés 6 e 3 h,
respectivamente, com veneno nao tratado (controle positivo). De fato, a
escolha do pulméo para a dosagem dos niveis de TF foi baseada em estudo
anterior que mostra que o pulmdo apresenta altos niveis de TF (59),
corroborando com o0s nossos resultados. Ademais, € o 6rgdo onde ocorre
frequentemente o depdsito de plaguetas observadas em envenenamentos
humanos e experimentais (99, 130).

Independentemente da localizagdo onde o TF é liberado, nossos
resultados demonstraram que, além das enzimas pré-coagulantes do
veneno, a expressao de TF também pode ser um mecanismo que ative a
cascata da coagulacdo sanguinea durante o envenenamento por serpentes.
Na pele, a expressdo de TF mostrou-se notavelmente aumentada
tardiamente, apos 6 h em animais envenenados; simultaneamente, a PDI,
enzima responsavel pela ativacdo do TF, estava diminuida nesses mesmos
grupos, possivelmente devido a apoptose/necrose do tecido apos o
envenenamento local. De fato, o silenciamento génico da PDI é toxico para
células em cultura (131). Em varios modelos trombéticos in vivo, ha acumulo

de PDI no local da injuria vascular, o que sustenta o papel da PDI na
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regulacéo da coagulacao (59-61). Outros trabalhos mostram que a inibigéo
da PDI, utilizando anticorpos especificos ou flavondides, inibe a formacéao de
trombos em varios modelos de trombose. Essa inibicdo impede tanto o
acumulo plaguetario no local da injaria, mas também a geracdo de fibrina,
demonstrando o papel critico da PDI extracelular no inicio da formagédo do
trombo (59, 60, 132, 133). Ainda, utilizando um modelo de célula endotelial
in vitro observou-se que ao inibir a PDI da superficie celular induz a um
notavel aumento da funcdo pré-coagulante do TF, enquanto a adicéo
exdgena de PDI inibe o processo de decriptacdo do TF (134). Assim, a
diminuicdo notada da expressao proteica de PDI em 6 h pode ser também
uma causa de intensificacdo dos distarbios hemostaticos durante o
envenenamento.

Além disso, confirmando com os dados de dosagem de TF no local de
lesdo, os resultados da expressao proteica corroboram com a dosagem de
TF no local de lesdo apds 6 h, onde observou um notavel aumento do TF,
evidenciando a importancia da leséo local para inducdo de coagulopatias. A
exposicao/liberacdo de TF nos locais de lesdo pode ser um mecanismo que
tanto fomente o sequestro plaquetario no local de inoculacdo do veneno
como ative a via extrinseca da coagulacado, contribuindo, por conseguinte,
para a promocao dos sinais sistémicos do envenenamento (plaquetopenia e
coagulopatia).

A coagulacéo intravascular disseminada (CID) é caracterizada pela
ativacdo iniciada por citocinas da coagulacdo dependente do TF, controle
insuficiente da coagulacdo por anticoagulantes fisiologicos e atenuacéo da
fibrinélise mediada pelo inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1) (135).
Devido aos elevados niveis de D-dimeros, plaquetopenia, prolongamento do
tempo de protrombina e baixos niveis de fibrinogénio, observados em
Nossos experimentos, as manifestagdes decorrentes do envenenamento sao
frequentemente associadas com a CID. Demonstrou-se aqui o0 aumento dos
niveis de TF, plasmaticos e teciduais, apesar de nenhum trabalho anterior na
literatura té-lo mostrado anteriormente durante o envenenamento ofidico.

Mecanismos distintos de ativagdo da coagulacdo tém sido descritos para
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ocasionar a CID, que é resultante da interacdo de diferentes mecanismos
que culminam na deposicao de fibrina no leito vascular, mediada pelo
complexo TF/FVlla. Até a presente data, achava-se somente a ativacdo da
coagulacdo durante o envenenamento se dava diretamente pela acdo de
toxinas pro-coagulantes, sem expressao/geracdao de TF (136). Contudo,
nossos resultados sugerem que a ativacdo da coagulacdo no
envenenamento local pode também ocorrer por meio da formacdo do
complexo TF/FVlla.

O TF é o principal iniciador da cascata da coagulagéo, e a expressao
anormal pode ser responsavel por episédios tromboticos em pacientes com
desordens clinicas (59) e na CID (137, 138). Diversos estudos tém
demonstrado o aumento dos niveis de TF circulante em pacientes com
fatores de risco cardiovascular, tais como a diabetes, onde foi observado um
aumento dos niveis de TF de mais de 4 vezes em pacientes diabéticos,
qgquando comparados a individuos normais (139) e hipertensdo, onde foi
demonstrado uma reducéo de aproximadamente 22% dos niveis de TF apos
6 meses de tratamento em relacdo a pacientes hipertensos (140). Ademais,
estudos mostram que a liberacdo de TF proveniente de pacientes com
sindrome aguda coronariana provoca trombose venosa em modelos de ratos
(141, 142) e que ha aumentos da expresséo de TF em pacientes com cancer
com risco de eventos tromboemboliticos (142, 143).

O TF foi descrito como envolvido na inflamacéo e na trombogénese,
uma vez gue citocinas, imuno complexos e outros mediadores podem induzir
a expressao do TF em mondcitos ou células endoteliais (144). No entanto, a
beritractivase, uma metaloproteinase PIIl isolada do veneno de B.
erytromelas, mas ndo a jararagina foi demonstrada como responsavel por
tornar as células endoteliais altamente trombogénicas devido a estimulacdo
da atividade e expresséo do TF (145).

Os nossos dados sugerem que a coagulopatia em envenenamentos
por serpentes é multifatorial e essencialmente causada por
metaloproteinases e que a expressdao e liberacdo do TF parece estar

envolvida neste processo.
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6. CONCLUSOES

1. Os resultados sugerem que as metaloproteinases do veneno sao
componentes cruciais e estdo intrinsicamente envolvidas na génese da
coagulopatia e hemorragia local induzidas pelo envenenamento
experimental pela serpente B. jararaca em ratos. Contudo, as
metaloproteinases e serinaproteases ndo estao diretamente envolvidas na
génese da plaguetopenia induzida pela B. jararaca e outros
mecanismos/toxinas do veneno parecem estar envolvidos e ainda precisam

ser avaliados.

2. As vias de inoculacdo do veneno utilizadas, subcutanea e intravenosa,
mostraram-se diferentes quanto a intensidade do quadro clinico de disturbios
hemostéticos, sendo que a via intravenosa apresentou as maiores e mais
rapidas alteracbes decorrentes do envenenamento. No entanto, a via
subcutanea pode ser um importante mecanismo para a ativagao da via

extrinseca da coagulacao, contribuindo para coagulopatias.

3. O aumento da concentracdo de fator tissular plasmatico e expressdo no
pulméo e pele durante o envenenamento ocorre similarmente & coagulagéo
intravascular disseminada, o que pode explicar por que em alguns pacientes
graves de envenenamentos pela B. jararaca os distirbios hemostaticos néo
sao totalmente prevenidos somente pela soroterapia, necessitando de outras
terapias. A expressdo de PDI, uma enzima importante para a ativacao do
fator tissular, também estava alterada durante o0 envenenamento,
demonstrando que ela também pode ser responsavel pela promocéo de

disturbios hemostaticos no envenenamento.
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