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RESUMO

SARTIM, M. A. Isolamento, caracterizacao bioquimica e funcional in vitro e in
vivo de uma metaloprotease isolada da peconha de Bothrops moojeni
envolvida no processo de ativacao de fatores da cascata de coagulacao. 2014.
160f Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto —
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

Disturbios de hemostasia sdo uma das principais manifestacoes clinicas observadas
nos acidentes por serpentes do género Bothrops. Tendo em vista a importancia da
ativacao de fatores da cascata de coagulacdo no desenvolvimento da patologia no
envenenamento, o presente trabalho descreve o isolamento e a caracterizagao
bioquimica e funcional de uma metaloprotease capaz de induzir a ativacdo de
fatores de coagulagao, a partir da peconha de Bothrops moojeni. A metaloprotease
foi isolada por trés etapas cromatograficas utilizando colunas de exclusao molecular
(Sephacryl S-200), interacao hidrofobica (Phenyl Sepharose) e troca anidnica (ES
502N). A protease isolada, denominada moojenactivase, € uma glicoproteina com
massa molecular de aproximadamente 89 kDa e ponto isoelétrico de 4,92, sendo
composta por trés cadeias com massas de 66; 17 e 14 kDa, ligadas por pontes
dissulfeto. A determinagdo da sequéncia de aminoacidos por espectrometria de
massas evidenciou grande identidade sequencial com outras metaloproteases,
indicando a presenca dos dominios metaloprotease, desintegrina-like e lectinas-like
e classificando-a como uma protease da classe PIllld. Funcionalmente, a
moojenactivase foi capaz de induzir a cogulagédo de plasma humano pela ativagao
dos fatores Il (protrombina) e X da cascata de coagulagéo, gerando a-trombina e
fator X ativado, respectivamente. A protease apresentou atividade fibrinogenolitica,
especialmente sobre a cadeia a da molécula de fibrinogénio, porém néo foi capaz de
induzir a formagao do coagulo de fibrina pela ativagdo deste. A moojenactivase foi
parcialmente inibida quando incubada em condi¢gdes de pH entre 3,5 e 5,0 e em pH
9,0, além de temperaturas acima de 60°C, bem como na presenga de ions Cu®,
além dos inibidores EDTA, SDS, DTT e soro anti-ofidico crotalico/botropico. A
protease induziu agregacao plaquetaria e ndo apresentou atividades fibrinolitica e
hemorragica. Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) tratadas com a
protease foram capazes de produzir TNF-a assim como expressar fator tecidual
(Fator 1l da coagulacdo) na forma ativa, fazendo com que essas células
apresentassem carater procoagulante. Com o objetivo avaliar os efeitos nos
parametros hematoldgicos in vivo, a moojenactivase foi administrada em ratos
(8ug/Kg) onde foi observado que a protease foi capaz de prolongar o tempo de
sangramento dos animais e induzir a diminuicdo do numero de plaquetas
sanguineas, caracterizando um quadro de trombocitopenia. Ainda, o plasma dos
animais administrados com a moojenactivase apresentaram valores elevados do
tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcialmente ativada, assim como
reducdo na concentracdo de fibrinogénio. Na andlise dos parametros da série
branca, foi observado aumento leucocitario na circulacdo, com predominancia de
neutrofilos até 3h apdés a administragcdo, indicando a instalagdo de um quadro
inflamatoério. Com relagdo a andlise da série vermelha, a moojenactivase nao foi
capaz de alterar nenhum dos parametros estudados. Os resultados obtidos no
presente trabalho mostram, pela primeira vez, o isolamento de uma metaloprotease
da classe P-llild da peconha de Bothrops moojeni capaz de atuar sobre diferentes



eventos do processo hemostatico, sendo essa agao procoagulante responsavel pelo
quadro de incoagulabilidade sanguinea em animais. Os dados gerados podem
auxiliar no entendimento dos disturbios de coagulagdo em pacientes envolvidos em
acidentes por serpentes da espécie Bothrops moojeni, levando ao melhor
direcionamento na terapia anti-ofidica. Ainda, a fungdo da moojenactivase sobre
componentes biolégicos credencia a molécula para uma possivel aplicagdo
biotecnolégica em processos que envolvem o sistema hemostatico.

Palavras chave: Bothrops moojeni, metaloprotease, ativador de fator de
coagulacao, fator X, protrombina, fator tecidual, procoagulante, agregacao
plaquetaria, processo inflamatério.
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1 INTRODUCAO

No Brasil existem cerca de 366 espécies de serpentes classificadas em 78
géneros e reunidas em 10 familias, sendo as serpentes peconhentas
correspondendo a 15% das espécies e pertencentes a duas familias: familia
Viperidae, abrangendo os géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis; e a familia
Elapidae, correspondendo aos géneros Micrurus e Leptomicrurus (CARDOSO, 2003;
FENWICK et al., 2009; BERNILS & COSTA, 2011).

Fenwick e colaboradores (2009) realizaram estudos através de analises
morfoldgicas, filogenéticas e moleculares das espécies de serpentes das familias
Elapidae e Viperidae e propuseram uma nova classificacdo. Dentre as principais
mudangas taxonémicas, as espécies do género Bothrops, anteriormente
representadas por cérca de 26 espécies, estdo atualmente distribuidas em cinco
géneros: Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides, Bothrops e Rhinocerophis.
Segundo a nova classificacdo, o género Bothropoides é representado pelas
espécies Bothropoides alcatraz, B. diporus, B. erythromelas, B. insularis, B. jararaca,
B. lutzi, B. marmoratus, B. mattogrossensis, B. neuwiedi, B. pauloensis e B.
pubescens. O género Rhinocerophis compreende as espécies R. alternatus, R.
fonsecai, R. cotiara e R. itapetiningae. Ja os géneros Bothriopsis e Bothrocophias
sdo compostos pelas espécies Bothriopsis bilineata e B. taeniata e Bothrocophias
hyoprora, respectivamente.

As serpentes do género Bothrops, composto pelas espécies Bothrops atrox,
B. brazili, B. jararacussu, B. leucurus, B. marajoensis, B. moojeni, B. muriciensis e B.
pirajai, estdo distribuidas em todo o territério brasileiro. Algumas espécies
apresentam maior importancia por sua extensa distribuicdo geografica (e
consequentemente apresentam uma maior incidéncia nos casos de acidentes
ofidicos), como por exemplo, a B. atrox nas regides de floresta amazénica, a B.
jararacussu nas regides Sul, Sudeste e Centro Oeste e a B. moojeni nas regides
Centro Oeste e Sudeste, com ocorréncia também no Nordeste (Fig. 1)
(MALGAREJO, 20083).
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Bothrops atrox Bothrops moojeni

Figura 1. Distribuicao das espécies género Bothrops no Brasil.

Fonte: MALGAREJO (2003).

1.1 Composicao da peconha de serpentes botrépicas

A peconha das serpentes do género Bothrops é composta por diferentes
componentes, sendo as moléculas de carater proteico responsavel por mais de 90%
do peso seco da pegonha. As fragdes nao-protéicas sao compostas por
carboidratos, lipideos, metais, aminas biogénicas, nucleotideos e amino&cidos livres.
O conteudo proteico compreende uma grande variedade de enzimas como
fosfolipases A, L-aminoacido oxidase, hialuronidases, metalo e serinoproteases,
entre outras proteinas ndo-enzimaticas como desintegrinas e lectinas-like (QUEIROZ
et al., 2008).

As proteases sdo enzimas que catalisam a hidrolise da ligacao peptidica
sobre substratos proteicos. A acado proteolitica sobre proteinas presentes na
membrana basal endotelial e em fatores que atuam na coagulacdo sanguinea
desencadeiam diversos efeitos biologicos (MARKLAND & SWENSON, 2013;
SERRANO, 2013). As proteases isoladas da peconha de serpentes podem
pertencer a duas classes:

1- As metaloproteases que, na sua maioria, S80 enzimas que requerem
ions zinco para sua fungdo proteolitica, na qual a estabilidade
intramolecular deste ion € coordenado pela interacdo com residuos de
histidina, glutamato e glicina que formam o sitio catalitico (Fox &
Serrano, 2008);

2- As serinoproteases, que sao definidas por atuarem por um mecanismo

catalitico comum, apresentando os residuos de aminoacido serina,
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histidina e acido aspartico altamente reativos (Serina 195, His 57, Asp
102) (SERRANO, 2013).

As L-aminoacido oxidases (LAAOs) sao flavoenzimas, que catalisam a
deaminacao oxidativa estereoespecifica de um substrato L-aminoacido para um a-
cetoacido com a producdo de amdnia e peroxido de hidrogénio. Essa enzima
apresenta grande importancia com realdo a toxicidade da peg¢onha sobre a vitima,
possivelmente pela geragcao de peréxido de hidrogénio (DU & CLEMETSON, 2002).

Presentes em vérias peconhas, as enzimas fosfolipases A, (PLA,) catalisam a
hidrolise da ligacdo éster do carbono 2 dos fosfolipideos. Além da atividade
enzimatica, as PLA, podem apresentar outros efeitos farmacoldgicos como:
miotoxicos,  cardiotoxicos, neurotéxicos e  hemoliticos  (HUANG &
GOPALAKRISHNAKONE, 1996; PETROVA et al., 2009; LI et al., 2012; Haris &
Scott-Davey, 2013; LANDUCCI et al., 2013).

As desintegrinas-like (ou desintegrinas-simile) compéem uma classe de
toxinas representadas por polipeptideos de baixo peso molecular encontradas na
pegonha de duas formas: na forma livre; e na forma associada a uma molécula de
metaloprotease (dominio desintegrina). Funcionalmente, essa classe de toxinas
interagem com integrinas do tipo axf1 atuando como antagonistas de receptores de
integrinas (CALVETE, 2013).

Diversas lectinas isoladas da pegonha de serpentes foram descritas, as quais
podemos citar duas classes:

- As lectinas do tipo-C (dependentes de ions célcio) ligantes de galactose,
ou lectinas verdadeiras, sdo proteinas de carater ndo enzimatico capazes
de interagir ndo covalentemente a residuos especificos de carboidratos
através do dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD do inglés
Carbohydrate Recognition Domain) presente nessa molécula. Sao
proteinas homodiméricas (com mondmero de aproximadamente 14 kDa)
ligadas por pontes dissulfeto, e apresentam atividade de interacdo a
glicoconjugados podendo induzir aglutinagcdo de eritrocitos e processos
inflamatoérios (MENDONCA-FRANQUEIRO et al., 2011);

- As lectinas-like (ou lectinas-simile) sdo proteinas compostas por af
heterodimeros de aproximadamente 14 kDa e 18 kDa, respectivamente,
podendo formar oligomerizagdes gerando moléculas de alto peso molecular
variando de 50 a 100 kDa. Essas moléculas diferenciam-se das lectinas
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verdadeiras por ndo serem capazes de interagir com carboidratos e séo
chamadas dessa forma por apresentarem homologia sequencial (15 a
40%) com o CRD. As lectinas-like atuam em diversos processos
patoldégicos como disturbios de hemostasia, sendo as glicoproteinas de
receptores de membrana celulares e plaquetéarias, além de fatores da
cascata de coagulacao, os principais alvos dessas toxinas (EBLE &
ARLINGHAUS, 2012).

Segundo estudos realizados por Guércio et al. (2006), diversos fatores
influenciam na composi¢ao da pegonha dessas serpentes, dentre eles, o habitat, a
alimentagdo e a idade do animal. Assim, a atuagdo dessas moléculas
biologicamente ativas sado de fundamental importancia no processo de captura e
digestdo de presas ou no processo fisiopatolégico dos acidentes ofidicos frente a
seres humanos, por desencadearem diversos efeitos bioldgicos (CARDOSO et al.,
2003).

1.2 Metaloproteases

Metaloproteases sdo enzimas dependentes de ions metdlicos para exercer
sua funcéao catalitica de hidrélise da ligacao peptidica entre residuos de aminoacidos
de uma proteina. As SVMPs (do inglés Snake Venom Metalloproteases) compdem
uma importante classe de toxinas presente nas peconhas de serpentes,
representando um pouco mais de 32% da composicao de toxinas em peconhas de
serpentes da familia Viperidae, indicando um importante papel na fisiopatologia do
envenenamento. As SVMPs estao envolvidas em efeitos biolégicos como modulacao
do processo hemostatico, indugéo de resposta inflamatoria, efeitos cardiovasculares,
hemorragico e miotdxico, dentre outros (FOX & SERRANO, 2008).

Uma classificagdo das SVMPs foi proposta por Fox e Serrano (2008), a qual é
baseada na estrutura, nas modificagdes poés-transducional e no processamento
intracelular das proteases, além de levar em considera¢do os dominios presentes na
molécula. As metaloproteases de peconha de serpentes foram agrupadas em trés
principais grupos, de Pl a PIIl, com possiveis subgrupos (Fig. 2). A classe Pla,
respresenta as SVMPs que possuem somente o dominio metaloprotease, o qual
apresenta a regido catalitica HEXXHXXGXXH altamente conservada entre as
proteinas dessa classe. A classe Pll é aquela que possui além do dominio

metaloprotease, o dominio desintegrina-simile RGD, e foi subdividida em “a”, “b”, “c”,
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“‘d”, e “e”; A classe Plla é expressa com o dominio desintegrina, porém apos
modificacdes pos-translacional essas moléculas sofrem um processamento
proteolitico, o qual libera o dominio desintegrina-like; a classe Pllb possui o dominio
desintegrina como parte da estrutura da proteina sem sofrer protedlise; a classe Pllc
é a forma homodimérica da Pllb; a classe Plld representa um precursor que também
passa pelo processamento proteolitico e libera desintegrinas homodiméricas; e a
classe Plle compreende metaloproteases que além de apresentarem processos
proteoliticos, liberam dominio heterodimérico desintegrina-like RGD. A classe PIII
representa as metaloproteases compostas pelos dominios metaloprotease,
desintegrina-like e um dominio rico em cisteina, podendo ainda apresentar o
dominio lectina-like. As proteases dessa classe podem ser subdivididas em quatro
subgrupos: na classe Pllla, os dominios desintegrina-like e rico em cisteina ndo séo
processados e fazem parte da molécula junto ao dominio metaloprotease; na Plllb,
estes dominios sdo processados e considerados livres; a classe Plllc é a forma
dimérica da Pllla; e a classe Pllld contém ainda, além dos dominios metaloprotease,
desintegrina-like e rico em cisteina, um dominio lectina-like (composto por um
heterodimero) ligados por pontes dissulfeto a cadeia principal (Fig. 2) (FOX &
SERRANO, 2008).
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Figura 2. Esquema representativo da classe das metaloproteases da peconha de serpentes.
Interrogagdes (?) na figura indicam que o produto processado ainda nao foi identificado na pegonha.

Fonte: FOX &SERRANO (2008).

1.3 Acidentes botrdépicos

Acidentes ofidicos envolvendo serpentes peconhentas sdo decorrentes da
inoculacdo da peconha, produzida por glandulas venenosas especializadas e
injetadas através do aparelho inoculador, podendo gerar alteracdes locais e
sisttmicas na pessoa acidentada. Esses acidentes representam significativo
problema de Saude Publica, especialmente em paises tropicais, pela frequéncia com
que ocorrem e pela mortalidade que ocasionam (PINHO & PEREIRA, 2001).

No Brasil, segundo dados do SINAN (Sistema de Informacao de Agravos de
Notificagdo), foram notificados em 2011 137.421 casos de acidentes por animais
peconhentos, sendo 26.124 casos (aproximadamente 20%) por serpentes
peconhentas. O género Bothrops (representado pela antiga classificacao taxondmica
das serpentes brasileiras na qual hoje é representado pelas espécies dos géneros
Bothriopsis, Bothropoides, Bothrops e Rhinocerophis) é responsavel por cerca de
85% dos casos (22.257 notificagdes) (SINAN, 2011), os quais ndo apresentam alta
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letalidade, mas devido a alta incidéncia, sdo considerados de grande importancia
epidemiolégica no pais (FRANCA & MALAQUE, 2003).

O quadro clinico observado no envenenamento botrépico caracteriza-se por
efeitos sistémicos e locais (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). As manifestagées locais
sdo caracterizadas por dor e edema persistentes no local da mordidas, de
intensidade variavel e, em geral, de instalagdo precoce e carater progressivo.
Equimose e hemorragias no ponto da mordida sdo frequentes e bolhas podem
aparecer na evolugdo do quadro clinico, acompanhado ou ndo de necrose
(CARDOSO, 1997). As manifestacdes sistémicas sdo caracterizadas por efeitos
cardiovasculares, que levam a uma resposta hipotensiva, além de disturbios
hemostaticos, evidenciado por deficiéncia na coagulagao, alteragdo na agregagao
plaquetéria e deplecao de fibrinogénio. A sequéncia dos eventos relacionados a
coagulopatia culmina em sangramentos de ferimentos cutdneos pré-existentes e
hemorragias a distancia (AMARAL et al., 1985; CARDOSO, 1997; BORGES et al.,
1999; HATI et al., 1999; RUCAVADO et al., 2000; FRANCA et al., 2003). Alguns

desses efeitos sao ilustrados na Figura 3.

Figura 3. Acidente botropico. A) Alteracdes locais: Sangramento pelos orificios de inoculagdo da
presa, associada ao edema (inchago) e a dor. B) A incoagulabilidade sangliinea observada pela
presenga de bolhas de conteldo variavel (seroso, hemorragico, necroético, purulento) e hemorragia
observada pela presenga de hematomas.

Fonte: http:/Itc.nutes.ufrj.br/toxicologia/mVI.a.botr.htm
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Antes de continuarmos com a descricdo dos aspectos fisiopatologicos das
coagulopatias causadas pelo envenenamento ofidico e descrever o papel das
classes de toxinas que atuam nessa resposta, faremos uma revisdo do processo
fisiologico da hemostasia como forma de revisdo dos complexos eventos

relacionados a esse sistema.

1.4 Fisiologia da hemostasia

A hemostasia € um processo fisiolégico envolvido com a fluidez do sangue e
com o controle de sangramento frente a uma lesdo vascular, iniciando o processo de
reparo tecidual. Além da prevencdo de sangramento apds uma injuria nos vasos
sanguineos, o sistema hemostatico pode também ser ativado parcialmente ou
integralmente sob outras circunstancias tais como traumas, pré eclampsia ou
infeccdo bacteriana na corrente sanguinea (COLMAN et al., 1994; LIND et al., 2003).
O complexo processo hemostatico pode ser dividido em trés processos: hemostasia

primaria, secundaria e terciéria.

1.4.1 Hemostasia primaria: eventos vasculares e formacdao do tampao
plaquetario

A hemostasia primaria, que é responsavel por estancar o sangramento
através da formagao do tampéao ou trombo plaquetario, € caracterizada inicialmente
pela participagdo de células endoteliais que promovem uma vasoconstricgdo local,
diminuindo o fluxo sanguineo no sitio de sangramento. Em seguida, devido ao
rompimento endotelial, causado por dano de qualquer natureza, ocorre a exposicao
de proteoglicanas presentes na camada subendotelial, como fibras colagenas e fator
de vonWillebrand, promovendo a adesao e ativagdo das plaquetas. O processo de
ativagdo leva a desgranulacao de granulos citoplasmaticos, liberando serotonina,
tromboxano A, e ADP (adenosina-difosfato) armazenados. Essas substancias sdo
responsaveis pela propagacao da ativagao de outras plaquetas no local, induzindo o
processo de agregacao entre essas, e formando o tampao plaquetario que servira
de superficie adequada ao processo de coagulacdo, envolvendo fatores da
coagualgao e formando um codagulo resistente (LIND et al., 2003).
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1.4.2 Hemostasia secundaria: coagulacao

A hemostasia secundaria, também conhecida como sistema de coagulacao, é
caracterizada pela acao de proteases plasmaticas (fatores de coagulacao) na forma
de zimogénios (pro-enzimas) que, quando ativados, dao origem as proteases
(enzimas) ativas que iniciam uma cascata de reagdo levando a conversdo da
molécula de fibrinogénio plasmatico em polimeros de fibrina, formando o coagulo. A
rede de fibrina estabiliza o tampé&o plaquetario, acumulando hemacias e leucdcitos,
dando origem ao trombo (LIND et al., 2003).

1.4.2.1 Modelo Classico da Cascata de Coagualcao

O modelo classico da cascata de coagulagao foi inicialmente proposto em
1964 (DAVIE, 1964; MACFARLANE, 1964). Nele, a sequéncia de ativagdo dos
fatores (que sdo numerados de | a Xlll de acordo com a ordem de sua descoberta)
foi dividida em duas vias: as vias extrinseca e intrinseca. A primeira via classica de
ativacdo da cascata de coagulacdo, denominada via extrinseca, inicia-se pela
exposicao do fator tecidual (FT - componente ndo presente na corrente sanguinea,
portanto um componente “extrinseco”) mediante uma lesdo ou ativagdo vascular e
celular. A via intrinseca, por outro lado, € um mecanismo complementar, na qual
todos 0os componentes estdo presentes no espaco intravascular, que se inicia apos a
ativagao do sistema de contato. No entanto, ambas as vias compartiiham uma via
final comum, durante o evento de ativagdo (COLMAN et al., 1994; TAPPER &
HERWALD, 2000).

Via extrinseca

O inicio da coagulagdo sanguinea esta associado a danos nos vasos
sanguineos ou mediado por uma resposta pro-inflamatoria, onde esses eventos sdo
capazes de promover a exposi¢cao do FT na superficie das células subendoteliais
expostas ou induzir a expressao desse fator por leucécitos, plaquetas e células
endoteliais, respectivamente, dando inicio a via extrinseca. O fator tecidual € uma
proteina transmembrana que interage tanto com a forma inativa do fator VII,
ativando-o por um processo de autdlise, quanto com a forma ativa do fator (fator
Vlla), j& presente na circulagdo sanguinea. O complexo FT/fator Vlla desencadeia a
coagulacao sanguinea convertendo o fator X para sua forma ativa (fator Xa) (Fig. 4).

O fator Xa pode permanecer associado ao FT ligado as células ou livre no sangue e
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podendo se ligar as superficies proximas das plaquetas ativadas, que formam o
tampéao plaquetario previamente ja instalado no local da lesdo. A ativagdo das
plaguetas promove a exposicao dos fosfolipideos carregados negativamente, que
tem alto potencial de ligar fatores de coagulacao e reunir os complexos, enzima-
cofator, que sdo essenciais para uma eficiente ativacdo da coagulagdo sanguinea.
Além disso, a reunido de complexos enzima-cofator na superficie das plaquetas
aumenta a concentracdo local dos componentes envolvidos na coagulagcédo e
neutralizam a regulacdo exercida por mecanismos anti-coagulantes (Figura 3)
(COLMAN et al., 1994; DAHLBACH, 2000).

Via intrinseca

A via intrinseca é definida como o processo de coagulagéo iniciado por
componentes presentes na circulacdo sanguinea. O inicio do processo dessa via
tem a participacdo de fatores do sistema de contato (fator Xll, pré-calicreina - PC,
fator XI e cininogénio de alto peso molecular — CAPM). A ativacdo do sistema de
contato é iniciada pela interacdo do fator Xll ou da pré-calicreina, na presenca de
CAPM, a uma superficie negativamente carregada (sendo instalada por determinado
tipo de anormalidade nos vasos sanguineos, expondo moléculas como fosfolipideos
e dermatan sulfatos negativamente carregados) e, por um processo de autélise, sdo
geradas as formas ativas, fator Xlla e/ou calicreina. Essas serinoproteases sao
capazes de aumentar o potencial coagulante por uma retroalimentacdo positiva
gerando mais a forma ativa do fator Xll. Ainda, o fator Xlla & capaz de ativar o fator
Xl na presenga de CAPM e, de maneira calcio dependente, gerando o fator Xla,
sendo este ultimo responsavel pela ativacdo do fator I1X, também na presenca de
ions calcio, gerando IXa. O fator IXa forma o complexo tenase, que € composto pelo
cofatores: fator Vllla, fosfolipideo de membrana principalmente na superficie de
plaquetas, e ions calcio; € capaz de ativar a molécula do fator X. A partir desse
ponto do processo, compartilha a via comum da coagulagdo (COLMAN et al., 1994;
DAHLBACH, 2000) (Fig. 4).

Via comum
A partir da formagédo do fator Xa, ambas as vias, extrinseca e intrinseca,
compartilham uma via comum da coagulacdo que culmina na formacéo da rede de

fibrina. A protrombina é transformada em trombina pelo complexo protrombinase,
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composto pelo fator Xa e seu cofator (fator Va), ligados aos fosfolipideos da
superficie de plaquetas e na presencga de calcio. Os fatores que ativam o fator V séao
o préoprio fator Xa e a trombina. Esta ultima também amplifica a cascata da
coagulacao ativando os fatores VIl e IX, da via intrinseca. Apéds sua ativagao, o fator
Villa forma um complexo com o fator 1Xa na superficie das plaquetas, que
juntamente com fosfolipideos e ions calcio, € denominado complexo tenase, que
ativa o fator X. A ativagdo do fator Xl pela trombina é outro mecanismo de
amplificacdo desta reacéao, resultando na geracao adicional de fator Xla que ativa o
fator X (Fig. 4) (COLMAN et al., 1994; DAHLBACH, 2000).

A formacédo do coagulo ocorre quando o fibrinogénio, uma glicoproteina
dimérica composta por trés cadeias (a, B e y) ligadas por pontes dissulfeto, é
convertido pela trombina em fibrina, pela clivagem entre os residuos Arg'®-Gly'” da
cadeia a e Arg'*-Gly'® da cadeia B, liberando assim os fibrinopeptideos A e B além
do monémero de fibrina (LI et al., 1996). A trombina € também responsavel pela
clivagem do fator Xlll, uma transglutaminase na forma de zimogénio que, quando
ativada, estabiliza o coagulo por induzir formacao de ligacbes covalentes entre os
monémeros de fibrina (FURIE & FURIE, 1992). A Figura 4 ilustra o resumo da
atuacado dos fatores envolvidos no processo da cascata de coagulacao pelas vias

descritas.
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Figura 4. Modelo classico da cascata de coagulacao: vias intrinseca e extrinseca. O modelo
proposto em 1964 representado pela reagdo em cascata de ativagdo de zimogénios gerando
serinoproteases. As reagdes das vias extrinseca, intrinseca e via comum estao destacas pelas cores
bege, vermelha e cinza, respectivamente. PC — Pré-calicreina. CAPM — Cinogénio de Alto Peso
Molecular. FL — Fosfolipideo. Ca®* - fon calcio.

1.4.2.2 Modelo de coagulacao baseado em superficies celulares

Apesar do sistema de coagulacdo ser dividido tradicionalmente (para fins
didaticos e para testes laboratoriais in vitro) em duas vias de ativacdo, as vias
extrinseca e intrinseca, essa divisdo nao ocorre fisiologicamente devido a
interdependéncia entre as duas vias.

Importantes observagdes levantadas por grupos de pesquisa a respeito do
processo de coagulacdao sanguinea levaram alguns autores a elaborarem uma
revisdo dos modelos de coagulagdo até entdo propostos. Dentre as observagées, a
partir de dados clinicos e ensaios in vitro, podemos citar algumas principais:

- Pacientes deficientes de algum dos fatores do sistema de contato (fator Xll, PC
ou CAPM) apresentaram prolongado tempo de tromboplastina parcial (ensaios
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laboratorial para a avaliagdo da integridade da via intrinseca), apesar de nao
apresentarem alteragdes significativas no sangramento. Dos fatores do sistema de
contato da via intrinseca, apenas a deficiéncia no fator XI gera um quadro de
incoaguabilidade sanguinea. Sendo assim, o fato de alguns dos fatores da via intrinseca
Nao serem essenciais para 0 processo de coagulacao, levaram pesquisadores a concluir
que a via nao apresenta um papel fisiologico verdadeiro na hemostasia (Seligsohn, 2007).

- O complexo fator tissular/fator Vlla atua ndo apenas ativando o fator X, mas
também o fator IX, um componente da via intrinseca (ROBERTS et al., 2006);

- Outro fator importante foi a descoberta de que a trombina € um ativador
fisiolégico do fator XI, um componente da via intrinseca (ROBERTS et al., 2006).

Portanto, essas e outras observagdes levaram a conclusao de que o principal
evento envolvido no inicio do processo de hemostasia in vivo é a formacao do
complexo fator tissular/fator Vlla no local da lesao tecidual (HOFFMAN et al., 2001).
Assim, as deficiéncias de fatores VIII e IX, que resultam na hemofilia A e B,
respectivamente, sdo consideradas hoje como deficiéncias da via fator tissular/fator
Vlla, mesmo que as moléculas do fator IX e VIII pertencam a via intrinseca
(ROBERTS et al., 2006). Dessa forma, a participacdo no processo de coagulacao
dos fatores do sistema de contato é creditada apenas como uma via de auxilio
através de retroalimentagdes positivas, a partir de componentes gerados pela via do
fator tissular/fator Vlla (ROBERTS et al., 2006).

Assim, hoje postula-se que o modelo de coagulagéo fisiolégico apresenta o
envolvimento celular como suporte para as reacdes da cascata de coagulacdo. Esse
Nnovo mecanismo preconiza que substancias pré coagulantes ativadas permanegam
localizadas no sitio da lesdo para a formacédo do trombo no local. Neste modelo, o
processo de coagulacdo sanguinea é iniciado pela exposicdo do FT na corrente
sanguinea. Dessa forma, o processo de hemostasia para este modelo é descrito com
trés fases sobrepostas: iniciacdo, amplificacao e propagacao (Ferreira et al., 2010).

Fase de Iniciacao

A exposigao de células subendoteliais (células do musculo liso e fibroblastos, as
quais o FT & expresso constitutivamente), causada por uma lesdo vascular, além da
ativacao de células endoteliais ou mondcitos, causado por um processo pro-inflamatorio,
fazem com que o FT seja exposto na circulagdo sanguinea e atue como um receptor para
o fator VII, levando a formagéo do complexo TF/fator Vlla localizado na membrana celular
e iniciando o processo de coagulacao pela ativacao de pequenas quantidades dos fatores
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X e IX. Como j& descrito anteriormente nos eventos do processo da via extrinseca de
coagulacéo, o complexo protrombinase (fator Xa, cofator Va, fosfolipideo de membrana e
ions calcio) formado na superficie da célula que expressa o FT, transforma pequenas
quantidades de protrombina (fator Il) em trombina (fator Ila), que sao insuficientes para
completar o processo de formagao do coagulo de fibrina, mas sdo de fundamental
importancia para a fase de amplificacéo da coagulacao (Fig. 5) (ROBERTS et al., 2006).

Modelo da coagulacdo baseado em superficies celulares

* /@I:

Iniciagao Célula expressando T ——
(nas calulas que o fator tecidual
axprassam o FT) .
ﬂ “"' (Trambina)
Amplificagdo m ﬂ
ina superficie das Viilka VIl + Fui Kia

plaquetas abvadas) l

<

|] :'.Ird‘
Propagacéo [Complexo
{na superficie das protrombinase| o
plaquetas ativadas) /‘l> Xa \\«,} M2 (Trambina)
1Xa + \Alla
(Campleka %
tenase)

¥
Fibrinogénio ——* Fibrina

Figura 5. Modelo de coagulacao baseado em superficies celulares. Esquema do modelo da
coagulagao baseado em superficies celulares representado pelas fases de iniciagao, amplificacao e
propagacédo. Fonte: FERREIRA et al. (2010).

Fase de Amplificacao

Ap6s o processo de agregacao plaquetaria e formagdo do trombo de
plaguetas (como discutido em hemostasia primaria), a pequena quantidade de
trombina gerada na fase de iniciacdo amplifica o processo da coagulacado
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proporcionando ativagdo de mais plaquetas, aumentando a adeséo das plaquetas
e ativando os fatores V, VIII e XI. Agora com os fatores Va, Vllla e IXa na superficie
das plaquetas, inicia-se 0 processo hemostatico culminando na formacéao de fibrina
estavel, que consolida o tampé&o plaquetario inicial (Fig. 5) (FERREIRA et al., 2010).

Fase Propagacao

A fase de propagacgéo é caracterizada pela producado de complexos tenases e
protombinases que sédo agrupados na superficie das plaquetas ativadas. O complexo
tenase (fator IXa, cofator Vllla, fosfolipideo membrana plaqueta e ions calcio) forma-se
quando o fator IXa move-se da célula com FT expresso, onde é ativado, para ligar-se
ao receptor expresso nas plaquetas ativadas. O complexo fator Vllla/IXa ativa o fator
X que, juntamente com o fator Va, formam o complexo protrombinase. O complexo
protrombinase intensifica a producédo de trombina, que converte o fibrinogénio soluvel
em fibrina, e também ativa o fator estabilizador da fibrina, fator XIlIl, para formar o
coagulo de fibrina hemostatico (Fig. 5) (FERREIRA et al., 2010).

Assim, uma vez formado o coagulo de fibrina estavel sobre a area lesada, o
processo de coagulagéo deve se limitar ao sitio da lesdo, controlando o excesso de
ativacdo da coagulacao por meio de anticoagulantes naturais como o inibidor da via
do fator tecidual (que atua inibindo o complexo FT/fator Vlla), a proteina C ativada
(PCA —inibe o fator Va pela agao proteolitica e degradagdo do mesmo), a proteina S
ativada (PSA - inibe o fator Vllla pela agao proteolitica e degradagcdo do mesmo), e a
anti-trombina (AT — promove interagdo covalente com trombina e fator Xa inibindo-
os) (FERREIRA et al., 2010).

1.4.2.3 Fatores de Coagulacao dependentes de vitamina-K

Os fatores de coagulacdo dependentes de vitamina-K sdo zimogénios
precursores de serino proteases que, ao sofrerem ativagao proteolitica, liberam a forma
enzimatica ativa. Pertencem a esta classe os fatores |l (protrombina), VII, IX e X, além
da proteina C que atuam como fatores anticoagulantes (MATSUZAKA et al., 1993;
LIND et al., 2003). Todas as moléculas dessa classe apresentam uma estrutura similar,
composta pelos dominios Gla (na regidao N-terminal), EGF-like (do inglés Epidermal
Growth Factor— Fator de Crescimento Epidermal - exceto pela molécula de protrombina
que apresenta o dominio Kringle ao invés de EGF-like) e o dominio serino protease na
regido carboxi terminal (Fig. 6). Essa classe de fatores de coagulagcéo é sintetizada no
figado onde, previamente a sua secre¢ao para o plasma como zimogénios do sistema
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de coagulagéo, passam por modificagdes pds-traducionais. Dentre essas modifica¢des
podem-se citar a glicosilacdo, geralmente ricas em residuos de manose, e a y-
carboxilacéo de residuos de acido glutamico (Glu) na regidao N-terminal (dominio Gla),
convertendo-os em residuos de acido y-carboxiglutdmico (Gla) pela enzima gamma-
glutamil carboxilase que tem a vitamina K como cofator. Essa y-carboxilagdo do dominio
Gla apresenta uma grande importancia funcional para esses fatores, uma vez que esse
dominio é responsavel por mediar a interacdo do fator de coagulacdo a lipidios de
membrana (principalmente fosfatidilserina) o que leva a um aumento da atividade
catalitica da forma ativa do zimogénio. A partir desses levantamentos, essa classe de
fatores de coagulacdo que necessitam da y-carboxilacdo de residuos de Glu na regido
N-terminal foram chamados de fatores dependentes de vitamina K (ROBERTS et al.,
2006).
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Figura 6. Fatores de coagulacdo dependentes de vitamina K. A figura ilustra os elementos
estruturais basicos dos zimogénios pertencentes a essa classe. Os pequenos circulos representam
cada aminoacido. O peptideo sinal estd indicado pela separagcdo dessa sequéncia da cadeia
polipeptidica. Os residuos de acido y-carboxiglutamico presentes no dominio Gla estao representados
em azul. A molécula de protrombina difere dos outros fatores pela presenca do dominio Kringle, ao
invés do dominio EGF-like presente nos outros fatores. O sitio catalitico, composto pelos residuos
His, Asp e Ser, do dominio serino protease de cada fator esta indicado pelos circulos pretos. Os sitios
de clivagem dos fatores, para geragao da forma ativa, a partir do zimogénio estao representados
pelas setas. Nos fatores IX, X e proteina C, o peptideo liberado pela ativagdo desses fatores esta

indicado pelos circulos amarelos. Fonte: ROBERTS et al., (2006) modificada.
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Protrombina
Grande parte do processo da cascata da coagulacao sanguinea consiste na

conversdao de zimogénios plasmaticos inativos em serinoproteases ativas. A
protrombina é caracterizada como o zimogénio circulante da trombina, uma
serinoprotease responsavel pela protedlise do fibrinogénio, formando fibrina. Ambas
as protrombinas, bovina e humana, sdo glicoproteinas com massa molecular de
aproximadamente 70kDa. Assim como os outros fatores acima citados, também é
submetida aos processos de glicosilacdo e 7y-carboxilacdo de residuos de Gilu
durante sua biosintese. Estruturalmente, a molécula de protrombina possui trés
dominios. O dominio &acido 7y-carboxiglutdmico é formado pelos 47 residuos N-
terminais de aminoacidos, sendo responsavel pela interacdo com ions calcio dos
fosfolipideos de membrana. Essa funcao é essencial pela ativacao da protrombina.
O dominio Kringle é composto pelos 80 residuos de aminoacidos seguintes ao
dominio acido y-carboxiglutamico, contendo seis residuos conservados de cisteina,
que formam trés pontes internas dissulfeto (Fig. 7) (ROBERTS et al., 2006).
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Figura 7. Representacao da estrutura primaria da molécula de protrombina. A figura representa
a estrutura priméria da protrombina com a sua composigao de aminoacidos, além dos dominios da
molécula (dominios GLA, Kringle e Catalitico). Os residuos de GLA estao indicados por Y. O sitio de
clivagem para a remocédo do peptideo lider em modificagbes pds-translacionais esta ilustrado pela
seta vermelha sozinha. O sitio catalitico da molécula de trombina (representado pelos aminoacidos
His, Asp e Ser), localizado na cadeia B (B chain), esta ilustrado em azul. Sitios de clivagem do
complexo protrombinase (fator Xa/fator Va) estéo ilustrados pelas setas em vermelho (Xa/Va).

Fonte: ROBERTS et al., 2006.
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A regiao C-terminal da molécula de protrombina € composta por uma regiao
catalitica serinoprotease. O processo enzimatico fisiolégico de ativacdo da
protrombina consiste da acdo do complexo protrombinase (fator Xa, cofator Va,
fosfolipideo de membrana e ions célcio) sobre o substrato protrombina. Assim, o
fator X, catalisa a ativagdo da protrombina humana pela clivagem proteolitca entre
%0)1e%" (Fig. 8). A cadeia
polipeptidica composta pelos residuos 1 a 271 (chamado de fragmento 1.2),

os residuos de aminoacido Arg®'-Thr®’? e Arg

contendo dominios Gla e Kringle que é responsavel pela interacdo com fosfolipideos
de membrana, possui massa molecular de 34.500 Da e é liberada na forma de
peptideo de ativagdo. Os residuos 272 a 320 compdem a cadeia A da o-trombina, a
qual é ligada por pontes dissulfeto a cadeia B da trombina (residuos 321-581). De
maneira que duas clivagens da molécula de protrombina sdo necessarias para a
formacdo de o-trombina e duas vias cinéticas sdo possiveis na ativagdo da
protrombina (Fig. 8). Uma clivagem Unica entre os residuos Arg®’'-Thr?”® (reagdo A1
da Fig. 8) formam o fragmento 1.2 e uma espécie intermedidria conhecida como
pretrombina 2. A pretrombina 2 é composta pelas cadeias A e B da a-trombina e

%0.11g%" intacta, tornando-a catalitcamente inativa. A

320 321

possui a ligacao Arg”-lle

conseguinte protedlise desta ligacao Arg®-lle®’ (reacao B2) converte a pretrombina

2 em a-trombina. Alternativamente, a clivagem Unica na molécula de protrombina

entre os residuos Arg*®-1le®! (

reagdo C1) gera um produto conhecido como
meizotrombina, um intermediario cataliticamente ativo. Uma nova protedlise sobre a
meizotrombina pelo fator Xa em Arg?’'-Thr*”® (reacdo D2) forma os produtos,
fragmento 1.2 e a-trombina ativa. Uma terceira via de ativagcdo, através de um
processo continuo de protedlise com a formacdo direta da o-trombina ativa é

demonstrada na reagao E 1,2 (Fig. 8).
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Figura 8. Representacao esquematica da ativacao da protrombina humana. A protrombina
consiste de um dominio N-terminal de ligagdo a membrana (fragmento 1.2) e um dominio catalitico C-
terminal (pretrombina 22. Para a ativa%éo da Protrombina e formagéo da a-trombina, duas ligagbes
peptidicas (Arg®”'-Thr®’" - sitio 2; e Arg***-1le**'- sitio 1) sdo cataliticamente hidrolizadas pelo fator X,.
Assim, duas vias cinéticas de ativagdo sao possiveis, formando intermediarios inativos (reagdo A2
formando fragmento 1.2 e pretrombina 2) e ativos (meizotrombina). A formacao final de trombina ativa
e fragmento 1.2 € comum a ambas as vias (reagdo B1 e D2, respectivamente).

Fonte: WEINREB et al., (2003).

Fator X

O Fator X da cascata de coagulacao encontra-se na circulacao sanguinea
como zimogénio, o qual € composto por duas cadeias ligadas por pontes dissulfeto,
e apresenta peso molecular de 59 kDa, sendo a cadeia leve apresentando ~17 kDa
e a pesada ~40 kDa. A cadeia leve € composta pelo dominio Gla, com seus 11
residuos de &cido glutamico vy-carboxilados, além de dois dominios EGF-like
(dominio fator de crescimento). A cadeia pesada apresenta o peptideo de ativagcao
composto por 52 residuos de aminoacido na porgdo N-terminal, além do dominio
catalitico (Fig. 9) (ROBERTS et al., 2006).
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Figura 9. Representacao da estrutura primaria da molécula de Fator X. A figura representa a
estrutura primaria do Fator X com a sua composi¢ao de aminoacidos, além dos dominios da molécula
(dominios GLA, fator de crescimento e Catalitico). O sitio de clivagem para a remogao do peptideo
lider em modificagbes pds-translacionais esta ilustrado como PREPRO leader. O sitio de clivagem do
complexo fator tecidual/fator Vlla ou complexo fator |Xa/fator Vllla estd evidenciado pela seta em
vermelho. Fonte: ROBERTS et al., 2006.

O Fator X pode ser ativado em Fator Xa tanto pelo complexo Fator Vlla/Fator-
tecidual quanto pelo complexo Fator IXa/Fator Vllla, através da clivagem da ligacao

911" na regido N-terminal da cadeia pesada do Fator X

entre os residuos Arg *"-lle
(Fig. 10). O complexo Fator Xa/fosfolipideos de membrana/calcio/Fator Va é
chamado de complexo protrombinase e é responsavel pela ativacdo do Fator Il
(protrombina), gerando trombina. O Fator Xa pode ser inibido por inibidores de
proteases plasmaticas, como a serpina Anti-Trombina (AT) e o inibidor da via do
fator tecidual (TFPI do ingés Tissue fator Pathway Inhibitor) (ROBERTS et al., 2006).

Como a trombina, o Fator Xa estd envolvido em diferentes atividades
biolégicas nédo diretamente relacionadas a coagulagdo. O Fator Xa apresenta
atividade mitogénica para células da musculatura lisa (GASIC et al., 1992), além de
atividade pr6 inflamatéria mediada por receptores especificos como a familia dos
receptores PAR (do inglés Protease Activated Receptors) (ALTIERI & EDGINGTON,

1990).
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Figura 10. Representacao da ativacao do Fator X. O Fator X da cascata de coagulagdo pode ser
ativado pelos complexos tenase (Fator |Xa/Fator Vllla) ou Fator Vlla/Fator Tecidual pela clivagem
proteolitica entre os residuos Arg'*-lle’® da cadeia pesada (heavy chain), indicado pela seta,
gerando o Fator Xa e o peptideo AP que contém 52 residuos de aminoacido.

Fonte: modificado de http://www.haemtech.com/images2/1Xa.jpg

1.4.3 Hemostasia Terciaria: fibrindlise

A hemostasia terciaria € a fase caracterizada pelo processo de fibrindlise,
responsavel pela dissolucdo do coagulo de fibrina formado em excesso, sendo
fundamental para a volta da fluidez do sangue no local de reparo tecidual (LIND et
al., 2003). A plasmina, proteina responsavel pela lise da rede de fibrina, € a forma
ativa do zimogénio plasminogénio que esté ligado internamente a rede de fibrina. O
ativador tecidual do plasminogénio (TPA — do inglés tecidual plasminogen activator),
liberado pelo endotélio da area da lesao, é responsavel pela formacao da plasmina a
partir do plasminogénio, desencadeando o processo de fibrindlise que limita a
progressao desnecessaria da trombose (ROBERTS et al., 2006).

A plasmina, além de agir na degradacéo direta da fibrina, também é capaz de
clivar o fibrinogénio na forma ndo polimerizada. Essa ag¢do sobre a forma
polimerizada ou nao do fibrinogénio leva a formagédo dos "produtos de degradagao
da fibrina" (PDF). Os PDFs s&o removidos da circulagéo principalmente pelo figado
e pelo sistema reticulo endotelial (FERREIRA et al., 2010).
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1.5 Envolvimento de peconhas ofidicas no processo de hemostasia

Uma vez revisados os eventos relacionados ao sistema hemostatico de
coagulacdo, abordaremos o papel das classes de toxinas que atuam nessa
resposta, além dos aspectos fisiopatoldégicos das coagulopatias causadas pelo

envenenamento ofidico.

1.5.1 Toxinas que atuam na hemostasia

Diversos componentes das peconhas ofidicas sdo capazes de afetar o
sistema hemostatico. As toxinas envolvidas nesse processo podem ter acgéo
coagulante, por apresentarem atividade trombina-like, ou por ativar os fatores II
(protrombina) ou X da cascata de coagulacdo (KINI et al., 2001). Outras podem ter
acao anticoagulante, pela ativacdo da proteina C, que inibe alguns fatores de
coagulacao, ou pela inibicdo direta da trombina ou de alguns fatores da cascata de
coagulagdo, como os fatores IX e X (KINI, 2006). Além disso, as toxinas podem
apresentar atividade fibrino(geno)litica, que dissolve a rede de fibrina ou impede sua
formacao pelo consumo do fibrinogénio ocasionando a incoaguabilidade sanguinea
freqliiente em acidentes ofidicos (SWENSON & MARKLAND, 2005). Existem
também toxinas com acdo no endotélio vascular, gerando o quadro hemorragico
freqiiente nestes acidentes (GUTIERREZ & RUCAVADO, 2000); e com agao direta
sobre as plaquetas, interferindo na sua agregacao (KAMIGUTI, 2005).

1.5.1.1 Toxinas que atuam na funcao plaquetaria

As plaquetas representam um fator vital no processo de hemostasia, atuando
como “linha de frente” no desenvolvimento do tamp&ao inicial no local da lesdo
vascular, impedindo o sangramento. O processo de agregacao plaquetaria envolve a
ativacdo de receptores de membrana da superficie da plaqueta, além da
participacéo de glicoproteinas e integrinas responsaveis pela interacdo entre elas.
Toxinas isoladas de pegonhas de serpentes que atuam sobre plaquetas podem,
basicamente, induzir ou inibir o processo de agregacao (WHITE, 2005). Dentre as
classes de toxinas ja descritas até o0 momento que interferem nessa atividade temos:

- Lectinas-like podem atuar tanto como inibidoras da agregagéo por interagir
com a glicoproteina Ib (GPIb) impedindo a interagédo do fator vonWillebrand (VW) a
trombina ou ristocetina (agonistas da agregacao) (NAVDAEV et al., 2001), ou como

agonistas da agregacao, por interagirem com vW e GPVI expostos na membrana
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basal endotelial ou na superficie de plaquetas, respectivamente, induzindo a
resposta palquetaria (POLGAR et al., 1997; DU et al., 2002; FUKUDA et al., 2002;
LEE et al., 2003).

- Toxinas da classe das desintegrina-like sdo capazes de interagir com as
integrinas GPIIb/llla das subfamilias 31 € B3 da superficie das plaquetas, incluindo os
receptores de fibrinogénio ayp B3, vitronectina a,Bs e fibronectina asB4, inibindo a
interagdo dos agonistas ADP, trombina, colageno e acido aracdénico (CLEMETSON
et al., 2005).

- Fosfolipases A, (PLAz) podem atuar induzindo agregacao pela agao
enzimatica de clivagem dos fosfolipideos de membrana da plaqueta liberando &cido
aracdénico, o qual € um conhecido agonista da agregacao (KINI & EVANS, 1990;
MOUNIER et al., 2001), ou podem apresentar uma fungdo antagonista pela
interacdo das PLA, com receptores da superficie da plaqueta inibindo o processo de
agregacao (LANG et al., 1995; HUANG et al., 1997).

- Proteases podem induzir o processo de agregacao plaquetaria através da
acao proteolitica sobre receptores de membrana de plaquetas. Algumas
serinoproteases foram descritas como apresentando atividade proteolitica sobre
receptores PAR (do inglés protease activated receptors) ou interacdo sobre
receptores GPIb. Ja algumas metaloproteases sao capazes de induzir a agregacao
pela acao proteolitica sobre receptores GPIb e fator vonWillebrand. Ainda,
metaloproteases que apresentam o dominio desintegrina-like podem apresentar uma

acao inibitéria de agregacao pela acao desse dominio (LU et al., 2005).

1.5.1.2 Toxinas que atuam sobre fatores da coagulacao sanguinea
Dentre as toxinas que atuam sobre os fatores de coagulacéo temos:

Ativadores de fator V

O fator V é uma glicoproteina multi-funcional de 330 kDa, com um importante
papel nos processos prd e anticoagulantes. Fisiologicamente, o zimogénio fator V &
ativado por clivagem proteolitica pela trombina originando o fator V ativado (FVa). O
FVa atua como cofator do Fator Xa, formando o complexo protrombinase
responsavel pela ativagao da protrombina. Alguns ativadores de FV foram isolados a

partir da peconha de serpentes e pertecem as classes das serino ou
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metaloproteases. Essas enzimas catalisam a clivagem proteolitica no residuo
Arg'*-Ser'* (ROSING et al., 2001).

Enzimas Trombina-similes

De forma geral, serinoproteases de pegonhas de serpentes atuam no
processo hemostatico pela ativagdo especifica de componentes da coagulacao
sanguinea, na fibrin6lise e agregacao plaquetaria. Algumas toxinas dessa classe
mimetizam funcionalmente a trombina fisiol6gica, atuando na clivagem enzimética
do fibrinogénio formando fibrino peptideos A e B, além dos monémeros de fibrina,
levando a formacao do polimero de fibrina. Essas enzimas séo do tipo thrombina-
similes (trombina-like) (KINI et al., 2001).

Inibidores do fator IX/X

Diversas toxinas da classe lectinas-like do tipo-C isoladas da peconha de
serpentes apresentam atividade anti-coagulante através da interagdo com fatores IX
e/ou X da coagulacdo (MORITA, 2004a). Sao proteinas compostas por
heterodimeros de alta homologia e possuem a capacidade de interagir sobre o
dominio Gla dos fatores IX e/ou X, impedindo a capacidade desse ultimo de se ligar,
de maneira Ca®* dependente, & fosfolipideos de membrana e proporcionando o
efeito anticoagulante por inibir seu processo de ativagdo (MIZUNO et al., 1999 e
2001).

Ativadores da proteina C

Proteina C é um zimogénio que quando ativado pela trombina, gera a
Proteina C ativada a qual catalisa a degradacdo dos fatores Va e Vlla,
apresentando, assim, propriedades anticoagulantes. A maior parte dos ativadores de
proteina C estudados na atualidade foram isolados da pegonha de serpentes do
género Agkistrodon, mas também dos géneros Bothrops, Trimeresurus e Cerastes.
Possuem alta similaridade estrutural com outras serinoproteases e diferem
funcionalmente da proteina C ativada fisiolégica, pois ndao requerem trombomodulina
como cofator (GEMPELER-MESSINA et al., 2001).
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Ativadores de protrombina

No processo de coagulacao, a formagédo da trombina ocorre através da acao
proteolitica do complexo protrombinase (fator Xa, cofator Va, ion célcio e
fosfolipideos negativamente carregados da superficie celular) sobre a protrombina
(KINI, 2005). Ativadores de protrombina exdgenos, como as proteases presentes
nas peconhas de serpentes, exibem certa similaridade e diferencas em relacéo ao
processo de ativagao fisiolégica da protrombina pelo complexo protrombinase.
Assim, baseando-se nas caracteristicas funcionais, propriedades estruturais e
requerimento de cofatores para exercer a atividade, ativadores de protrombina
exdgenos sao classificados em quatro grupos: o grupo A consiste de
metaloproteases com capacidade de ativagdo sem a presenca de cofatores. Essas

320_1132! ' liberando

enzimas clivam a protrombina humana entre os residuos Arg®-lle
meizotrombina que se converte em a-trombina por autdlise; o grupo B consiste de
metaloproteases célcio-dependentes, onde a auséncia do ion promove a inativacao
da funcéao proteolitica da protease; ativadores do grupo C pertencem a classe das
serinoproteases que requerem calcio e fosfolipideos carregados negativamente para
exercer sua funcdo; ja o grupo D é representado pelas serinoproteases que
necessitam dos cofatores calcio, fator Va e fosfolipideos para clivarem a
protrombina, similarmente ao complexo protrombinase (ROSING & TANS, 1992;

YAMADA et al., 1996; KINI et al., 2001).

Ativadores de fator X

Ativadores de fator X foram sido isolados das peconhas das familias
Viperidae e Crotalidae, assim como de algumas espécies da familia Elapidae. Esses
ativadores pertencem a classe das serino ou metaloproteases (TANS & ROSING,
2001). O ativador de fator X mais estudado € representado pelo RVV-X isolado da
peconha de V. russelli, o qual apresenta trés cadeias ligadas por pontes dissulfeto:
uma cadeia com 58kDa (cadeia pesada) e duas cadeias leves de 19,4 e 16,4 kDa. A
cadeia pesada do RVV-X €& composta por um dominio de metaloprotease,
desintegrina-like e rico em cisteina. As cadeias leves sao representadas por lectina-
like do tipo-C. E proposto que a RVV-X interage com Gla (dominio vitamina K-
dependente do y-carboxiglutamato) do fator X via as duas cadeias leves do RVV-X,

194

onde a cadeia pesada cliva a ligacdo entre Arg'®*-lle’®® da cadeia pesada do fator X.

Metaloproteases ativadoras de fator X de outras pegonhas com estruturas similares
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ao RVV-X, provavelmente apresentam mecanismo catalitico similar (TANS &
ROSING, 2001).

1.5.2 Coagulopatias causadas por acidentes ofidicos

A intervencgao de peconhas de serpentes no sistema hemostatico humano, de
forma mais ou menos intensas, € um assunto comum entre os aspectos do
envenenamento de todas as familias de serpentes pegonhentas espalhadas pelo
mundo, sendo que a diversidade de componentes biologicamente ativos presentes
nas peconhas é refletida na importancia dos efeitos clinicos das coagulopatias nos
acidentes ofidicos (STOCKER et al., 1994; WHITE, 2005).

A variedade dos efeitos clinicos desencadeados por esses diversos
elementos encontrados na pegonha podem, essencialmente, ser resumidos em: (1)
coagulabilidade sanguinea reduzida, resultando em um aumento na tendéncia de
sangramento; (2) sangramento continuo devido a danos em vasos sanguineos; (3)
efeitos secundarios devido ao aumento do sangramento, variando desde choque
hipovolémico a danos secundarios a 6rgaos, como hemorragias intracerebrais ou
deficiéncias renais; (4) trombose patolégica direta e suas seqtielas, como embolismo
pulmonar (WHITE, 2005).

A coagulopatia mais frequente associada ao envenenamento por serpentes
no mundo é a chamada VICC (do inglés Venom-Induced Consumption
Coagulopathy), que resulta da ativacao da cascata de coagulacido e/ou pela acao
sobre a fungao plaquetaria por toxinas presentes na peconha de serpentes (como as
enzimas thrombin-like, ativadores de fator X, ativadores de protrombina, dentre
outras), resultando no consumo final dos fatores de coagulagdo plasmaticos
(especialmente o fibrinogénio) e plaquetas, que leva a um processo de coagulacao
intravascular disseminada (CIVD) e ocorrendo um quadro de incoagulabilidade
sanguinea. Ainda, a CIVD pode induzir a formagdo de microtrombos e a deposi¢ao
desses na rede capilar, 0 que poderia contribuir para desencadear danos renais e
induzir um processo de insuficiéncia renal aguda (BARRAVIEIRA & PEREIRA, 1994;
LINCK et al., 2010; BUCKLEY et al., 2013).

Os parametros clinicos e laboratoriais observados em pacientes acometidos
por serpentes peconhentas sdo empregados como forma de acompanhamento da

evolucao do acidente, assim como da regrecao do processo patolégico apds terapia
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antiofidica. Dentre as avaliagdes dos aspectos relacionados aos disturbios de

coagulacao, podemos citar:

Contagem e funcao de plaquetas

Dentre os efeitos observados, a trombocitopenia (contagem reduzida no
numero total de plaquetas na circulacédo), € um dos aspectos mais observados nos
pacientes acidentados, onde a fungdo plaquetaria, daquelas remanescentes,
encontra-se comprometida (BARRAVIEIRA & PEREIRA, 1994).

Tempo de coagulacao

O tempo de coagulagao, avaliado pelo testes de tempo de protrombina (TP) e
tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPa) (testes para avaliacao dos
parametros funcionais da via intrinseca e extrinseca de coagulacao,
respectivamente), além da dosagem de fibrinogénio, apresentam valores
prolongados (TP e TTPa) e concentracdo de fibrinogénio reduzidos devido ao
consumos dos fatores sanguineos (BARRAVIEIRA & PEREIRA, 1994).

Outros parametros

Além dos paréametros acima citados, que sao muito Uteis devido a facil e
rapida execucdo e obtencdo dos resultados, outros parametros de coagulacao
também sdo analisados. A quantificacdo da formacao dos dimeros-D, que séo
fragmentos da degradacéo da fibrina, estd relacionada ao processo de fibrindlise
fisiolégico devido ao processo e formacao de microtrombos e depdsitos de fibrina.
Ainda, também ¢é realizada a deteccao do complexo Trombina/Antitrombina Ill, uma
vez que a formacgao desse complexo ocorre devido a acao de inibidores plasmaticos
dos fatores de coagulagdo ativados gerados. Essas avaliagbes citadas sao
importantes pois, a partir dessas, é possivel caracterizar se um processo de CIVD foi
instalado e, assim, avaliar a gravidade do envenenamento e planejar procedimentos
terapéuticos adequados a serem executados (MARUYAMA et al., 1990; KAMIGUTTI
et al., 1992).

1.6 Aspectos gerais e toxinologicos da peconha da serpente Bothrops moojeni
A serpente Bothrops moojeni, popularmente conhecida como Caigcaca ou

Jararacdo, é a principal serpente do género que habita as areas de mata ciliar das
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regides central, norte e sudeste do Brasil (NOGUEIRA et al., 2003). A serpente
apresenta um habito terricola e uma atividade noturna, alimentando-se basicamente
de roedores e lagartos. Apesar da distancia do bote das serpentes do género
Bothrops corresponder a aproximadamente 1/3 do seu comprimento e ser dado mais
no sentido horizontal, a Caigcaca desfere seu bote mais para o sentido vertical,
podendo atingir dessa forma partes mais altas do corpo de uma pessoa. Associado
ainda a sua capacidade de adaptar-se com facilidade a ambientes modificados, por
apresentar um grande porte (apresentam tamanho de cérca de 1,5 metros em fase
adulta) e apresentar um comportamento agressivo, a espécie B. moojeni passou a
apresentar uma importancia médica e epidemiolégica no que se refere aos acidentes
ofidicos (MELGAREJO, 2003; 2009).

Em um estudo epidemiolégico dos acidentes ofidicos na regido noroeste do
estado de Sao Paulo, Rojas e colaboradores (2007) evidenciaram que as serpentes
do género Bothrops foram responsaveis por 65,7% dos casos notificados. Ainda,
segundo o estudo, dentre as espécies que habitam essa regiao, a Bothrops moojeni
€ a que apresenta maior distribuicdo nas areas dos acidentes (19,2%), reforcando a
hipotese de que a espécie seria a principal responsavel pelos acidentes na regiao,
em razdo da sua maior abundancia na area, se comparada as outras espécies do
género (KOUYOUMDJIAN & POLIZELLI, 1989; ROJAS et al., 2007).

Relatos clinicos dos acidentes causados pelas serpentes da espécie B.
moojeni indicam o desenvolvimento rapido de uma reacao inflamatéria expressiva no
local da mordida, caracterizada por eritema, dor moderada a intensa, edema, além
de alteragbes hemostaticas como o0 aumento do tempo de coagulagcédo
(KOUYOUMDJIAN & KOUYOUMDJIAN, 1986; KOUYOUMDJIAN & POLIZELLI,
1989). Nos casos considerados moderados e graves, ha relatos de complicagbes
decorrentes do efeito local da pegonha de B. moojeni, como, por exemplo, a necrose
tecidual. Apesar dos dados clinicos a respeito do envenenamento humano por essa
espécie de serpente serem limitados, estudos mais detalhados sobre a fisiopatologia
dos efeitos nocivos induzidos pela pegonha bruta de B. moojeni foram descritos em
modelos experimentais animais, dos quais a pecgonha participa de eventos
biol6gicos como efeitos miotdxicos, hemorragicos, hipernocicepcivos, neurotdxicos,
inflamatérios e hemostaticos (ZAMUNER et al., 2004; MAIORANO et al., 2005;
Demler et al., 2010; Nadur-Andrade et al., 2013; de Souza et al., 2013).



Introducdo | 30

Diversas toxinas isoladas da peconha bruta de B. moojeni apresentaram
capacidade de modular eventos hosmostaticos por induzirem ou inibirem o processo
de coagulagao plasmatica e agregacao plaquetaria. Dentre as classes podemos citar
as miotoxinas, PLA; e proteases (SERRANO et al., 1993a; SERRANO et al., 1993b;
OLIVEIRA et al.,, 1999; BERNARDES et al., 2008; SANTOS-FILHO et al., 2008;
PERCHUC et al., 2010; SALVADOR et al., 2011; de MORAIS et al., 2012; SILVEIRA
et al., 2013). Das proteases isoladas, as serinoproteases apresentam uma atividade
pré coagulante por serem capazes de induzir a clivagem do fibrinogénio, gerando
mondmeros de fibrina e consequentemente formacdo da rede de fibrina,
caracterizando-as como serinoproteases do tipo trombina-like (SERRANO et al.,
1993a; de OLIVEIRA et al., 2013; VU et al., 2006).

Ja as metaloproteases isoladas até o momento, Bmoo FIBMP-I (TORRES et
al., 2012), Bmoo MPa-I (BERNARDES et al., 2008), BthMP (GOMES et al., 2009),
Moojenin (de MORAIS et al., 2012), e MPB (SERRANO et al., 1993b), apresentam
atividade fibrinogenolitica porém, apenas Moojenin e MPB apresentam atividade
coagulante, possivelmente pela clivagem especifica do fribrinogénio, enquanto as
demais possivelmente atuam clivando em posi¢cdes inespecificas da molécula.
Apesar da distingdo entre o mecanismo de clivagem do fibrinogénio, tanto as
metaloproteases pré coagulantes quanto as que nao induzem coagulacdo sao
capazes de induzir a defibrinogenacao em animais experimentais, caracterizado pelo
consumo do fibrinogénio in vivo (GOMES et al., 2009; BERNARDES et al., 2008; de
MORAIS et al.,, 2012; TORRES et al.,, 2012). No entanto, ndo existem dados na
literatura cientifica da purificacdo e isolamento de nenhuma protease, presente na
peconha de Bothrops moojeni, com atividade sobre outros fatores da coagulacao
como o fator X e a protrombina (fator Il).

Porém, foram descritos dados sobre a atividade de ativagdo dos fatores X e
protrombina para a pegonha bruta de Bothrops moojeni. Perchuc e colaboradores
(2005), demonstraram que uma fragcao de alto peso molecular (contendo proteinas
de cerca de 40 a 100 kDa) obtida do fracionamento da peconha bruta de B. moojeni
submetida a cromatografia em coluna de fase reversa C-18, apresentou uma
expressiva atividade de ativagdo da protrombina e gerando trombina como produto.
Ainda, estudos realizados por Suntravat e colaboradores (2010) mostraram que, das
28 peconhas brutas analisadas, a peconha de B. moojeni foi capaz de induzir a

ativacao do fator X da coagulacdo, gerando fator X ativado como produto. Esses
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dados indicam a presenca de toxinas capazes de induzir a ativacao de fatores da
cascata de coagulacao.

Levando em consideragdo os dados epidemioldgicos, clinicos e
cientificos relacionados ao papel da peconha de Bothrops moojeni em disturbios de
coagulagao, estudos com o objetivo de avaliar o envolvimento de toxinas, presentes
na pegonha, no processo hemostatico tornam-se de grande relevancia para o melhor
entendimento da fisiopatologia da desordem hemostatica observada nos
envenenamentos. Ainda, os dados gerados a partir dessas analises podem auxiliar
no planejamento terapéutico referente ao tratamento de coagulopatias induzidas
pela pegconha. Além disso, o isolamento de novos compostos pode colaborar no
desenvolvimento de novos agentes que podem ser utilizados tanto no diagnéstico
quanto no tratamento de distarbios hemostéticos.
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6 CONCLUSAO

Levando em consideracdo os resultados obtidos no presente trabalho
referentes a purificacdo e caracterizagdo bioquimica e funcional in vitro e in vivo da

moojenactivase, podemos concluir:

\' A moojenactivase, isolada a partir da peconha bruta de Bothrops moojeni pela
associacao de procedimentos cromatograficos (exclusdo molecular, interacdo
hidrofébica e troca anidnica), apresenta massa molecular de aproximadamente 89
kDa, sendo composta por 3 cadeias ligadas por pontes dissulfeto (CP de ~66 kDa
contendo os dominios metaloprotease e desintegrina-like, e as CL  de ~17 kDa e
CL a de ~14 kD correspondendo ao heterodimero de lectina-like) pertencendo a

classe Pllld das metaloproteases.

\/ A protease possui sitio(s) de N-glicosilacdo na cadeia pesada da molécula, sendo
o conteudo de carboidrato correspondendo a cerca de 20 % da massa da CP, além

de apresentar pl de 4,92;

\ A protease apresenta diminui¢do da atividade de ativacdo de protrombina quando
previamente incubada em condicdes de pH 3,5 — 5,0 e em pH 9,0, assim como
quando incubada na presenca de fons Cu®* (5 mM), EDTA (5 mM), SDS (10 mM),
DTT (10 mM) e soro anti ofidico anti botropico/crotalico (1:20 m/m);

' A metaloprotease foi capaz de ativar o fator de coagulacdo protrombina (fator Il),

320 321

clivando entre os residuos Arg™"-lle®" e formando a-trombina (atividade especifica

22,56 nmols trombina. min".mg"), além de ser capaz de ativar o fator X da
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coagulagao, clivando entre os residuos Arg “*-lle™™ e formando o fator X ativado

(atividade especifica 116,34 nmols Fator Xa. min".mg™).

' A moojenactivase induziu a clivagem das cadeias a e B do fibrinogénio (fator ),
mas nao a cadeia y, porém nao foi capaz de induzir a formagdo do coagulo de

solucao de fibrinogénio;
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\' A moojenactivase apresenta fungdo pré coagulante sendo capaz de induzir a
coagulagao de plasma humano normal e deficiente em fator X, apresentado dose
minima coagulante de 3,93 e 1,02 pg/mL; somado aos resultados obtidos da
ativacdo dos fatores I, Il e X, concluimos também que a agcado pr6é coagulante é

referente a ativacao dos fatores X e Il

\ A protease néo foi capaz de induzir a atividade fibrinolitica e também nao foi capaz
de ativar o plasminogénio, indicando nao participar diretamente ou indiretamente do

processo de fibrindlise;

\ A protease foi capaz de induzir a agregacdo de plaquetas diretamente, e
indiretamente pela formagdo de trombina a partir da incubagdo prévia da

metaloprotease com protrombina;

\ A protease n&o apresentou atividade hemorragica em camundongos administrados

com a metaloprotease;

' A moojenactivase foi capaz de estimular um processo proinflamatério em pBMC
tratados com a protease, avalidos pela producao da citocina TNF-a, além de induzir
a expressao de fator tecidual (Fator Ill da coagulacao) o qual conferiu um carater pré

coagulante ao PBMC;

\ Quando administrada i.v. em ratos, a metaloprotease foi capaz de prolongar o
tempo de sangramento, além de apresentar valores de contagem de plaquetas no

sangue total desses animais reduzido;

\ Ainda, o plasma dos animais administrados com a protease (3 pg/Kg)
apresentaram valores de coagulacao, nos ensaios de TP e TTPa, elevados, além da
diminuicdo da concentragdo de fibrinogénio, indicando um quadro de ativagcao dos

fatores pasimaticos e consequente consumo do fibrinogénio;

\ A avaliagcdo dos parametros hematoldgicos da série branca do sangue total dos
animais administrados com a protease indicaram um processo inflamatério pelo

aumento leucocitario circulante, composto principalmente por neutréfilos;
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\' A avaliacdo dos parametros da série vermelha indicam que a protease ndo é

capaz de induzir alteragdes em células eritrocitarias.

Sendo assim, podemos concluir que a moojenactivase participa no processo
fisiopatolégico do envenenamento pela pegonha de Bothrops moojeni pela agao pré
coagulante, devido a ativacao dos fatores Il e X da cascata de coagulagéo, pela
acao de inducdo de agregacao plaquetaria de maneira direta e indireta, além da
estimulacao proinflamatéria de leucécitos da circulacdo sanguinea e consequente
expressdo do fator Ill com atividade pré coagulante. Esses efeitos levam a
alteracbes hematologicas, como observado a partir dos resultados da
experimentagdo in vivo, relacionados a disturbios envolvendo o sistema de
coagulacdo e processo inflamatério. Assim, os presentes resultados fornecem
informacdes importantes para o entendimento da funcdo das proteases com
capacidade de ativagdo de fatores de coagulacdo nos disturbios de coagulagao

como observado nos envenenamentos por serpentes do género Bothrops.
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