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RESUMO

Sachetto ATA. Novos mecanismos de patogénese da sepse e do envenenamento
botrépico: potencial da rutina e rutina succinil como agentes terapéuticos [tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2022.

O veneno da serpente Bothrops jararaca (BjV) induz diversas alteraces deletérias para
0 organismo como plaquetopenia, hipofibrinogenemia, intensa hemorragia local, estresse
oxidativo/nitrosativo e uma resposta inflamatoria exacerbada. O tratamento de pacientes
picados ainda apresenta desafios, ja que a soroterapia possui limitacfes quanto as suas
aces. Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa foi demonstrado o potencial
da rutina como possivel composto terapéutico complementar para 0 envenenamento.
Sabe-se que a rutina possui uma ampla gama de atividades, no entanto seu uso apresenta
limitacGes por ser um composto pouco hidrossolivel. Desse modo, os estudos desse
projeto foram iniciados com a realizagdo de uma modificacdo quimica na rutina
(succinilacdo), resultando no composto hidrossoltvel rutina succinil, que demonstrou
possuir atividades caracteristicas da rutina in vitro, como antioxidante e inibidora da
isomerase dissulfeto proteico (PDI). A seguir foram realizados testes in vitro
comparativos entre a rutina e a rutina succinil para avaliar as suas atividades de inibicédo
de diferentes atividades do BjV. Diferentemente da rutina, a rutina succinil demonstrou
potencial inibitério em relacdo a atividades da familia majoritaria do veneno
(metaloproteinases). Visto o potencial da rutina e rutina succinil, experimentos in vivo
foram iniciados com camundongos utilizando 2 e 3 DLsg (dose letal 50%) de BjV, os
quais demonstraram que as rutinas induzem uma melhor recuperagdo de parametros
hemostaticos alterados pelo envenenamento. Ademais, a rutina e rutina succinil foram
capazes de neutralizar os efeitos toxicos do BjV e impedir a mortalidade de camundongos
induzida pelo envenenamento. Posteriormente, foram realizados ensaios in vivo com uma
dose subletal do BjV para a avaliacdo de parametros da coagulacdo, inflamacdo e
hemorragia local. Congruentemente com os resultados in vitro, quando pré-incubada com
0 BjV, a rutina succinil inibiu importantes agdes das metaloproteinases do veneno,
abolindo completamente a hemorragia local e diminuindo os niveis da citocina proé-
inflamatoria IL-6. Os resultados também demonstraram que o fator tissular (TF) apresenta
um papel protetor pro-hemostatico no envenenamento. Diferentemente, a endotoxemia —
um modelo experimental com mecanismos melhor elucidados — induz estados pro-
coagulante e pro-inflamatdrio dependente da atividade de TF. Apesar da diferenca entre
os dois modelos, foi observado aumento de genes que codificam proteinas de fase aguda
tanto no envenenamento quanto endotoxemia. Assim como no envenenamento, as rutinas
apresentaram acdo anti-inflamatoria na endotoxemia, porém de forma mais limitada.
Portanto, a rutina e rutina succinil demonstram ter diferentes mecanismos de agdo em
relacdo ao veneno e efeitos benéficos ao serem administradas como tratamento do
envenenamento e da endotoxemia. Ademais, a administracdo da rutina e rutina succinil —



associadas ou ndo ao soro antiofidico — auxiliaram na recuperacdo da contagem
plaquetérias e dos niveis de fibrinogénio plasmatico, além de diminuir a hemorragia local,
demonstrando grande potencial como tratamentos de envenenamentos por serpentes.

Descritores: Bothrops jararaca; Fator tissular; Flavonoides; Hemostasia; Sepse; Venenos.



ABSTRACT

Sachetto ATA. Novel mechanisms of the pathogenesis of sepsis and Bothrops
envenomations: potential of rutin and rutin succinate as therapeutic agents [thesis]. S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2022.

Bothrops jararaca snake venom (BjV) induces several deleterious alteration to the
organism, as thrombocytopenia, hypofibrinogenemia, intense local hemorrhage,
oxidative/nitrosative stress and an exacerbated inflammatory response. Patient tratement
still presents challenges since antivenom therapy presents limitation regarding its actions.
On a previous study, rutin potential was demonstrated as a possible complementary agent
to snakebites. Rutin possessed a range of activities, however its use presents limitations
due to its low hydrosolubility. Therefore, this project was initiated by modifying rutin
chemically by succinylation, resulting in the water-soluble compound rutin succinate.
Rutin succinate demonstrated similar characteristic activities as rutin in vitro, as an
antioxidant and inhibitor of protein disulfide isomerase (PDI). Tests in vitro were
performed to compared rutin and rutin succinate to evaluate possible inhibitory activities
against BjV. Differently from rutin, rutin succinate showed inhibitory potential regarding
the major protein family in BjV (metalloproteinases). In vivo experimental envenomation
tests were carried out using 2 and 3 LDsp (lethal dose 50%) of BjV, which showed that
rutins induce an improved recovery of hemostatic parameters altered by envenomation.
Furthermore, rutin and rutin succinate were able to neutralize BjV toxic effects and
prevent venom-induced mortality of mice. Posteriorly, in vivo tests were perfomed with
a sublethal dose of BjV to assess coagulation and inflammation parameters and local
hemorrhage. Rutin succinate pre-incubated with BjV inhibited important
metalloproteinases activities, completely abolished local hemorrhage and decreased
levels of the pro-inflammatory cytokine IL-6. Results also demonstrated that tissue factor
(TF) has a protective hemostatic role in envenomation. Differently, endotoxemia — an
experimental model with better elucidated mechanism — induces pro-coagulant and pro-
inflammatory states dependent of TF. In despite of differences between the two models,

an increase in genes that code acute phase proteins was observed in envenomation and



endotoxemia. As on envenomation, rutins presented an anti-inflammatory activity on
endotoxemia, however in a more limited manner. Therefore, rutin and rutin succinate
demonstrated different mechanisms of action regarding venom and beneficial effects
when administrated as treatments in both envenomation and endotoxemia. In addition,
the administration of rutin and rutin succinate — associated or not to antivenom —
improved the recovery of thrombocytopenia and fibrinogen levels and diminished local

hemorrhage, showing great potential as treatments for snakebites.

Descriptors: Bothrops jararaca; Flavonoids; Hemostasis; Sepsis; Tissue factor; Venoms.



1. INTRODUCAO

1.1.Inflamacéo e coagulacéo sanguinea

A hemostasia e inflamacao séo sistemas complexos e fundamentais para a defesa do
organismo contra lesdes teciduais e invasdes por patogenos. Apesar de diversas vezes
serem vistos separadamente, esses sistemas possuem interagcBes constantes e seu
equilibrio € necessario para manter o organismo fisiologicamente saudavel. No entanto,
sabe-se que alteracOes na regulacdo de componentes da inflamacdo ou hemostasia sdo
caracteristicas de diversas enfermidades e que compreender os mecanismos de interacdes
desses sistemas € fundamental para ampliar o conhecimento sobre os distirbios
patoldgicos e assim, poder tracar melhores abordagens terapéuticas.

Dentre os mecanismos de interacdo entre a coagulacdo sanguinea e inflamacéo,
podem-se citar alguns de grande importancia, como a a¢do da trombina, da proteina C
ativada (APC) e do fator tissular (TF). A trombina, gerada pela ativacdo da cascata de
coagulacdo, é o mais potente agonista plaquetario, é responsavel por ativar fatores da
coagulacao e clivar o fibrinogénio em fibrina — processo necessario tanto para o controle
de sangramentos, como para a ocorréncia de trombose. Além das aces na coagulacdo, a
trombina também possui acdes pro-inflamatdrias, mediadas pela ativacao dos receptores
ativados por proteases (PARs) e das vias do fator nuclear kappa B (NF-«kB), ativa
leucdcitos e induz a produgao de citocinas, como o fator de necrose tumoral o (TNF-a) e
interleucinas 6 e 8 (IL-6 e IL-8). Por sua vez, a APC é um anticoagulante importante, ja
que é capaz de inibir os fatores da coagulacdo Va e Vllla (FVa e FVIIla), assim como
neutraliza o inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), potencializando o processo

de fibrinolise. J& foi demonstrado que a APC é capaz de suprimir os fatores de transcri¢do



NF-kB ¢ proteina ativadora 1 (AP-1), reduzir os niveis de citocinas pré-inflamatérias,
inibir a ativacdo e migracdo de leucdcitos, preservar o endotélio vascular e diminuir a
expressao de TF (1-3).

Desde a clonagem do cDNA de TF em 1987, houve um aumento crescente dos
estudos sobre a regulacdo e acdo do TF em situacdo fisioldgicas e patoldgicas, sendo
considerado um dos links principais entre a coagulacdo e inflamacdo. O TF é uma
glicoproteina transmembrana de 47 kDa responsavel pelo inicio da cascata de coagulacao
e € expresso em tecidos, células endoteliais, mondcitos, plaquetas e vesiculas
extracelulares (EVs) dessas células, que podem ser incorporadas por outras células
sanguineas (4-6). E preciso considerar que ja foi demonstrado que as células
hematopoéticas, especialmente células mononucleares, sdo importantes fontes de TF em
condicBes com estimulos prd-coagulantes (7, 8). O primeiro nivel de regulacéo do TF é
transcricional, de modo que a expressdo génica do TF varia de maneira dependente do
tipo de célula e 6rgao, o que é relacionado com a necessidade de protecdo hemostéatica
dos tecidos (4, 9). Ja o segundo nivel de regulacdo do TF é pds-traducional e é
caracterizado pela encriptacdo e decriptacdo do TF (Figura 1). Em situac6es fisioldgicas,
o TF é encontrado na sua forma encriptada, que possui baixa atividade pr6-coagulante,
porém a ativacdo ou lesdo celular é capaz de induzir uma rapida decriptacdo do TF,
aumentando a sua atividade. Dentre os diversos mecanismos de decriptacdo do TF,
destaca-se a acdo de fosfolipideos de membrana carregados negativamente, como a
fosfatidilserina e esfingomielina, e também a acdo da isomerase de dissulfeto proteico
(PDI) (4, 6, 10, 11). Diversos estudos ja relacionaram a inducao da expresséo ou atividade
de TF com graves doencas, como infec¢Oes bacterianas e virais, sepse, doenca
cardiovascular, trombose, cancer, coagulacdo intravascular disseminada (CID), diabetes,

entre outros (12). Foi observado que a indugdo de TF pode ser ocasionada ndo somente



por lesdes vasculares, porém também por estimulos pré-inflamatérios como TNF-a,
lipopolissacarideos (LPS), interleucinas, proteina C reativa (CRP), interferons, espécies
reativas e hipoxia. Essa inducdo é mediada pela acdo dos fatores de transcri¢cdo do TF
(AP-1 e NF-kB) ou pela decriptagdo do TF, o que resulta na ativagdo da coagulagdo, que
quando néo regulada, pode ocasionar condi¢des patoldgicas como trombose e CID, além

de potencializar ainda mais a resposta inflamatdria (4, 12-15).
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Figura 1: representacdo da possivel influéncia decriptacdo do TF pela PS e pela PDI no
envenenamento, que possibilita a ligacdo do TF ativo (decriptado) ao FVIla, iniciando a
cascata de coagulacdo. Fonte: Modificado de Chen & Hogg, 2013 (40).
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De fato, estudos ja demonstraram que a desregulacdo da coagulacdo e inflamacéo,
como as alteragcdes nos niveis circulantes e celulares de TF, pode induzir quadros
tromboticos/hemorragicos e danos irreversiveis a tecidos, podendo levar ao
comprometimento funcional dos 6rgdos e até mesmo a desfechos fatais. Um dos eventos
patologicos associados a essa desregulacdo é o desenvolvimento da CID, que pode ser
induzida por estimulos pré-inflamatérios, como citocinas, levando a um aumento da

expressdo e atividade de TF na circulacdo (14, 16). A CID é caracterizada pela ativagao



sistémica da coagulacdo e reducdo de mecanismos anticoagulantes e da fibrindlise, que
levam & formacédo de fibrina intravascular, oclusdo de vasos sanguineos, alteracdo do
suprimento de sangue nos tecidos e consequente faléncia de 6rgaos. Além da deposi¢do
de fibrina intravascular, a CID também pode induzir plaquetopenia e coagulopatia por
consumo, marcada por diminuigdo de fatores da coagulagdo, o que pode ocasionar
sangramentos sistémicos diversos, agravando ainda mais esse quadro (12, 14, 16).

E bem estabelecido que a ocluséo vascular e consequente diminuicio do suprimento
sanguineo podem induzir uma hipodxia tecidual, e que a lesdo tecidual e uma resposta
inflamatoria exacerbada ocorrem ap0s a reperfusdo sanguinea (17). Ademais, a lesdo por
isquemia-reperfusdo esta diretamente relacionada com o desequilibrio no estado redox —
balanco entre espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e antioxidantes, ja que 0 aumento
de espécies reativas é extremamente tdxico e pode induzir perda de fungéo bioldgica e
apoptose celular (17-19).

A inducdo da resposta inflamatoria e consequente aumento do TNF-a sdo capazes de
induzir a expressdo e ativacdo do complexo da NADPH oxidase, uma conhecida fonte de
espécies reativas presente em células inflamatdrias, cuja regulacdo também é feita pela
PDI (17, 20, 21). Ademais, 0 TNF-a também ¢ capaz de regular a expressdo da 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) e, consequentemente, a producdo de éxido nitrico (NO),
um gas com acdo vasodilatadora, porém gue reage com outras espécies reativas, gerando
subprodutos altamente oxidantes, como o peroxinitrito (21). Além disso, € preciso
considerar que 0 TNF-a ¢ fundamental na indug@o de produgao de outras citocinas, que
por sua vez sdo importantes para a secrecdo de proteinas de fase aguda pelo figado (22);
essas proteinas e citocinas sdo conhecidos indutores do TF, sendo que ja foi demonstrado
que em situacbes de lesdo renal, pulmonar, hepética ou cardiaca, h4& o aumento da

expressdo ou atividade de TF (4, 23-26).



Devido & complexidade dos mecanismos da coagulacéo e inflamac&o, a busca pela
melhor compreensdo dessa interagcdo se torna uma necessidade cada vez maior para
reduzir a mortalidade e morbidade de pacientes. Um modelo frequente de estudo dessa
interacdo é o desenvolvimento da sepse bacteriana, que ainda persiste como um problema

grave.

1.2.Sepse

A sepse, caracterizada pela resposta desregulada do organismo a infecgdes, é
considerada um problema de salde publica e afeta aproximadamente 30 milhdes de
pessoas por ano, ocasionando potencialmente 6 milhdes de mortes (27). Ja foi
demonstrado que em modelos de sepse por bactérias Gram-negativas ou modelos de
endotoxemia, os 6rgdos que apresentam danos graves também possuem um actimulo de
deposicdo de fibrina (3, 28). Observou-se, que em pacientes com sepse e modelos
experimentais de endotoxemia, a inducdo da expressdo e atividade de TF mostrava-se
como um importante biomarcador de disturbios associados a sepse — como leséo
pulmonar aguda — e de prognoéstico de mortalidade (7, 29, 30). Desse modo, é postulado
que a regulacdo do TF, assim como da ativacdo da coagulacdo seria uma estratégia
fundamental para o controle do desenvolvimento da CID e a diminuicdo dos danos
induzidos pela sepse ou endotoxemia. Estudos ja demonstraram que em modelos de sepse
ou endotoxemia induzida por LPS, ha aumento da expressdo génica e proteica do TF,
assim como o aumento de sua atividade, o que est4 associado a ativacdo da coagulacdo
nesses modelos, e sugere que o complexo TF-FVIla é fundamental na interacdo entre a
coagulacdo e inflamagéo na sepse (31-35). O uso de modelos experimentais com deplegéo
ou delecdo do TF € uma estratégia eficaz para a analise da influéncia do TF na patogénese

desses distarbios. A deplecéo é realizada pelo uso do anticorpo anti-TF 1H1 — que € capaz



de inibir a formacao do complexo TF-FVIla —, enquanto que a delegdo do TF € feita por
meio da utilizacdo de modelos de camundongos geneticamente modificados, como 0s
camundongos low-TF (que expressam aproximadamente 1% da quantidade habitual de
TF) (4,7, 8, 34, 36).

O modelo de endotoxemia, induzido pela administragdo de LPS, induz a ativagao e
influxo de leucdcitos, assim como a expressao de citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-
a, IL-1 e IL-6. Ademais, sdo observados distlrbios da coagulacdo na circulacdo e em
6rgdos (como rins e pulmé&o), como indu¢do do TF e PAI-1 e supressdo da APC. Um dos
mecanismos em comum dessas alteracGes é a inducdo de fatores de transcricdo como o
NF-kB e AP-1, que sdo responsaveis pela regulacdo génica de citocinas e componentes
da coagulacdo, como o TF(37, 38). E preciso considerar que interleucinas anti-
inflamatorias podem influenciar no desenvolvimento das alteracdes induzidas pelo LPS,
como a acdo da IL-10 que € capaz de mediar a inibicdo do IFN-y ¢ do TF, podendo
contribuir para a estabilizacdo dessas alteracdes (39). No entanto, ja foi demonstrado que
as alteracOes na inflamacdo e coagulacao induzida pelo LPS apresentam diferencas nas
fases aguda e crbnica. Apesar dos extensos estudos sobre 0os mecanismos da sepse, seu
tratamento ainda representa uma grande dificuldade, o que culmina numa alta taxa de
mortalidade (30 a 70% da mortalidade em unidades de tratamento intensivo) (7, 35, 40).
Diversas estratégias terapéuticas tém sido estudadas com o intuito de minimizar os efeitos
deletérios da sepse, como o uso de agentes anti-inflamatdrios e anticoagulantes (35, 41-
43). No entanto, ainda se faz necessario compreender melhor os mecanismos das
alteracOes induzidas na sepse, assim como a busca por um agente terapéutico que possa
combater a ativagdo desregulada da inflamacdo e coagulagcdo, sem comprometer

processos fisioldgicos importantes, como a hemostasia.



Ademais, outras situa¢fes patoldgicas apresentam alteracdes similares as induzidas
pela sepse mesmo possuindo mecanismos etiolégicos diferentes, como o envenenamento
por serpentes Viperidae, que induz resposta inflamatoria, desregulacdo da hemostasia e

lesbes teciduais.

1.3.Envenenamento botrépico

Dentre os diversos envenenamentos por toxinas animais, pode-se destacar 0
envenenamento ofidico, que é considerado pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS)
como uma prioridade dentre as doencas tropicais negligenciadas (44). A incidéncia de
picadas por serpentes é subestimada, j& que nem todos os acidentes sdo devidamente
registrados. No entanto, a cada ano séo notificados 5,4 milhdes de picadas de serpentes,
1,8 - 2,7 milhGes de envenenamentos ofidicos e 81000-138000 mortes ocasionadas por
esses acidentes. A populacdo mais afetada é composta por criangas e trabalhadores rurais
de paises em desenvolvimento, que também sofrem outras consequéncias do
envenenamento, como morbidade, trauma psicolégico e até mesmo amputacdo de
membros ou falanges (44, 45).

No Brasil, 0 género de serpentes Bothrops (familia Viperidae) é responsavel por
aproximadamente 90% dos acidentes ofidicos causados por serpentes peconhentas,
atingindo a média de 20000 acidentes por ano. No Estado de S&o Paulo, a espécie
Bothrops jararaca (jararaca) € considerada a mais relevante epidemiologicamente e é
considerada pela OMS como uma espécie com alta relevancia médica (46-48). O veneno
das serpentes tem por finalidade a predacéo e defesa, o que culminou em uma evolugéo
natural de alta complexidade e especificidade (45). O veneno das serpentes Bothrops €
composto majoritariamente por proteinas (90% do peso seco), que podem ser divididas

em diferentes familias, como as metaloproteinases (SVMP), serinaproteases (SVSP),



fosfolipases A2 (PLAy), lectinas do tipo-C e proteinas semelhantes a lectinas do tipo C, L-
aminoéacido oxidases (LAAO), entre outras (49-53).

O envenenamento ocasionado pelas serpentes do género Bothrops, denominado
envenenamento botrdpico, induz distdrbios clinicos relacionados & hemostasia e a
inflamagdo. O acompanhamento das alteracBes clinicas € um fator importante a ser
considerado no diagnostico, na classificagdo da gravidade do envenenamento e, desse
modo, no tratamento apropriado do paciente. Os disturbios locais, isto €, préximos ao
local da picada, sdo consequéncias das graves reacdes inflamatoria e hemorragica, que
por sua vez, contribuem para o dano tecidual local, a dor intensa, 0 edema, a equimose e
a hemorragia. J& os distarbios clinicos sistémicos estdo mais relacionados com
manifestaces de alteracdes hemostaticas, como sangramentos e hemorragias diversos —
como gengivorragia, hematuria, epistaxe, petéquias e, em casos mais graves, acidentes
vasculares cerebrais hemorragicos — e doenca renal e choque (45, 54-57). E importante
salientar que os distarbios clinicos locais sdo um motivo de preocupacéo no tratamento
de pacientes picados, ja que ndo sdo efetivamente combatidos com a administracdo do
soro antibotrépico (SAB) — o tratamento oficial para acidentes botropicos —, o que pode
resultar em sequelas permanentes e/ou amputacgdes.

Acompanhando os distarbios clinicos, o envenenamento botropico também € capaz
de induzir importantes alterac@es laboratoriais, que estdo diretamente relacionadas com
as acBes do veneno nos sistemas hemostatico e inflamatorio. E preciso elucidar que,
devido a via de inoculagdo do veneno — normalmente intramuscular ou subcuténea — o
veneno atinge a corrente sanguinea de maneira lenta e gradual. Desse modo, ocorre uma
ativacdo continua da coagulacdo, que é seguida por uma hiperfibrinodlise secundaria,
evidenciada pela diminui¢do de az-antiplasmina e aumento dos produtos de degradagéo

de fibrinogénio/fibrina (PDF/f) e de D-dimeros. Desse modo, ha a ocorréncia de uma



coagulopatia por consumo no envenenamento, marcada pela diminui¢do de fatores da
coagulagdo como a protrombina, os fatores V, VIII, X e principalmente, o fibrinogénio
plasmético (57-60), o que gera consequéncias, como o prolongamento do tempo de
coagulacgdo e a incoagulabidade sanguinea (54, 61).

Além das altera¢bes na coagulacdo e fibrindlise, o envenenamento por B. jararaca
também induz importantes alteracfes hematoldgicas em pacientes picados e em modelos
experimentais, como plaquetopenia, diminuigdo da contagem de eritrdcitos e leucocitose
leve a moderada. De fato, j& foi demonstrado que a analise dos parametros hematol6gicos
é importante para avaliar a gravidade do envenenamento, assim como o risco de
ocorréncia de complicagdes locais e sangramentos sistémicos (45, 62). Os mecanismos
responsaveis pela plaquetopenia no envenenamento por B. jararaca ndo estéo
completamente elucidados até o momento, porém, observou-se que pacientes que
apresentam plaquetopenia e hipofibrinogenemia simultaneamente sdo mais propensos ao
desenvolvimento de sagramentos sistémicos (57, 58, 63, 64). Ja a queda na contagem
eritrocitaria j& foi relacionada a ocorréncia de anemia microangiopatica em ratos
envenenados (65) e aos sangramentos locais e sisttmicos em camundongos envenenados
(66), sendo que em pacientes picados ja foi demonstrado que a ocorréncia tanto de anemia
microangiopatica (67, 68) quanto de sangramentos pode induzir a queda de eritrocitos
(62). Ademais, a leucocitose — marcada principalmente por neutrofilia leve a moderada —
induzida pelo envenenamento € observada tanto em pacientes picados quanto em modelos
experimentais nas primeiras horas apds o envenenamento (fase aguda, 3 a 6 horas) e €
ocasionada pela reacdo inflamatoria aguda que segue o envenenamento (62, 69, 70).

A inflamacéo local induzida pelo envenenamento é causada por diversos fatores,
como a acgdo direta de componentes do veneno botropico nos tecidos, que gera adesao e

influxo de leucdcitos e liberacdo de mediadores inflamatorios e de espécies reativas que
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potencializam a resposta inflamatéria (71-73). Estudos ja demonstraram que 0 veneno de
B. jararaca ou componentes isolados desses venenos séo capazes de induzir alteracfes
nos niveis de importantes mediadores enddgenos, como o aumento do TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-8, IL-10, éxido nitrico e IFN-y (74-79). Além disso, foi demonstrado que SVMP
clivam o TNF-a de seu precursor e que essa ativagdo do TNF-a tem participagdo no dano
tecidual local induzido pelo veneno (80).

Como mencionado anteriormente, o desequilibrio no estado redox no envenenamento
por B. jararaca (66, 81, 82) poderia agir como mediador do dano tecidual local e da
inflamag&o sistémica (74, 83). Um dos possiveis mecanismos indutores do aumento de
espécies reativas no envenenamento esta relacionado com a hipdxia que segue a estase
sanguinea induzida pelos componentes pré-hemostaticos do veneno e a consequente
reperfusdo tecidual, assim como a liberagdo de mediadores oxidativos e inflamatorios
devido ao dano tecidual e celular induzido pelo veneno (84, 85). Ademais, as alteragdes
de estado redox, resposta inflamatoria, dano tecidual e hemorragia sdo conhecidas
moduladoras de importantes proteinas, como a heme oxigenase 1 (HO-1, codificada pelo
gene Hmox1). A HO-1 age como uma proteina antioxidante, anti-inflamatoria e
citoprotetora e esta envolvida no catabolismo de heme, gerando biliverdina, que
posteriormente é convertida no antioxidante bilirrubina (86). A HO-1 também € apontada
como uma defesa contra o excesso de heme, melhorando a recuperacao tecidual (87).

E preciso considerar que a compreenso dos mecanismos do processo inflamatério e
hemostatico é importante para o entendimento da complexidade da fisiopatologia do
envenenamento e, consequentemente, para possibilitar a melhoria do atendimento clinico
a pacientes (88). Além disso, também € preciso ressaltar que até o presente momento, 0s
estudos realizados sobre os distdrbios dos sistemas hemostatico e inflamatdrio no

envenenamento botropico possuiram um enfoque especifico nas alteragdes somente de
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um desses sistemas e ndo na interacdo entre os mesmos. Vé-se entdo a necessidade de um
estudo que vise compreender os mecanismos fisiopatoldgicos do envenenamento tendo
em vista a resposta inflamatdria e hemostética, local e sistémica.

Visto a relevancia do complexo TF-FVIla na interacdo entre a coagulagdo e
inflamacdo, € preciso ressaltar que j& foi demonstrado que o veneno botrépico e SVMP
isoladas sé&o capazes de induzir o aumento da atividade e das expressdes proteica e génica
do TF in vitro e em modelos experimentais (66, 76, 89-92). Em estudos recentes do nosso
grupo de pesquisa (63, 66) foi demonstrado o aumento da atividade do TF circulante na
fase aguda do envenenamento por B. jararaca, 0 que caracteriza uma importante resposta
sistémica ao envenenamento, tornando-se uma causa de preocupacao ja que a ativacdo da
coagulacdo pelo TF pode levar ao desencadeamento da CID. Desse modo, mostra-se
necessario compreender 0s mecanismos que levam ao aumento do TF, assim como sua
importancia no desenvolvimento dos distarbios hemostaticos e sua relagdo com as
alteracdes inflamatorias e complicac@es locais e sistémicas que seguem o envenenamento
(73, 93). Ademais, além da acdo das toxinas hemorragicas e mediadores inflamatérios, o
desencadeamento do quadro hemorragico no envenenamento por B. jararaca poderia ser
agravado ainda mais pela plaquetopenia e migracdo neutrofilica caracteristicas do
envenenamento botropico (70, 93-95). E para que essas interacdes possam ser melhor
compreendidas, também é necessario analisar ndo somente os efeitos do veneno, como
também do tratamento do envenenamento, considerando tanto sua efetividade quanto
suas limitagdes.

A soroterapia, isto é, 0 uso de soros antitoxinas animais como tratamento para
acidentes provocados por animais peconhentos, é utilizada ha mais de um século (96).
Dentre esses soros, € possivel destacar o0 SAB, que possui acdo especifica em relacdo a

venenos de serpentes do género Bothrops e é o Unico medicamento oficial para o
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tratamento de envenenamentos botropicos. A administracdo intravenosa do SAB em
pacientes picados € realizada de acordo com o quadro clinico apresentado (96, 97). A
especificidade da soroterapia permite a neutralizagéo eficiente das toxinas presentes no
veneno e, assim, os pacientes picados por B. jararaca apresentam uma rapida recuperacao
(6 — 18h) dos parametros hemostaticos ap6s a administracdo do SAB (98). No entanto,
ndo se sabe como esse processo de recuperagdo ocorre, especialmente a velocidade e
regulacdo da sintese hepatica de fatores da coagulagdo em resposta ao envenenamento e
a soroterapia. A avaliacdo da recuperacdo hemostatica e seus mecanismos podem
possibilitar o melhor entendimento da regulacdo da sintese hepatica de fatores da
coagulagdo tanto em situacdes fisiologicas e patolégicas. De fato, nosso grupo de
pesquisa j& demonstrou (99) que ap6s o envenenamento, ha alteracdes da expressdo
génica de fatores da coagulacdo, como 0 aumento da sintese hepatica das trés cadeias de
fibrinogénio, demonstrada também em ratos injetados com a enzima trombina-simile do
veneno de Calloselasma rhodostoma (100).

Apesar da eficicia da soroterapia no tratamento dos distarbios sistémicos, o SAB se
mostra ineficaz no combate ao envenenamento em relacdo a complicacdes secundarias,
como o desbhalanco no estado redox e também aos graves distarbios locais induzidos pelo
veneno (82, 97, 98, 101). Visto que os efeitos deletérios dessas alteracdes persistem
mesmo ap6s a administracdo da soroterapia, estudar compostos terapéuticos
complementares pode auxiliar na recuperagdo dos pacientes e diminui¢cdo da morbidade

associada ao envenenamento.

1.4.Rutina
Um estudo pioneiro realizado por Seba em 1949 (102) analisou os efeitos locais

inflamatdrios e hemorragicos do envenenamento botrdpico, assim como a necessidade da
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anélise de compostos que visassem combater essas altera¢fes locais. Para isso, foi
utilizado o flavondide quercetina-3-rutinosideo (rutina), que se mostrou efetivo em
diminuir ou retardar os distdrbios locais induzidos pelo veneno. Outros estudos da mesma
década se focaram no potencial da rutina no tratamento de distarbios vasculares e
relacionaram os resultados positivos obtidos com o uso da rutina com sua capacidade de
conferir uma maior protecéo vascular e diminuir a fragilidade capilar (103).

A rutina ¢ uma quercetina com a estrutura molecular 3,5,7,3’-4’-pentahidroxil
flavona com dois glicosideos na posi¢ao 3’ do seu anel C (Figura 2), presente em diversas
plantas e alimentos, como frutos citricos, vegetais, graos, sementes, especiarias, cha preto
e, principalmente, trigo sarraceno. Assim como outras quercetinas, o potencial da rutina
como antioxidante ja foi demonstrado por diversos estudos, por promover a quelacéo de
ions metélicos e o sequestro ou neutralizacdo de espécies reativas (104-108). No entanto,
foi somente na Gltima década que os estudos sobre a rutina ganharam uma nova
perspectiva, o que ampliou sua evidéncia como composto terapéutico. Foi demonstrado
que a utilizacdo da rutina (e analogos) era capaz de inibir a atividade da PDI (Figura 2),
assim como impedir a formacdo de trombo in vivo, tanto em relacdo ao acimulo de
plaquetas quanto a deposicdo de fibrina, e desse modo, esses compostos tém sido

considerados como uma nova classe de agentes antitrombéticos (109).
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Atualmente, produtos contendo rutina ja sdo comercializados em alguns paises, como
os Estados Unidos, como suplemento alimentar, sendo que a rutina foi considerada segura
e de baixa toxicidade pela Food and Drug Administration (FDA), podendo ser
recomendada com doses de até 2 g por dia para consumo oral por seres humanos. No
entanto, 0 uso da rutina possui algumas limitacdes, como sua biodisponibilidade e
solubilidade aquosa, e como alternativas, estudos tém sido realizados com compostos
analogos a rutina (como a isoquercetina e troxerutina), assim como a rutina tem sido
modificada quimicamente para aumentar sua solubilidade e biodisponibilidade, como a
conjugacao da rutina com ions metalicos ou a succinilagéo das hidroxilas dos glicosideos
da rutina (110-113).

Esses compostos (andlogos ou modificados quimicamente) também ja estéo

disponiveis comercialmente e alguns deles (como Varemoid®, Relvene®, Venoruton® e
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Paroven®) sdo indicados para tratamentos de distlrbios venosos, como varizes e
hemorroidas, desde a década de 1960. Além da comercializagdo desses compostos, testes
clinicos em humanos vém sendo realizados para averiguar a acdo da administracdo da
quercetina e isoquercetina como terapia auxiliar para pacientes com quadros de trombose
associada a cancer e outras doengas (114-119).

E necessario destacar a importancia de analisar o potencial terapéutico da rutina
considerando sua ampla gama de atividades, como acles anti-inflamatoria, anti-
trombotica, anti-hemorragica, antioxidante, inibidora de trombina e PDI, moduladora do
tdnus vascular, entre outras (107-109, 120-126). Essas diversas a¢cdes fazem com que a
rutina seja um composto com grande potencial no tratamento de desordens complexas,
que envolvam alteragdes da coagulacdo, inflamacdo e até mesmo estresse
oxidativo/nitrosativo, como a sepse e 0 envenenamento botrépico. Contudo, ainda ha
muito a se estudar para entender seu potencial terapéutico e os mecanismos pelos quais
atua.

Estudos ja demonstraram que a administracdo de rutina em modelos de endotoxemia
por LPS (e outros modelos inflamatdrios) possui efeitos protetores, como diminuicao das
citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1p e IL-6, inibicdo de iNOS e consequentemente
inibicdo da producdo de NO, protecdo da integridade vascular e diminui¢do da adeséo e
migracdo de leuctcitos. Foi demonstrado também que a rutina € capaz de inibir a
expressdo e ativagdo do NF-kB, o que foi relacionado com a diminuig¢@o de citocinas e
INOS nesses modelos experimentais (127-129). No entanto, visto a influéncia dos eventos
inflamatorios no desencadeamento dos distlrbios da coagulacdo na sepse, mostra-se
necessario um estudo mais abrangente que vise compreender os mecanismos da rutina no
tratamento da endotoxemia, o que também permite o esclarecimento de vias essenciais da

patogénese desse modelo.
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Assim como na endotoxemia, 0 uso da rutina (e compostos andlogos) ja foi estudado
no envenenamento botrépico e apresentou atividades benéficas, como a acdo anti-
hemorrégica (130, 131). No entanto, demonstramos em um estudo recente (66) que a agdo
da rutina no envenenamento € mais extensa do que o demonstrado previamente. A
administragdo da rutina em animais envenenados impediu o estabelecimento da
coagulopatia por consumo, diminuiu 0 tempo de sangramento, impediu a queda
caracteristica na contagem de eritrécitos, reduziu o aumento de espécies reativas e
demonstrou um efeito local relevante, diminuindo a intensidade e extensdo da hemorragia
induzida pelo envenenamento. Desse modo, a rutina demonstra um grande potencial
terapéutico, e, assim, é mister investigar seus mecanismos de acdo em relagdo ao
envenenamento, assim como a analise da acdo da rutina quando administrada como

terapia complementar a soroterapia.
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OBJETIVOS

Doencas que induzem alteracdes simultaneas na coagulacdo e inflamagdo sdo
complexas. Considerando a importancia epidemioldgica dos envenenamentos botropicos
na America do Sul e Central, mostra-se necessario empreender um estudo mais
aprofundado da interacdo entre a coagulacao e a inflamagdo nesse agravo, almejando a
compreensdo dos mecanismos que causam tais alteracdes, para assim ampliar a
compreensdo da patogénese e determinar os alvos mais relevantes para uma intervencéo
terapéutica. Por sua vez, a sepse — uma resposta inflamatdria sistémica exacerbada,
causada por uma infeccdo de base que pode produzir alteracbes hemostéaticas graves — ja
bem descritas na literatura — pode nos servir como um guia para comparar a cinética das
alteracdes no envenenamento pela B. jararaca e assim melhor dissecar seus mecanismos
fisiopatoldgicos, especialmente em relacdo a participacdo do TF na patogénese de ambas.
Ademais, como a sepse e as complicacdes do envenenamento ainda carecem de
tratamento eficaz, é importante a busca por novos compostos terapéuticos, como a rutina
— um composto natural, barato, de facil acesso e ja disponivel comercialmente —, que
possui uma (i) ampla gama de atividades benéficas anti-inflamatorias, pré-hemostéaticas
e anti-trombdticas, e (ii) que ja se mostrou segura na prevencdo dos distlrbios
hemorragicos, inflamatdrios e hemostaticos observados no envenenamento ofidico (66,
132) e na sepse (127). Desse modo, o presente trabalho teve como objetivos gerais
investigar em modelos experimentais:

(a) A atividade terapéutica e 0 modo de acdo da rutina e seu derivado hidrossoltvel

rutina succinil em relacdo as altera¢6es induzidas pelo BjV ou LPS in vitro e in

vivo. A agdo da rutina jA foi estudada em trabalho recente nosso em
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envenenamento experimental por B. jararaca (66), e mostrou ser um agente
terapéutico coadjuvante promissor para 0 envenenamento experimental pelo BjV.
(b) A patogénese das alteracdes da interface inflamacdo-hemostasia da sepse e do
envenenamento botrépico, induzidas pela injegdo de LPS e veneno de B. jararaca
(BjV), respectivamente. Foi avaliada a indu¢do de mediadores inflamatorios
sistémicos, assim como a indugéo da coagulagéo nesses modelos. A participacéo
do TF nos distarbios inflamatérios e hemostaticos foi avaliada, assim como a

participacao de serinaproteases e metaloproteinases no envenenamento.

Para isso, este projeto de pesquisa foi dividido em capitulos:

% Capitulo 1: sdo apresentados os resultados sobre a (1) sintese e caracterizacdo da
rutina succinil; (2) caracterizacdo comparativa das atividades da rutina e rutina
succinil com relagdo as principais atividades tdxicas do veneno e outras proteinas;
(3) caracterizacdo da atividade protetora da rutina e rutina succinil contra a
letalidade e outras acBes toxicas induzidas pela administracdo de BjV em

camundongos;

¢ Capitulo 2: (1) analise da participacdo do TF nas alteracdes induzidas pelo
envenenamento; (2) estudo da participacdo das familias majoritarias do BjV na
inducdo da ativacdo da coagulacdo e inflamacdo; (3) verificacdo das acdes das
rutinas pré-incubadas com o veneno ou administradas, como tratamento, apos a
administracdo do BjV a camundongos; (4) resultados de alteragdes locais e
sistémicas observadas na fase aguda do envenenamento; realizacdo de

experimentos com modelo de endotoxemia in vivo, para melhor compreensao dos
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mecanismos fisiopatolégicos do envenenamento e andlise do potencial

terapéutico das rutinas nesse modelo.

Capitulo 3: investigacdo do potencial das rutinas como agentes terapéuticos
complementares a soroterapia na fase cronica do envenenamento, com a analise
de pardmetros hemostaticos e inflamatorios em sangue e em tecidos de

camundongos envenenados;
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2. CAPITULO 1: ARUTINA E RUTINA SUCCINIL INIBEM ATIVIDADES DO
VENENO DE Bothrops jararaca IN VITRO E NEUTRALIZAM A ACAO

TOXICA DO VENENO IN VIVO

2.1.MATERIAIS E METODOS

2.1.1. Animais
Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos (18-22 g) obtidos do Biotério
Central do Instituto Butantan. Os procedimentos experimentais com esses animais foram
aprovados pelos Comités de Etica para Uso de Animais do Instituto Butantan (protocolo
n°. 4491070319, aprovado em 20 de marco de 2019) e da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo (protocolo n°. 1334/2019, aprovado em 26 de junho de 2019).

2.1.2. Veneno de B. jararaca e rutina

Foi utilizado um pool de veneno liofilizado de individuos adultos de B. jararaca
obtido do Laboratério de Herpetologia do Instituto Butantan (autorizacdo: Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado,
SisGen AF375C2), mantido na temperatura de -20°C.

A rutina foi obtida da Sigma (EUA, cédigo R5143).

2.1.3. Sintese da rutina succinil

Visto que a rutina apresenta limitagGes quanto a sua solubilidade em &gua, a rutina foi
modificada quimicamente pelo tratamento com anidrido succinico (111). Essa técnica
altera somente as hidroxilas do rutinosideo pela adicdo de um grupo succinil, como

demonstrado na Figura 3. Para isso, uma solugdo de rutina (2,5 g), anidrido succinico
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(3,75 g, Sigma, EUA) e piridina (100 mL) foi aquecida a 70 °C por 24 horas em banho-
seco. A solucdo foi rotaevaporada para remocdo de piridina, solubilizada em butanol
aquecido, previamente resfriada e filtrada com éter resfriado. A rutina succinil foi
novamente rotaevaporada para remocao dos outros reagentes utilizados, solubilizada em
metanol, secada em equipamento Speed-Vac e armazenada a temperatura ambiente, assim

como a rutina.
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Figura 3: Representacdo da sintese da rutina succinil (111).

2.1.4. Caracterizacdo da rutina succinil

2.1.4.1.Andlise por espectrofotometria de absor¢do UV-visivel
A andlise por espectrofotometria de absor¢do UV-visivel foi realizada a fim de
verificar se o tratamento quimico da rutina com o anidrido succinico havia modificado
somente as hidroxilas do rutinosideo, sem alteracdes a estrutura basica do flavonoide,
como esperado. Para isso, solucGes de rutina e rutina succinil (205 uM em metanol) foram
analisadas em relacdo a sua absorbancia em espectro visivel (240-450 nm) em leitor de

placas SpectraMax 190 (Molecular Devices), em placa de quartzo.
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Assim como a andlise das rutinas, foi verificada a qualidade da purificacdo da rutina
succinil por espectrofotometria de absor¢do UV-visivel. Desse modo, os espectros de
absorbancia de comprimentos de onda 200-450 nm das seguintes solucGes foram testados:
metanol com ou sem piridina (5 pL/mL), anidrido succinico (diluido em metanol nas
concentragfes de 0,5 e 4,0 mg/mL), rutina e rutina succinil (diluidas em metanol na
concentracdo de 0,125 mg/mL). Para esse ensaio foi utilizada placa de quartzo e as

leituras foram realizadas em leitor de placas SpectraMax 190 (Molecular Devices).

2.1.4.2.Andlise por HPLC

A rutina succinil foi analisada comparativamente a rutina, para verificacdo do perfil
quimico por cromatografia liquida de alta performance de fase reversa (HPLC). Para a
analise por HPLC, a rutina e rutina succinil foram solubilizadas em metanol (5 mg/mL)
e 10 pL da solucéo foram injetados no sistema de HLPC para analise com uso de coluna
C18, fluxo de 1 mL/min e gradiente 45 a 70% B em 25 min (fase mével A: H20 99,9% /
acido trifluoroacético (TFA) 0,1%; fase mével B: metanol 90,0% / H20 9,9% / TFA
0,1%). A rutina succinil também foi testada em relacdo a qualidade de sua purificacédo e
possiveis resquicios de contaminantes, como piridina e anidrido succinico livre. Para isso,
foram avaliados o anidrido succinico (10 pL de solucdo a 5 mg/mL), &cido succinico (10
pL de solugdo a5 mg/mL), piridina (3 pL) e éter (40 pL) de acordo com os procedimentos

descritos anteriormente.

2.1.4.3.Analise por espectrometria de massas (LC-MS/MS)
As analises por LC-MS: foram realizadas utilizando o espectrdmetro de massas
Synapt G2 HDMS (Waters) acoplado ao sistema cromatografico nanoAcquity UPLC

(Waters). A rutina e rutina succinil foram dissolvidas em metanol e diluidas em acido
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formico 0,1% em concentragbes finais de 10 ng/uL e 100 ng/uL,
respectivamente. Amostras de rutina (10 ng) e rutina succinil (500 ng) foram inseridas
em coluna C-18 (Acquity UPLC M-Class Symmetry C18 Trap Column,100 A, 5 pm, 300
pum x 25 mm, Waters) a 8 pL/min de fase A (&cido férmico 0.1%) por 5 min. Amostras
foram eluidas em coluna analitica (Acquity UPLC M-Class HSS T3 Column, 1.8 um, 300
um x 150 mm, Waters) com gradiente de 20-60% de fase B ( &cido formico 0.1%) por 15
minutos a 3 uL/min. As analises foram realizadas pelo método de aquisi¢ao independente
de dados (DIA) MS: (133, 134) em intervalo m/z de 50-2000 e programado para modo de
resolucdo. fons precursores foram fragmentados por dissociagio induzida por colisdo
(CID-MS/MS), mudando a energia de colisdo de baixa (4 eV) para alta (20 a 30 eV) e
utilizando tempos de escaneamento de ions de 1.0 s. A fonte ESI foi operada em modo
positivo com voltagem capilar de 3.0 kV, temperatura de bloqueio de 100 °C, e voltagem,
de cone de 15 V. A temperatura da coluna foi estabelecida em 55 °C. Para correcdo de
massa de bloqueio, uma solucéo de [Glul]-Fibrinopeptideo B (500 fmol/mL em metanol
50%, acido férmico 0,1%; Peptide 2.0) foi infundida no sprayer de referéncia a 2 pLL/min

e amostrada a cada 60 s para calibracdo externa (135).

2.1.4.4.Capacidade antioxidante total
A capacidade antioxidante total da rutina e rutina succinil foi avaliada por ensaio
colorimétrico (124). Para isso, foram preparadas a mistura reativa 1 [1 parte da solucéo
de cloreto de cobre (I1) 10 mM; 1 parte de solucdo de neocuproina (Sigma, EUA, codigo
N1501) 7,5 mM; 1 parte da solucdo de acetato de amdnio (Sigma, EUA, cddigo A1542)
1 M, pH 7,0] e a mistura reativa 2 [2 partes de &4gua destilada e 1 parte de solucdo de
acetato de amoénio] e mantidos em banho-seco a 37°C. As rutinas foram diluidas

primeiramente na concentracdo de 3,6 mg/mL (rutina: 1 volume de propilenoglicol + 1
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volume de salina; rutina succinil: somente em salina) e a partir dessa solugdo foram
diluidas em salina nas concentragdes de 0,36; 0,18 e 0,72 mg/mL. A cada poco da placa
foram adicionados 5 pL das amostras de solucgdes das rutinas (fator de diluicdo 1:20),
seguidos por 95 pL de salina e 150 pL da mistura reativa 1. Os brancos de amostras
consistiram de 5 pL de cada solucdo das rutinas, 95 pL de salina e 150 pL da mistura
reativa 2. Para o branco de reagdo 1 foram adicionados 100 pL de salina e 150 pL da
mistura reativa 2, ja para o branco de reacdo 2 foram adicionados 100 pL de salina e 150
pL da mistura reativa 2. Como padrdo para a curva, foi preparada uma solucéo de L-
glutationa reduzida (GSH, Sigma, EUA, codigo G4251) 1 mM, pH 7,0, aliquotada e
mantida a -20°C até o momento do uso para evitar perda de atividade. Essa solucdo
estoque de GSH foi diluida em dgua destilada para a obtencéo das concentra¢des da curva
padrdo de GSH: 12,5; 25; 50; 100; 150 e 300 uM; como branco da curva foi utilizada
agua destilada. Posteriormente, 100 pL de cada concentracdo foram adicionados e 150
pL da mistura reativa 1. O ensaio foi realizado em duplicatas e leitura da absorbancia a
450 nm foi realizada em equipamento SpectraMax 190 (Molecular Devices) apés a
incubacdo da placa por 30 minutos a 37°C.

Para a obtencdo das absorbancias finais das amostras, a média de cada branco de
amostra (com o valor do branco reativo 2 ja descontado) foi subtraida da respectiva
amostra (com o valor do branco reativo 1 ja descontado). Esses valores foram analisados
no software CurveExpert (versdo 1.4) utilizando a curva padrdo de GSH e multiplicados
por 20 (fator de diluicdo da amostra) para obter o valor em capacidade antioxidante,

expresso em UM de GSH.
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2.1.4.5.Dosagem de célcio, magnésio e zinco

Visto que a atividade antioxidante da rutina estd também relacionada com sua agéo
como quelante de ions metalicos (104-108), foi verificada a possivel interacdo da rutina,
rutina succinil e acido succinico — forma &cida livre do anidrido succinico — em relagédo
ao célcio, magnésio e zinco.

Para a dosagem de magnésio foi utilizado o kit Magnésio (Labtest, cod. 50) e as
rutinas e acido succinico foram diluidos nas concentracdes de 0,84; 0,42; 0,21; 0,105 e
0,0525 mM (em salina contendo DMSO 1%). Foram adicionados 2 puL das seguintes
solugdes em cada pogo da placa de 96 pocos: salina (branco de reagédo), padrdo de
magnésio (MgCl, 2 mg/mL) e solugdes de rutina, rutina succinil e &cido succinico + salina
ou MgCl> 2 mg/mL. Apés a adicdo de 200 pL/poco do reagente de uso (magon
sulfonado), a placa foi homogeneizada e a leitura de absorbancia a 505 nm foi realizada
apo6s 5 min em equipamento SpectraMax 190 (Molecular Devices).

O reagente magon sulfonado também foi utilizado como descrito acima para a
dosagem de zinco, com modificacdes: uso de solucdes de ZnCl; (25 mM), rutina, rutina
succinil e acido succinico (100; 50; 25; 12,5; 6,25 mM) e Na2EDTA (100 mM) e leitura
de absorbancia a 530 nm.

Ja a dosagem de célcio foi realizada com uso do kit CA ARSENAZO Liquiform
(Labtest, cdd. 95). Os procedimentos foram realizados como descrito para a dosagem de
calcio com as seguintes modificacfes: as rutinas e acido succinico foram diluidos a 3,6;
1,8; 0,9; 0,45; 0,225 mM; foi utilizada a solu¢do de CaCl> (10 mg/mL); a leitura de

absorbancia foi realizada a 660 nm.
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2.1.4.6.Espectro de fluorescéncia da PDI
A PDI também foi analisada quanto a sua estrutura pela anélise da fluorescéncia
intrinseca de residuos de triptofano (Trp) (136). Para isso, foram adicionados em
microplacas pretas de 96 pocos (Costar, EUA) 50 pL/ poco de solugéo de PDI (300 nM)
e 50 pL de solugdes de rutina, rutina succinil ou acido succinico (0,59 mM em tampéo
Tris-HCI contendo DMSO 1%). Apds 15 minutos a temperatura ambiente, foi realizada
a leitura de espectro de fluorescéncia (Ex. 280 nm, Em. 360-510 nm) em leitor de placas

SpectraMax M2.

2.1.4.7.Atividade de PDI

A acdo inibitéria das rutinas em relacdo a PDI foi testada pelo ensaio de atividade
redutora da PDI, utilizando a sonda Di-eosin-GSSG, que ao ser reduzida pela PDI gera
um aumento de fluorescéncia (137-139).

A sonda Di-eosina-GSSG foi preparada em parceria com o Laboratério de Biologia
Vascular do Instituto do Coragdo. Foram incubados 200 uM de L-glutationa oxidada
(GSSG, Sigma, EUA) com 2 mM de eosina-isotiocianato (Thermo-Fisher, EUA) em
tampdo fosfato [fosfato de potassio 0,1M, EDTA 2mM, pH 8,5] overnight a temperatura
ambiente no escuro. A mistura foi passada por coluna PD-25 (GE HealthCare) e
diferentes fracbes foram coletadas. A mudanca de fluorescéncia (Ex: 520 nm, Em: 545
nm) foi calculada submetendo as frages a tampdo ou DTT (20 mM). Foram utilizadas as
fracBes com mudanca de fluorescéncia maior que 5 vezes. A concentracdo de Di-eosina-
GSSG foi determinada usando o coeficiente de absor¢do molar para eosina (e=56.000 M-
! cm™) a525 nm em tampé&o. As 4 fragOes obtidas (9,4 uM; 6,3 UM; 7,6 uM; 8 uM) foram

misturadas para obtengéo de pool na concentracdo de 7,8 uM.
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Para a realizagdo do ensaio, foram utilizados: PDI recombinante purificada (doada
pelo Dr. Francisco Laurindo do Laboratério de Biologia Vascular do Instituto do
Coracdo) diluida em tampéo fosfato na concentracdo de 300 nM, solucdo de DTT 1 mM
(solucéo estoque de DTT 100 mM diluida em tampéo fosfato) e solucGes de rutina e rutina
succinil na concentracdo de 146 pg/mL (correspondente a 240 UM de rutina), diluidas em
tampéo fosfato contendo DMSO 1%.

Foram adicionados por poco 100 pL da solucéo de PDI (300 nM) e 50 uL de tampéo
fosfato (branco da reacao) ou de rutina ou rutina succinil (240 uM). Apds 10 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, foram adicionados 50 pL de mistura reativa por poco
e foi realizada a leitura cinética de fluorescéncia por 30 minutos (Ex: 520 nm e Em: 545
nm) em leitor de placas SpectraMax M2. O ensaio foi realizado em duplicata, e 0s
resultados foram expressos como unidades relativas de fluorescéncia (RFU) e a

velocidade méaxima da reagdo (Vmax) também foi analisada.

2.1.5. Acdao da rutina e rutina succinil na hemostasia in vitro

Parametros da hemostasia foram avaliados para verificar se as rutinas ou acido
succinico poderiam afetar diretamente a coagulacdo do plasma in vitro e interferir com

proteinas presentes no sangue como fibrinogénio e albumina.

2.1.5.1. Tempo de protrombina
Para o teste de tempo de protrombina, as solucGes de rutina e rutina succinil foram
preparadas em salina 0,9% contendo DMSO 1% nas concentragdes de 18,0; 9,0; 4,5; 2,25;
1,125 mg/mL. O plasma (5 uL) foi diluido somente em salina (45 pL), ou em salina
contendo as solucdes de rutinas (44,5 pL salina + 0,5 pL de cada solucéo de rutinas) e

incubado por 10 min a 37°C. O ensaio foi realizado com uso do kit comercial DiaPlastin
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(DiaMed, Brasil), em que foram adicionados 50 pL de plasma em cubas pré-aquecidas
em coaguldmetro (STart 4, Diagnostica Stago) e incubados por 2 min a 37°C. Apoés a
adicdo de 100 pL de tromboplastina célcica pré-aquecida, o tempo de coagulacéo foi

determinado (até no méaximo 300 s).

2.1.5.2. Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)

As solucGes de rutinas foram preparadas como descrito acima para o teste de tempo
de protrombina e foi utilizado o kit comercial TTPA CLOT (Bios Diagnostica, Brasil).
Em cubas pré-aquecidas em coagulémetro (STart 4, Diagnostica Stago) foram
adicionados 25 pL de plasma + 25 pL de salina ou salina com rutinas (22,5 pL de salina
+ 2,5 uL de cada solucgdo de rutinas). Apo6s 2 min de incubacao, foram adicionados 50 pL
do Reagente TTPA CLOT pré-aquecido e seguidos 4 min, foram adicionados 50 pL de
cloreto de célcio pré-aquecido e o tempo de coagulacdo foi determinado (até no maximo

300 s).

2.1.5.3.Tempo de trombina

O tempo de trombina foi avaliado utilizando amostras de pool de plasma citratado de
camundongos ou solucdo de fibrinogénio bovino (Sigma, cod. F8630). As solucdes de
rutina foram preparadas nas concentrac@es de 18,0; 9,0; 4,5; 2,25 e 1,125 mg/mL e as
solucBes de acido succinico preparadas a 3,48; 1,74; 0,87; 0,44; 0,22 mg/mL em tampé&o
de Tyrode [NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NaH2PO4 3,0 mM, HEPES 10 mM, dextrose 5,6
mM, MgCl> 1 mM, CaCl, 2 mM, pH 7,4] contendo DMSO 1%. O fibrinogénio bovino
foi diluido a 4 mg/mL (em tampdo de Tyrode) e a solucdo de trombina-célcio preparada

a 10 U/mL de trombina e CaCl> 100 mM (em tampéo de Tyrode).
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Em cubas pré-aquecidas em coagulémetro (STart 4, Diagnostica Stago) foram
adicionados 100 pL de fibrinogénio ou plasma (diluido 1:4 em tamp&o de Tyrode) e 12,5
pL de tampdo de Tyrode ou das solucdes de rutinas e &cido succinico e incubados por 15
min a 37°C. Apds a incubacgdo, foram adicionados 12,5 pL da solugédo de trombina-célcio

e 0 tempo de coagulacdo foi determinado (até no maximo 300 s).

2.1.5.4.Formacéo de complexos com o fibrinogénio

A capacidade das rutina e &cido succinico formarem complexos com o fibrinogénio
foi investigada avaliando a turbidez da solucdo de fibrinogénio bovino (140). Para o
ensaio foram preparadas solucdes de fibrinogénio bovino (6,4 mg/mL) em PBS (pH 7,4),
solugdes de rutina e rutina succinil (3,6 mg/mL em PBS contendo DMSO 5%) e solugéo
de &cido succinico (0,696 mg/mL em PBS contendo DMSO 5%). Em microplaca de
quartzo foram pipetados em cada po¢o 50 L de solucéo de fibrinogénio e 50 pL de PBS
ou solucdes de rutina, rutina succinil ou acido succinico. A leitura de absorbancia foi

realizada a 405 nm em equipamento SpectraMax 190 (Molecular Devices).

2.1.5.5.Espectro de fluorescéncia do fibrinogénio e albumina

A acdo das rutinas e acido succinico também foi verificada em relacdo a estrutura do
fibrinogénio bovino (Sigma, cdd. F8630) e albumina de soro bovino (BSA, Sigma, cod.
A3059) (140). Para esse ensaio foram utilizados: solucdo de fibrinogénio (6,4 mg/mL em
tampé&o de Tyrode), solugdo de BSA (6,4 mg/mL em tampdo de Tyrode), solucgdes de
rutina ou rutina succinil (3,6; 1,8; 0,9; 0,45; 0,225 mg/mL em tampao de Tyrode contendo
DMSO 5%), solugdes &cido succinico (0,696; 0,348; 0,174; 0,087; 0,0435 mg/mL em
tampédo de Tyrode contendo DMSO 5%). A uma placa de 96 pocos preta foram

adicionados 12,5 pL da solucdo de fibrinogénio ou BSA + 12,5 pL de tampé&o de Tyrode
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ou das solugdes de rutinas ou &cido succinico + 75 pL de tampéo de Tyrode e incubados
por 15 min a 37°C. Ap0s esse periodo, foi realizada a leitura de espectro de fluorescéncia

(Ex. 280 nm, Em. 360-510 nm) em leitor de placas SpectraMax M2.

2.1.6. Acdo da rutina e rutina succinil nas atividades do veneno de B.

jararaca in vitro

As principais atividades do BjV foram testadas in vitro, assim como a possivel a¢ao
da rutina, rutina succinil e acido succinico em inibir diretamente os componentes do BjV.
Também foi avaliada a acdo das rutinas e &cido succinico especificamente em relacdo as

atividades da jararagina, uma importante SVMP presente no BjV (77).

2.1.6.1.Espectro de fluorescéncia do BjV e jararagina

Foram preparadas soluc6es de BjV a 0,4 mg/mL em tampao Tris-HCI [Tris 20 mM,
NaCl 140 mM, CaCI2 1mM, pH 8,0], solucdes de rutina a 1,44; 0,72; 0,36; 0,18; 0,09
mg/mL e solucdes de acido succinico a 0,28; 0,14; 0,07; 0,35 e 0,17 mg/mL em tampao
Tris-HCI contendo DMSO 1%. As amostras foram preparadas adicionando partes iguais
de: tampdo Tris-HCI + tampdo Tris-HCI contendo DMSO 1% (branco de amostra),
tampdo Tris-HCI + cada solucéo de rutinas ou acido succinico (branco das amostras), BjV
+ tampdo Tris-HCI contendo DMSO 1% (controle positivo), BjV + cada solucdo das
rutinas ou acido succinico e pré-incubadas a 37°C por 30 min. Como controles de
inibicdo, o BjV foi diluido em tampéo de Tyrode contendo DMSO 1% e AEBSF 8 mM
(inibidor de SVSP) e/ou o0-phe 13 mM (1,10-fenantrolina, Sigma, EUA, cddigo 131377),
visto que a 0-phe € um inibidor de SVMP (63) e pré-incubado a 37°C por 1 h. As mesmas
solucBes foram preparadas substituindo o BjV pela jararagina para a analise de

fluorescéncia dessa toxina.



31

Para o0 ensaio, 100 puL das solucdes foram adicionados em cada poc¢o (em triplicata)
em microplacas pretas de 96 pocos (Costar, EUA) e foi realizada a leitura de espectro de

fluorescéncia (Ex. 280 nm, Em. 360-510 nm) em leitor de placas SpectraMax M2.

2.1.6.2.Atividade de L-aminoacido oxidases (LAAO)

As LAAO podem gerar H2O2 ao desaminar aminoécidos em sistemas biologicos.
Nesse ensaio, as LAAO desaminam a L-leucina e geram H>O2, 0 que é detectavel por
sondas sensitivas como o OPD (diidrocloreto de o-fenilenediamina, Sigma, EUA, codigo
P9187) (132, 141, 142). Para a realizagdo do ensaio, o BjV foi diluido em tampéo bdrax
[bérax 50 mM, pH= 8,5, sendo que o pH deve ser ajustado com HCI 1M a 37°C] na
concentracdo de 0,5 mg/mL. Ja a rutina e rutina succinil foram diluidas a 18; 9; 4,5; 2,25
e 1,125 mg/mL em tampdo bdrax contendo DMSO 1%. Partes iguais das seguintes
solucBes foram pré-incubadas por 30 minutos a 37°C: tampédo boérax + tampdo bdrax
contendo DMSO 1% (branco de reacdo); tampdo borax + cada solucdo de rutina ou rutina
succinil (brancos das rutinas); BjV + tampéao bérax contendo DMSO 1%; BjV + cada
solucdo de rutina ou rutina succinil.

Para a curva padrao, foi realizada uma diluicdo seriada de H20O2 nas concentragdes:
51,2; 25,6; 12,8; 6,4; 3,2; 1,6; 0,8 mM em tampao bdérax. Em microplacas de 96 po¢os
foram pipetados em triplicata 10 pL/ po¢o de amostra (BjV + tampdo boérax ou BjV +
rutinas), brancos de reacdo (tampdao bérax, tampéo borax + rutinas) ou das solucGes da
curva padrédo. A seguir, foram adicionados 90 pL/ pogo de solugédo de uso [solugéo de
OPD 2 mM (em tampdo bérax), solucdo de peroxidase 0,81 U/mL (peroxidase, Sigma,
EUA, codigo P6782, em tampdo bérax), solugdo de L-leucina 5 mM (em H20)]. Apds
incubar a placa por 60 minutos a 37°C, foram adicionados 50 pL de H2SO4 2M e a leitura

de absorbéncia foi realizada a 492 nm em leitor de placas SpectraMax 190 (Molecular
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Devices). Os resultados foram analisados com base na curva padréo utilizando o software
CurveExpert (versdo 1.4). A média dos resultados da amostra BjV+tampéao bérax foi
considerada como 100% de atividade de LAAO e os resultados das amostras foram

expressos proporcionalmente como porcentagem de atividade de LAAO.

2.1.6.3.Atividade de hialuronidase

A atividade de hialuronidase do BjV foi analisada por ensaio de turbidez, no qual o
acido hialurénico é precipitado pelo brometo de cetilmetilamdnio (CTAB), resultando em
alta turbidez, que é diminuida pela acdo das hialuronidases do veneno ao degradarem o
acido hialurdnico (142, 143). No momento do uso, o BjV foi diluido em tamp&o acetato
[acetato de sodio 0,2 M, NaCl 0,15 M, pH 6,0, sendo que o pH deve ser ajustado com
acido acético concentrado] na concentracdo de 2,5 mg/mL. A rutina e rutina succinil
foram diluidas a 90; 45; 22,5; 11,25 e 5,625 mg/mL em tampé&o acetato contendo DMSO
5%. Como amostras, partes iguais das seguintes solugcdes foram pré-incubadas por 30
minutos a 37°C: tampdo acetato + tampdo acetato contendo DMSO 5% (branco); tampéao
acetato + cada solucdo de rutina ou rutina succinil (brancos das rutinas); BjV + tampéo
acetato contendo DMSO 5%; BjV + cada solu¢do de rutina ou rutina succinil.

Em cada poco da microplaca foram adicionados 10 pL das amostras (tampéao acetato,
BjV + tampao acetato ou BjV + rutinas) e 40 uL de solucdo de &cido hialurdnico (Sigma,
cod. H1876, EUA) 0,5 mg/mL diluido em tampdo acetado e aquecido a 37°C. A
incubacdo ocorreu a 37°C por 15 minutos. J& para os brancos da reacdo foram adicionados
10 pL de tampdo acetato ou de solucdes de rutina e rutina succinil + 40 pL de tampéo
acetato. Apos a adicdo em cada pogo de 150 pL de solucdo de CTAB (Sigma, EUA,
cddigo H5882) 2,5%, diluida em NaOH 0,5 M, foi realizada a leitura de turbidez a 650

nm em leitor de placas SpectraMax 190 (Molecular Devices). A média dos resultados da
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amostra tampdo acetado foi considerada como 100% de &cido hialurénico. Foi
considerada como 100% de atividade de hialuronidase a diferenca da média dos valores
da amostra tampdo acetato e da amostra BjV + tampao acetato. Os resultados das demais
amostras foram expressos proporcionalmente como porcentagem de atividade de

hialuronidase.

2.1.6.4.Atividade de serinaproteases de veneno de serpentes (SVSP)

Para esse ensaio, foi utilizado o substrato sintético DL-BAPNA (“Na-Benzoyl-DL-
arginine 4-nitroanilide hydrochloride”, Sigma, EUA, codigo B4875), que ao sofrer
hidrdlise por enzimas proteoliticas como as SVSP, libera o croméforo p-nitroanilina que
é detectavel colorimetricamente (144). Para isso, as diluicGes do BjV e rutina e as pré-
incubagdes foram realizadas como descrito anteriormente para o ensaio de atividade de
LAAO, utilizando solucdo de Tris (Tris-HCI 0,05 M, CaCl> 20 mM, pH= 8,2). Como
controle positivo de inibigdo, o BjV (0,5 mg/mL) foi incubado com AEBSF (“4-(2-
Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride”, Sigma, EUA, cddigo A8456) 8
mM, um inibidor de serinaproteases, por 1 h a 37°C. Foram pipetados em placa de 96
poc¢os (em triplicata) 30 pL de cada amostra/branco e 140 pL da mistura reativa (1 parte
de BAPNA 100 mM em DMSO + 99 partes de solucdo de Tris). A placa foi incubada por
60 minutos a 37°C e foram adicionados 50 uL de acido acético 30% para parar a reacgao.
A leitura de absorbancia foi feita a 405 nm em equipamento SpectraMax 190 (Molecular

Devices) e os resultados foram analisados e expressos como descrito anteriormente.

2.1.6.5.Atividade de metaloproteinases de veneno de serpentes (SVMP)
A atividade das SVMP foi testada quanto a capacidade de ativar fatores da

coagulagdo, como fator X e protrombina, assim como sua atividade catalitica e atividade
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proteolitica, utilizando diferentes substratos, como colageno, gelatina, caseina e
fibrinogénio. As agdes da rutina, rutina succinil e acido succinico também foram

avaliadas em relacéo a essas atividades.

2.1.6.5.1. Atividade colagenolitica

Para analisar a atividade colagenolitica das SVMP foi realizado um ensaio
quantitativo, utilizando como substrato o colageno tipo IV azocoll (Sigma, EUA) (66,
142). O BjV foi diluido em tampéo de Tyrode na concentracao de 1,0 mg/mL, e a rutina
e a rutina succinil foram diluidas em tampédo de Tyrode contendo DMSO 10% nas
concentragcdes de 136,0; 18,0; 9,0; 4,5; 2,25 mg/mL. As amostras foram preparadas
adicionando volumes iguais das solugdes: tampédo de Tyrode + tampdo de Tyrode
contendo DMSO 10% (branco da reagéo), tampdo de Tyrode + cada solucdo das rutinas
(brancos das rutinas), BjV + tampéo de Tyrode contendo DMSO 10% (controle positivo),
BjV + cada solucdo das rutinas. O controle de inibicdo de SVMP foi preparado com o uso
de o-phe (1,10-fenantrolina, Sigma, EUA, codigo 131377), visto que a o-phe é um
inibidor de SVMP (66), e para isso foram adicionados volumes iguais de BjV + tampao
de Tyrode e 0-phe 26 mM. As amostras foram pré-incubadas a 37°C por 30 minutos e a
amostra de BjV + o-phe foi pré-incubadas a 37°C por 1 hora. Apos as incubagoes, 100
pL das amostras foram diluidas adicionando 455 pL de tampéo de Tyrode.

O ensaio foi realizado incubando 400 pL de cada amostra com 100 pL de solucdo de
azocoll (5 mg/mL, em tampéo de Tyrode) por uma hora a 37°C, com homogeneizagéo
em vortex a cada 5 minutos. A reagdo foi finalizada colocando as solug¢bes no gelo e
entdo, foram centrifugadas por 3 minutos a 5000 g. Foram retirados 175 pL de
sobrenadante de cada solucéo e pipetados em cada poco de microplaca de 96 pocos para

a leitura de absorbancia a 540 nm, em triplicata. A média dos resultados da amostra BjV
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+ tampdo de Tyrode foi considerada como 100% de atividade colagenolitica e 0s
resultados das amostras foram expressos proporcionalmente como porcentagem de

atividade colagenolitica de SVMP.

2.1.6.5.2. Atividade fibrinogenolitica

A atividade fibrinolitica foi analisada como descrito previamente (142, 145), com
base na avaliagdo da degradacdo das cadeias do fibrinogénio pelo BjV. Para isso, o BjV
foi diluido em tampao de Tyrode na concentracao de 1,0 mg/mL, a rutina e rutina succinil
foram diluidas a 36,0; 18,0; 9,0; 4,5 e 2,25 mg/mL em tampdo de Tyrode contendo
DMSO 2% e o acido succinico foi diluido a 6,96; 3,48; 1,74, 0,87 e 0,435 mg/mL em
tampédo de Tyrode contendo DMSO 2%. As amostras foram preparadas adicionando
partes iguais de: tampéo de Tyrode + tampéo de Tyrode contendo DMSO 2% (controle
negativo), BjV + tampé&o de Tyrode contendo DMSO 2% (controle positivo), BjV + cada
solucdo das rutinas ou acido succinico. Como controles de inibicdo, o BjV foi diluido em
tampé&o de Tyrode contendo DMSO 1% e Na,EDTA 13 mM, AEBSF 8 mM ou o-phe 13
mM e pré-incubado a 37°C por 1 h.

Apds a pré-incubacdo, 200 pL de fibrinogénio bovino (Sigma, EUA, cddigo F8630;
2 mg/mL de proteina coaguldvel em tampdo de Tyrode) foram adicionados em
microtubos mantidos em banho-seco a 37°C. Em cada aliquota de fibrinogénio foram
adicionados 8 pL de amostra (um tubo por amostra), rapidamente homogeneizados e
incubados a 37°C por 15 min. Aliquotas de 104 pL cada solucdo de fibrinogénio +
amostra foram retiradas nos tempos 0 e 15 min, adicionadas a 104 pL de tampéo de
amostra reduzido (Tris 0,125 M, glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2%, 2-

mercaptoetanol 2-%), homogeneizados e armazenados a -20 °C até as posteriores analises.
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As amostras reduzidas (146) foram submetidas a eletroforese em géis de SDS-Page
10% (10 pL de amostra/pocgo) e a corrida de eletroforese foi realizada a 15 mA até a saida
das amostras do gel de aplicacio de amostra e a 20-30 mA até o término da corrida. E
preciso salientar que as amostras controle negativo (fibrinogénio + tampé&o) e controle
positivo (fibrinogénio + BjV) foram adicionadas em todos os géis analisados. Ap6s 0
término da corrida de eletroforese, os géis foram submetidos a coloragéo de prata (147) e
escaneados com resolucdo de 600 dpi em equipamento ImageScanner 111 (GE Healthcare,
EUA). As anadlises densitométricas foram realizadas no software ImageJ (Fiji) e a
diferenga nos valores da densitometria entre a amostra do controle negativo (fibrinogénio
integro) e do controle positivo (fibrinogénio degradado pelo BjV) foi considerada como
100% de atividade fibrinolitica. Os resultados das amostras foram expressos
proporcionalmente como porcentagem de atividade fibrinolitica.

A atividade fibrinolitica também foi avaliada em relacdo a agdo da jararagina do
mesmo modo como descrito acima, com a substituicdo do BjV por jararagina (0,4

mg/mL).

2.1.6.5.3. Atividades gelatinolitica e caseinolitica

A inibicdo das atividades gelatinolitica e caseinolitica pelas rutinas e acido succinico
foram avaliadas semelhantemente a técnica da atividade fibrinolitica, exceto que com as
seguintes modificagdes: foram utilizados solucdo de gelatina (de pele de suino, Sigma,
EUA) a 4 mg/mL e géis de SDS-Page 10% ou solucdo de caseina (Sigma, EUA) a 4
mg/mL e géis de SDS-Page 15%.

A acdo das rutinas e acido succinico também foi avaliada com a andlise de inibicao
da atividade da colagenase de Clostridium histolyticum (Sigma, EUA, céd. C5138). Os

procedimentos foram realizados como descrito acima, utilizando a colagenase a 1 mg/mL.
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2.1.6.5.4. Atividade de ativador de protrombina

O BjV contém componentes pré-coagulantes, capazes de ativar fatores da coagulacéo,
como a protrombina (142, 148). Nesse ensaio, 0 BjV ativa a protrombina, que por sua vez
hidrolisam o0s substratos sintéticos, S-2765 (N-a-benzyloxycarbonyl-D-argininyl-L-
glycyl-L-argininie-pNA.2  HCI) e S-2238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.2  HCI),
respectivamente, liberando p-nitroanilina (142, 149). Os substratos foram obtidos da
Chromogenix (EUA), e a protrombina humana foram obtida da Sigma (EUA, cddigo
F5132).

O BjV foi diluido em tampéo Tris (Tris-HCI 20 mM, NaCl 140 mM, CaCl> 1 mM,
BSA 0,1%, pH 8,0) na concentracdo de 1,0 mg/mL e a rutina e a rutina succinil foram
diluidas a 36,0; 18,0; 9,0; 4,5; 2,25 mg/mL em tampdo Tris contendo DMSO 10%.
Posteriormente as amostras foram preparadas adicionando partes iguais das soluges:
tampé&o Tris + tampao Tris contendo DMSO 1% (branco de reacdo); tampé&o Tris + cada
solucdo de rutina ou rutina succinil (brancos das rutinas); BjV + tampao Tris contendo
DMSO 10%,; BjV + cada solucdo de rutina ou rutina succinil. A seguir, as amostras foram
pré-incubadas por 30 minutos a 37°C em banho-seco.

O ensaio foi iniciado pipetando por poco (em triplicata) 5 pL das amostras e 85 pL
de protrombina (0,5 uM em tampdo Tris). A microplaca foi incubada a 37°C por 20
minutos, seguido da adicdo de 100 pL/pogo da solucdo do substrato sintético 0,1 mM (S-
2238, diluido em tampdo Tris e pré-aquecidos a 37°C). A leitura da microplaca foi
realizada imediatamente em equipamento SpectraMax 190 (Molecular Devices), modo
de cinética enzimatica a 405 nm por 10 minutos, com leituras a cada 15 segundos. A
velocidade inicial da reagdo foi calculada (utilizando os valores do tempo de 60

segundos), seguida do calculo de pumol de p-nitroalanina liberada/min/mg de veneno,

tendo como base o coeficiente de extingdo da p-nitroalanina: ;s =9,65/cm. Esses
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valores foram utilizados para analisar a porcentagem correspondente de atividade de
ativador de protrombina, considerando que a amostra BjV + tampao foi designada como

100% de atividade enzimética.

2.1.6.6.Atividade coagulante em fibrinogénio bovino e plasma de
camundongo

O BjV possui componentes, como SVMP que agem como ativadores de fator X ou
protrombina e SVSP que possuem agdo tipo-trombina. A atividade dessas toxinas in vitro
induz a coagulacdo de plasmas animais e humanos, assim como a coagulacdo de
fibrinogénio (66, 142, 145). Desse modo, a atividade coagulante do BjV foi avaliada em
fibrinogénio bovino e plasma de camundongos, utilizando uma modificacéo da técnica
de dose minima coagulante (63).

Para a preparacdo do pool de plasma de camundongo foi coletado sangue de
camundongos em citrato de sédio (9 partes de sangue e 1 parte de citrato de sodio 3,2%)
e apos a centrifugacdo a 2500 g, 15 min a 4°C, o plasma foi coletado. O plasma foi
mantido em banho de gelo durante a realizacdo do ensaio. O fibrinogénio bovino (Sigma,
EUA, cddigo F8630) foi diluido na concentracdo de 4 mg/mL em tampéo de Tyrode (2
mg/mL de proteina coagulavel), aquecido em banho-maria a 37°C por no minimo 30 min
antes do inicio do ensaio e mantido também em banho-maria a 37°C durante o
experimento.

As solucdes de BjV e das rutinas foram preparadas como descrito para a atividade de
SVSP, utilizando salina 0,9% para as diluicbes e o &cido succinico na mesma
concentracdo molar que as rutinas. Visto que tanto SVMP quanto SVSP possuem

atividade coagulante, foram preparados dois controles de inibigdo ao pré-incubar o BjV
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com Na,EDTA ou o-phe (concentragdo final 13 mM) ou AEBSF (concentragédo 8 mM)
por 1 ha 37°C.

Apos as pré-incubacdes das solugdes, 100 pL da solucdo de fibrinogénio ou de plasma
foram pipetados em tubos de coagulémetro e aquecidos por 2 min a 37°C. Apos a adicao
de 25 pL de cada amostra, foi determinado o tempo de coagulacéo, até o tempo de 300 s
em coagulometro (Start 4, Diagnostica Stago). O experimento foi realizado em duplicata

e os resultados expressos como tempo de coagulagédo (em segundos).

2.1.6.7.Dose minima coagulante

A fim de confirmar a participacdo das SVMP e SVSP na atividade coagulante do B}V,
assim como especificamente a participacao dos ativadores de fator X e protrombina do
BjV, o ensaio de dose minima coagulante foi utilizado (63). A preparacdo dos pools de
plasma de camundongos foi realizada como descrito acima. O BjV (1,0 mg/mL em salina)
foi adicionado a somente salina, etanol (veiculo do o-phe) ou o-phe (concentracao final:
13 mM) ou AEBSF (concentracdo final: 8 mM), pré-incubado a 37°C por 1 h e entdo foi
realizada uma diluicdo seriada na razdo de 2 (0,5; 0,25; 0,125 mg/mL).

As solucgbes de inibidores de fator X e protrombina foram preparadas com uso de
rivaroxabana 40 mg/mL em DMSO (Xarelto, Bayer, Brasil) e dabigatrana 8 mg/mL em
DMSO (Pradaxa, Boehinger, Brasil), respectivamente. Foi determinado o uso no plasma
das concentragOes finais 200 pug/mL de rivaroxabana e 40 pg/mL de dabigatrana (150,
151), sendo que a cada 99 pL de plasma foram adicionados: 1 uL de DMSO ou 0,5 pL
de DMSO + 0,5 pL de rivaroxabana ou 0,5 pL. de DMSO + 0,5 pL de dabigatrana ou 0,5
pL de rivaroxabana + 0,5 pL de dabigatrana. Para verificar a eficacia dos inibidores no
plasma, foi empregado o método de tempo de protrombina, como descrito abaixo com

uso dos plasmas com ou sem inibidores.
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Para 0 ensaio de dose minima coagulante foram adicionados 100 uL de plasma (com
ou sem inibidores de FX e protrombina) em tubos de coaguldmetro e aquecidos por 2 min
a 37°C. Apds a adicdo de 25 pL de cada diluigdo das solugdes de BjV (BjV, BjV+etanol,
BjV + o-phe e BjV + AEBSF), foi determinado o tempo de coagulagédo do plasma
(méximo de 300 s) em coagulémetro (STart 4, Diagnostica Stago). O experimento foi
realizado em duplicata e o valor da DMC foi determinado baseado na concentragéo de
veneno capaz de coagular o plasma em 60 s a 37°C, utilizando o software CurveExpert
(verséo 1.4). A atividade coagulante relativa do BjV foi calculada pela divisdo do valor

da DMC do BjV pelo valor de DMC do BjV com inibidores.

2.1.7. Envenenamento in vivo

Os envenenamentos in vivo foram iniciados com a avaliacdo dos efeitos moderados e
graves do envenenamento por BjV e da possivel neutralizagdo pela rutina e rutina
succinil. Para isso, utilizou-se duas doses de veneno: uma dose de 3,2 mg/kg p.v. i.p. (2
DLso, envenenamento moderado), e outra de 4,8 mg/kg p.v. i.p. (3 DLso, envenenamento
grave) (142). Ja a rutina e a rutina succinil foram utilizadas em doses 9 vezes maiores que
as doses de veneno (28,8 ou 43,2 mg/kg p.v. i.p.), como utilizado previamente (66).
Também foi avaliada a importancia das acdes de SVMP e SVSP nesses modelos
utilizando a o-phe (13 mM) para inibicdo de SVMP do BjV e AEBSF (8 mM) para
inibicdo de SVSP. A fim de melhor compreender os mecanismos de agéo da rutina
succinil, os efeitos do &cido succinico (9,6 mg/kg p.v. i.p.) em relacdo ao BjV também
foram avaliados in vivo. Visto que a rutina € uma conhecida inibidora de PDI (109), foi
avaliada a influéncia da inibicdo de tiol isomerases no envenenamento com uso de

bacitracina A (Sigma, EUA, cdd. 31626) na dose de 80 mg/kg p.v. i.p. (152).
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2.1.7.1.Solugdes de veneno de B. jararaca e rutinas

O BjV foi diluido no momento do uso em salina estéril na concentracéo de 0,8 mg/mL
(envenenamento moderado) ou de 1,6 mg/mL (envenenamento grave). A rutina foi
diluida na concentracdo de 7,2 mg/mL (envenenamento moderado) ou de 14,4 mg/mL
(envenenamento grave) em um volume de propileno glicol e um volume de salina estéril
(66, 153). A rutina succinil foi diluida somente em salina estéril nas mesmas
concentracOes que a rutina. O acido succinico foi diluido na concentracéo de 2,8 mg/mL
em salina estéril (envenenamento grave). A bacitracina A foi diluida em salina estéril a
20,0 mg/mL (envenenamento moderado) ou 26,6 mg/mL (envenenamento grave).

As solugdes a serem injetadas nos animais foram preparadas adicionando: (1) 1
volume de salina + 1 volume de salina (controle negativo); (2) 1 volume de BjV + 1
volume de salina (controle positivo); (3) 1 volume de BjV + 1 volume de rutina, (4) 1
volume de BjV + 1 volume de rutina succinil; (4) 1 volume de BjV + 1 volume de &cido
succinico; (5) 1 volume de BjV + 1 volume de salina contendo o-phe 26 mM; (6) 1 volume
de BjV + 1 volume de salina contendo AEBSF 16 mM; (7) 1 volume de BjV + 1 volume
de salina contendo o-phe 26 mM e AEBSF 16 mM; (8) 1 volume de BjV + 1 volume de
bacitracina.

As solucdes foram pré-incubadas por 30 min a 37°C (controles, BjV + rutinas, BjV +
acido succinico e BjV+bacitracina) ou pré-incubadas por 1 h a 37°C (BjV + o-phe, BjV

+ AEBSF e BjV + 0-phe + AEBSF) em banho-seco e mantidas em gelo durante o uso.

2.1.7.2.Grupos e procedimentos experimentais
Os camundongos foram alocados em quatro diferentes grupos experimentais (n=6
animais/grupo). Os grupos e procedimentos experimentais para as duas concentracgdes de

veneno estdo demonstrados a seguir na Figura 4. Os animais receberam por via
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intraperitoneal 8,0 mL/kg p.v. (envenenamento moderado) e 6,0 mL/kg p.v.

(envenenamento grave) das solugdes descritas anteriormente.

2.1.7.3.Andlise de sobrevivéncia
A sobrevivéncia dos animais foi analisada no envenenamento grave, com dose de
3DLsg (142). Ao decorrer de 48 h apds a injecdo das solu¢Bes o nimero de animais

sobreviventes foi determinada nos periodos de 1, 2, 3, 4,5,6,7,8,9,24 e 48 h.

2.1.7.4.Coleta de sangue e 6rgados

A coleta de érgdos dos camundongos que morreram durante o periodo de 48 h ap6s
as injecdes foi realizada logo apds a confirmacdo da morte do animal. Quanto aos animais
que sobreviveram por 48 h, no momento da coleta foram anestesiados pela administragéo
de isoflurano (inducéo e manutencao a 2,5%) por via inalatoria. Ap6s a coleta, 0s animais
foram submetidos a uma superdose de anestésico e para certificarmo-nos da eutanasia dos
animais, o deslocamento cervical foi realizado.

O sangue foi coletado por punc¢éo da veia cava caudal dos camundongos anestesiados
com seringas plasticas. Para 0 hemograma e esfregacfes sanguineos foi utilizada uma
aliquota de sangue de 100 uL em tubo pléastico contendo 1,0 uL de Na,-EDTA 269 mM
e 1,0 uL de soro antibotropico (SAB, doado pelo Instituto Butantan, lote 1305077). Para
obtencéo de plasma citratado, uma aliquota de sangue (9 volumes) foi adicionada a tubo
plastico contendo 1 volume de citrato de sddio 3,2% e SAB (na proporgdo de 1:100 do
volume total), e posteriormente, essas aliquotas foram centrifugadas por 15 min a 2500 g
a 4°C e o plasma armazenado a -80°C até posteriores analises. Para as andlises

histolégicas foram coletados o6rgdos (figado, rim, pulm&o, coracdo, pancreas, baco,
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intestino, diafragma e fragmentos da parede intestinal) e imersos em solucdo de Bouin

até posteriores processamentos do material histoldgico.

Procedimentos experimentais

0Oh 1a9h 24 h 48 h
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Figura 4: Representacdo esquematica dos grupos experimentais, tempos de andlises e
coleta de amostras dos envenenamentos moderado e grave.

2.1.7.5.Hemograma

A contagem total das células sanguineas dos animais sobreviventes a 48 h foi

realizada com as amostras de sangue coletado com Na>-EDTA com uso de contador
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hematoldgico automatico BC-2800 Vet (Mindray, China). As amostras de sangue

também foram utilizadas para a realizag&o de esfregagos sanguineos.

2.1.7.6.Dosagem de fibrinogénio plasmético

A dosagem de fibrinogénio nas amostras de plasma citratado foi realizada por técnica
colorimétrica (132, 154). Em tubos Falcon foram adicionados 0,50 g de vidro moido
(correspondente a 0,5 mL), 5 mL de NaCl 0,85%, 25 pL de EACA 10%, 50 pL de plasma
e 34,5 pL de trombina a 720 NIH-U. Os tubos foram homogeneizados, mantidos em
banho-maria a 37°C por 15 minutos para a formacéo de coagulos, centrifugados a 3000
rpm por 5 minutos e a seguir o coagulo foi espremido e o sobrenadante sera descartado.
Apos adicionar 5 mL de salina, a centrifugacdo e o descarte de sobrenadante foram
realizados por mais duas vezes. Foi acrescentado 1,0 mL de NaOH 10%, os tubos foram
cobertos com papel aluminio e aquecidos em banho-maria fervente por 10 minutos. Ap6s
o resfriamento dos tubos, foram acrescentado 7,0 mL de agua destilada, 3,0 mL de
Na,CO3 20% e 1,0 mL de reagente fenolico Folin-Ciocalteu (Sigma, EUA). O branco foi
preparado adicionando 1,0 mL de NaOH 10%, 7,0 mL de &gua destilada, 3,0 mL de
Na,CO3 20% e 1,0 mL de reagente fenolico Folin-Ciocalteu a um tubo. Os tubos foram
homogeneizados e ap6s 30 minutos, a leitura da absorbancia das amostras foi realizada a
650 nm em espectrofotdmetro (Utrospec 2100 pro UV/Visible Spectrophotometer). O
resultado da leitura foi analisado com base na curva padrao de tirosina (0,125 a 0,0125
mg), utilizando o software CurveExpert (versao 1.4), e esse valor foi multiplicado pelo
fator de corregé@o do volume de plasma (50 pL de plasma: fator de correcdo 23400) para

se obter a concentragdo de fibrinogénio plasmatico (mg/dL).
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2.1.8. Anélise estatistica

A distribuicdo normal e homocedasticidade dos resultados foram analisadas no
programa estatistico STATA™ versdo 10. Sempre que necessario, os dados foram
transformados por algoritmos desse programa para obter distribuicdo normal e
homocedasticidade. Para anélise estatistica posterior dos resultados foram utilizados os
softwares SPSS (versdo 22), SigmaPlot (versdo 12.0) ou R (verséo 4.00). Para observar
diferengas estatisticas entre os grupos e tempos, foram empregados para os dados com
distribuicdo normal e homocedasticidade o teste anélise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguido pelo teste post-hoc Bonferroni para comparacdo de médias. Para os dados
ndo paramétricos, foi empregado o teste Kruskal-Wallis e para a comparacdo de médias
foi realizado o teste post-hoc de Dunn. Para a andlise de curvas de sobrevivéncia foi
utilizado o teste Log-Rank. Foram considerados significativos os resultados com p< 0,05

e os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (e.p.m.).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O veneno de Bothrops jararaca € composto por uma complexa mistura de
componentes, e dentre esses componentes, destacam-se familias de proteinas do veneno
como metaloproteinases, serinaproteases, L-aminoécido oxidases e hialuronidases (49-
53). Essas proteinas apresentam atividades in vitro e também possuem atividades in vivo,
tanto em modelos animais quanto em pacientes envenenados, induzindo distdrbios
hemostaticos, sangramentos e reacdes inflamatérias (45, 54-57). Desse modo, as
possiveis acOes inibitdrias da rutina e seu derivado hidrossollvel, rutina succinil, foram
testadas em relacédo a atividades in vitro de familias de proteinas do veneno, assim como
foi testada a capacidade das rutinas inibirem a agdo téxica do veneno in vivo, em modelos

de envenenamentos experimentais moderado e grave.

3.1.Sintese e caracterizacdo da rutina succinil

A rutina succinil sintetizada apresentou coloracdo amarela e aspecto de p6, como a
rutina. Foi observado que a rutina succinil possui caracteristica higroscépica e seu
armazenamento por periodos maiores que um més deve ser realizado em dessecador.

Ao ser solubilizada em agua, a rutina succinil apresentou um aumento de solubilidade
de aproximadamente 115 vezes quando comparada a rutina (14,4 g/L e 0,125 g/L,
respectivamente). Esse aumento de solubilidade em &gua da rutina succinil esta de acordo
com o observado em estudo anterior, com aumento de cerca de aproximadamente 80
vezes (111).

Em relagdo ao espectro de absorbéancia, foi possivel observar que tanto a rutina
succinil quanto a rutina apresentaram dois picos de absorbancia (Figura 5a), nos

comprimentos de onda 260 nm e 360 nm. Esse resultado é condizente com a estrutura
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quimica dos flavonoides pela absorcao dos anéis arométicos A e B (Figura 5b) (155, 156),
demonstrando que a rutina succinil ndo teve alteracfes na sua estrutura quimica basica,
mantendo-se um flavonoide, como a rutina. Ao serem diluidas, a rutina apresentou uma
coloragdo amarela mais intensa que a rutina succinil, o que pode ser observado pela
diferenca das absorbancias das rutinas em diferentes comprimentos de ondas (Figura 4a).

Nos testes de espectro de absorbancia de possiveis contaminantes na amostra de rutina
succinil, a amostra contendo somente metanol, utilizado como solvente no ensaio,
apresentou somente um pico em 200 nm, diferentemente da solucdo de piridina que
apresentou um pico em 230 nm e das solugdes de &cido e anidrido succinico com pico em
220 nm (Figura 6). Ja em relagdo as solugdes de rutina e rutina succinil foi possivel
observar somente os dois picos de absorcdo caracteristicos da sua estrutura flavonoide
(260 nm e 360 nm). Desse modo, 0 método de obtencdo e purificacdo da rutina succinil
demonstrou ser eficaz e livre de contaminacgdes significativas por piridina e anidrido
succinico.

A rutina e a rutina succinil demonstraram perfis diferentes quando analisadas por
HPLC (Figura 7). Como ja demonstrado em estudo anterior (157), a rutina apresentou
somente um pico majoritario quando analisada pelo HPLC em aproximadamente 13
minutos, engquanto que a rutina succinil apresentou diversos picos, 0 que se deve as
substituicdes dos grupos hidroxila nos glicosideos da rutina succinil por succinatos e
indica a efetividade do processo utilizado para modificar quimicamente a rutina e deixa-
la succinilada. Foi considerada como rutina succinil o produto da juncgéo de todos os picos
aferidos no ensaio de HLPC.

A amostra de rutina succinil demonstrou ter uma boa purificacdo, ja que nao foram
observados picos significativos condizentes com possiveis contaminantes: o acido

succinico apresentou um pico em aproximadamente 6 minutos; o anidrido succinico
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apresentou um pico em 12 minutos; para a piridina foi possivel observar um pico em 5

minutos; para o éter, picos majoritarios em 23 e 33 minutos.

——
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Figura 5: perfis de absorcdo de luz em diferentes comprimentos de onda pela rutina e
rutina succinil, analisados por espectrofotometria de absor¢do UV-visivel (a) e estrutura
molecular da rutina, com a indicacdo dos anéis aromaticos A, B e C (b).
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Figura 6: perfis de absorcao de luz em diferentes comprimentos de onda por solucGes de
rutina, rutina succinil, metanol, piridina, anidrido succinico e acido succinico, analisados

por espectrofotometria de absor¢cdo UV-visivel.
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Figura 7: perfis de eluicdo da (a) rutina e (b) rutina succinil analisados por cromatografia
liquida de alta performance de fase reversa (HPLC) com uso de coluna C18.

A rutina foi analisada por LC-MSE e eluida em 6,48 min, mostrando um ion precursor

esperado de m/z 611,18+ e fragmentos principais de 303,06+ e 465,12+ (Figuras 8a,b).

A rutina possui seis possiveis locais de succinilagdo nos seus grupos hidroxilas livres no

rutinosideo (Figuras 9a,b).
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fon precursor remanescente a 611.18+ devido a analise DIA.
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Os cromatogramas i6nicos da rutina succinil demonstraram que diferentes foram de

succinilagdo coexistem, compondo uma mistura complexa com 1 a 6 substitui¢des (Figura

10a). Seis possiveis formas existem para uma succinilagdo da rutina e 15, 20, 15 e 6

formas existem para 2, 3, 4 e 5 succinilagbes. De fato, as rutinas succinil com 2-5

substituicdes apresentam formas isomeéricas nos cromatogramas dos ions precursores

(Figura 10b). Cada substitui¢cdo adiciona 100,016 Da a rutina e dessa forma, os ions

precursores da rutina succinil para 1-6 substituicdes sdo observadosa 711,2; 811,2; 911,2;
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1011,2; 1111,2 e 1211,2, respectivamente. Somente a rutina original e a forma com 6
succinilagdes demonstram formas Unicas e somente um pico no cromatograma (Figura
10a). Desse modo, um total de 63 formas de rutina succinil coexistem na mistura, além
de parte da rutina original sem substituicdes. Porcentagens baixas de rutina e rutina
succinil com 5 e 6 substituicdes foram encontradas na amostra (3,9%, 4,8% e 0,6%,
respectivamente). Niveis médios foram observados para as rutinas succinil com 1 e 4
substituicdes (17,3% e 15,3%) e a maior porcentagem da amostra € composta por rutinas

succinil com 2 e 3 succinilagdes (30,7 e 27,6% da amostra).
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Visto que a rutina apresenta uma ampla gama de atividades, mostrou-se relevante
verificar se a rutina succinil também apresenta as mesmas atividades caracteristicas da
rutina, como a antioxidante (108), quelante de ions metélicos (104-108) e a inibidora da
PDI (109), por exemplo. Tanto a rutina quanto a rutina succinil apresentaram atividade
antioxidante de forma concentracdo-dependente (Figura 11a), porém, a rutina succinil
demonstrou uma ag&o antioxidante mais baixa que a rutina. E necessario ressaltar que os
niveis de capacidade antioxidante dentre os flavonoides diferem entre si, sendo diferentes
até mesmo entre as moléculas com estrutura de quercetina, da qual a rutina e a rutina
succinil fazem parte. Ademais, os resultados estdo de acordo com a atividade antioxidante
da rutina succinil reportada previamente, em que foi observado que a diferenca entre as
atividades antioxidantes pode ser devida a uma falta de estabilizacéo de carboxilatos por
hidroxilas na rutina succinil (111, 157).

No entanto, ao analisar a interagdo das rutinas e &cido succinico com célcio, magnésio
e zinco (Figura 11), somente foram observadas diferencas mais expressivas do acido
succinico em relacdo ao célcio, de forma concentracdo-dependente. De fato, estudos ja
demonstraram que o0 acido succinico é capaz de interagir com ions metalicos, formando
complexos e agir como um agente quelante (158, 159).

Ao analisar o ensaio de atividade da PDI (Figura 12a), foi observado que as rutinas
apresentam ac@es inibitdrias similares. Os resultados demonstraram que as amostras de
PDI incubadas com a rutina ou a rutina succinil apresentaram diminuicdo das unidades
relativas de fluorescéncia (RFU) ao longo do tempo analisado. Também foi observado
que a Vmax da reacdo com a PDI (0,043+0,0003 unidades/segundo) diminuiu quando
incubada com a rutina (0,030+£0,0041 unidades/segundo) ou com a rutina succinil
(0,033+0,0007 unidades/segundo). Desse modo, os resultados indicam que tanto a rutina

quanto a rutina succinil possuem capacidade inibitoria em relacdo a PDI.
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Ademais, as rutinas demonstraram interferir ndo somente com a atividade da PDI,
porém também com sua estrutura, 0 que pode ser observado pela diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia dos residuos de Trp (Figura 12b). Sabe-se que a PDI é
susceptivel a mudancas de estrutura e funcdo dependendo do meio em que se encontra e

0s substratos com os quais interage (160). A PDI possui 5 residuos de Trp em sua estrutura

e ja foi demonstrado que a GSSG — um conhecido substrato que interage com a PDI (137)
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—induz a diminuicédo da fluorescéncia dos residuos de Trp da PDI (136), como observado
no presente trabalho. Congruentemente com os resultados apresentados, a rutina liga-se
ao bolsao hidrofébico da PDI no dominio b’, o que induz uma mudanga conformacional
para uma estrutura mais compactada da PDI, que impede a ligacdo de substratos e inibe
sua atividade (161). J& foi demonstrado que a acdo inibitdria de quercetina em relacéo a
PDI ¢é dependente da presenga de glicosideos na posicao 3’ do anel C (162) e de fato foi
observado que somente a rutina e rutina succinil foram capazes de interferir com a
estrutura da PDI e ndo o acido succinico.

E preciso ressaltar que foi ja demonstrado que a PDI extracelular é necesséria para a
formacdo de trombo em modelo animal in vivo, e que a rutina é capaz de ligar-se
reversivelmente a PDI, inibindo sua atividade, tanto in vitro como in vivo. Visto que a
administracdo de rutina e analogos (tanto por via oral quanto intravenosa) impede a
formacdo de trombos, seja em relacdo ao acimulo de plaquetas, seja quanto a deposicao
de fibrina, os inibidores de PDI foram considerados como uma nova classe de agentes

antitrombdticos, gerando mais interesse na pesquisa desses compostos (109).
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Figura 12: (a) atividade de reducdo da sonda Di-eosina-GSSG pela PDI (150 nM) ou
PDI pré-incubada com rutina ou rutina succinil (60 uM). Dados expressos como unidades
relativas de fluorescéncia (RFU), representativos de ensaios realizados em triplicata; (b)
perfis de fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda da PDI ou PDI pré-incubada
com solucdes de rutina, rutina succinil ou acido succinico, analisados por espectro de
fluorescéncia. Dados expressos como unidades relativas de fluorescéncia (RFU),
representativos de ensaios realizados em triplicata.

Desse modo, foi possivel observar que a rutina succinil possui a estrutura quimica de
um flavonoide (111) e apresenta atividades caracteristicas da rutina, como acéo

antioxidante e inibidora da PDI.

3.2.A rutina succinil altera paradmetros hemostaticos in vitro

Além de sua acdo como inibidora da PDI, alguns estudos ja demonstraram a influéncia

da rutina em outros componentes da hemostasia in vitro (120, 163). Para averiguar a agdo
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direta da rutina e rutina succinil em relacdo a coagulacdo, foram utilizados ensaios de
hemostasia in vitro e ensaios com proteinas abundantes no sangue, como fibrinogénio e
albumina. Visto que a rutina succinil foi sintetizada utilizando o processo de succinilacéo,
a acao especifica do acido succinico também foi avaliado para melhor compreender as
atividades da rutina succinil.

Para isso, foram analisadas as vias extrinseca e comum da cascata de coagulagéo pelo
teste de tempo de protrombina (Figura 13a) e vias intrinseca e comum pelo teste TTPA
(Figura 13b). Foi observado que a rutina succinil prolonga modestamente o tempo de
protrombina (méaximo de 3,6 s em relacdo ao controle) e 0 TTPA (maximo de 3,9 s em
relagdo ao controle), o que indicou que a rutina succinil poderia ter acdo em algum
componente da via comum da coagulagdo. Desse modo, foi avaliado o tempo de trombina
tanto em plasma de camundongo (Figura 13c) quanto em fibrinogénio bovino (Figura
13d). A rutina succinil prolongou o tempo de trombina tanto em plasma de camundongo
(maior que 300 s com uso da concentracdo mais alta de rutina succinil) quanto em
fibrinogénio bovino (aumento maximo de 93,7 s em relacdo ao controle). Ja o acido
succinico somente prolongou o tempo de trombina em fibrinogénio (aumento maximo de
81 s em relacdo ao controle). Diferentemente, a rutina encurtou o tempo de trombina em
fibrinogénio, com diminuicdo de 6,45 s em relacdo ao controle.

Ao considerar a influéncia das rutinas e acido succinico em relacdo ao tempo de
trombina em fibrinogénio foram investigadas mais profundamente as possiveis interagcdes
entres esses componentes. Ao analisar a possivel formagdo de complexos com o
fibrinogénio (Figura 14), somente a incubagdo com a rutina succinil na concentra¢do mais
alta foi capaz de induz um aumento da turbidez do fibrinogénio, o que indica uma possivel

formacédo de complexo por atracao eletroestatica (140).
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No entanto, ao analisar a fluorescéncia dos residuos de Trp do fibrinogénio (Figura
15a,b) e da BSA (Figura 15c,d), foram observados padrdes similares, com a diminuicao
da fluorescéncia com a incubagdo com as rutinas de forma concentragéo-dependente e
sem alteracdo pela incubagdo com o acido succinico. Esse resultado indica que a agédo do
acido succinico no tempo de trombina ndo aparenta estar relacionado ao fibrinogénio, no
entanto, pode ter relacdo com sua agdo como quelante de calcio, como o demonstrado
pelos resultados descritos acima.

E preciso considerar que a acdo da rutina em relacdo a albuminas séricas ja foi
demonstrada anteriormente, com a diminuicdo da fluorescéncia das albuminas sendo
atribuida a ligacéo da rutina as mesmas de forma espontanea por ligacdes de hidrogénio
e forcas de van der Waals fracas, alterando a conformacdo das albuminas (164). J& a
respeito do fibrinogénio, a diminuicdo da fluorescéncia dos residuos de Trp — que se
localizam na maior parte na por¢éo hidrofébica do fibrinogénio — também esta associada
a mudancas conformacionais da proteina (140).

Os resultados confirmam a interacdo tanto da rutina quanto rutina succinil com a BSA,
sendo um dado relevante ja que as albuminas séricas sdo proteinas importantes para o
transporte e biodisponibilicdo de componentes exdgenos ao organismo, assim como a
interacdo com o fibrinogénio, um componente fundamental da coagulacdo. No entanto,
somente a rutina succinil alterou outros parametros hemostaticos, o que indica que sua

acdo em relacdo a coagulacgdo é diferente da rutina.
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triplicata.

Como o enfoque de nosso estudo é o uso da rutina para o tratamento do

envenenamento por serpentes do género Bothrops, e visto que anteriormente a rutina néo

demonstrou acao inibitoria direta em relagdo a algumas atividades caracteristicas do BjV

(66), foi analisada a acdo da rutina e rutina succinil nas principais atividades do BjV in

vitro.

3.3.A rutina succinil inibe atividades do veneno de B. jararaca in vitro

A avaliacdo das principais atividades do BjV foi fundamental para compreender as

acOes diretas da rutina e da rutina succinil em relacdo ao veneno. Essa avaliagdo foi
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iniciada com a analise do espectro de fluorescéncia de residuos de Trp presente no BjV
(Figura 16a) e na SVMP isolada jararagina (Figura 16b), uma toxina importante no
envenenamento in vivo (165).

Como observado em relagdo as outras proteinas, a rutina e rutina succinil induziram
a diminuicdo da fluorescéncia do BjV e jararagina, diferentemente do &cido succinico que
somente induziu alteragdes na jararagina.

Ja foi demonstrado que a reducdo de fluorescéncia de Trp em venenos de serpente
pode indicar uma mudanca conformacional (166) e que a quercetina é capaz de ligar-se a

componentes do veneno de serpentes Bothrops e induzir essa alteracdo (167).
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Figura 16: acdo da rutina, rutina succinil e acido succinico em diferentes concentragoes
e da o-phe e AEBSF nos perfis de fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda (a)
do BjV; (b) da jararagina, analisados por espectro de fluorescéncia. Dados expressos
como unidades relativas de fluorescéncia (RFU), representativos de ensaios realizados
em triplicata.
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Para verificar se as possiveis alteragdes conformacionais do BjV também modificam
suas acles, foram testadas importantes atividades especificas do veneno e da jararagina.
LAAO (Figura 17a), respectivamente. Mesmo havendo uma pequena diferenca de
inibicdo entre as rutinas, o mesmo padrdo foi observado, de forma concentracdo
dependente, 0 que pode ocorrer por uma acao indireta das rutinas, ja que as LAAO geram
H20- e as rutinas sdo capazes de agir como antioxidantes in vitro.

Ja em relacdo a atividade de hialuronidase (Figura 17b), as trés concentragcdes mais
altas da rutina foram minimamente inibitorias (0,4 - 9,7% de inibicdo). Diferentemente,
a rutina succinil apresentou alta atividade inibitoria nas trés concentracfes mais altas
(11,7; 45,8 e 97,7%). As hialuronidases do veneno séo relacionadas com a degradacéo de
componentes da matriz extracelular, principalmente o &cido hialurénico, podendo
contribuir para o dano local do envenenamento e auxiliando na propagacéo do veneno no
organismo. De fato, flavonoides como a rutina sdo conhecidos inibidores de
hialuronidases — como as encontradas nos venenos de serpentes — (168), o que esta de
acordo com os resultados observados da inibicdo da atividade de hialuronidase pela rutina
succinil. A maior eficiéncia da rutina succinil em relacdo a rutina pode ser devida tanto
as diferencas quimicas desses flavonoides quanto a melhor solubilidade da rutina succinil.

Considerando que as LAAO e hialuronidases comp&em partes minoritarias do BjV,
também foram analisadas atividades de familias de proteinas majoritarias do BjV, como
as SVSP e SVMP. Como esperado para o controle positivo, o0 AEBSF, um inibidor de
SVSP, inibiu 99,4% da atividade de SVSP, confirmando a especificidade do ensaio. A
pré-incubagdo do BjV com a rutina succinil ndo alterou a atividade de SVSP (Figura 17c),
no entanto foram observadas modestas inibigdes (0,9-23,3%) com a pré-incuba¢do com

a rutina.
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Os resultados relativos a rutina estdo de acordo com o observado anteriormente com
0 uso de concentragdes de rutina 9 vezes maiores que de BjV (66). O aumento da inibigédo
da atividade de SVSP com concentragfes maiores de rutina pode estar relacionado com
a capacidade de flavonoides agirem como inibidores reversiveis de serinaproteases, como
a trombina e enzimas tipo-trombina. J& foi demonstrado que a rutina é capaz de ligar-se
a trombina e inibir sua atividade amidolitica de forma concentra¢do-dependente (169),
como o observado no presente estudo.

As SVMP compde a familia de proteinas mais abundante no veneno de B. jararaca e
possuem diversas atividades in vitro e in vivo (170). Dentre as a¢des in vitro, inicialmente
foi analisada a atividade colagenolitica de SVMP do BjV (Figura 17d). Como ja
demonstrado anteriormente (66), a rutina ndo inibiu essa acdo do BjV, diferentemente da
o-phe que inibiu 100% da atividade colagenolitica do BjV. Foram observadas inibi¢oes
das SVMP pela rutina succinil e acido succinico de forma concentragdo dependente. A
rutina succinil apresentou 100% de inibicdo nas duas concentracdes mais altas, seguida
de inibicdo de 62, 27 e 0% nas demais concentracdes. Ja o acido succinico inibiu 100%
da atividade colagenolitica do BjV na concentracdo mais alta e inibicdo de 35% na
concentracdo seguinte. Para confirmar a acdo inibitoria das rutinas e acido succinico,

outras atividades de SVMP foram avaliadas.
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hialuronidase, (c) SVSP, (d) SVMP. Dados expressos como porcentagem de atividade
enzimatica, representativos de ensaios realizados em duplicata/triplicata.

Ao analisar a atividade proteolitica do BjV frente a outros substratos, como gelatina,
caseina e fibrinogénio bovino foi observado que o BjV foi capaz de degradar os substratos
analisados (Figuras 18-20, pocos 2), o que pode ser observado pela diminuicao de bandas
das proteinas, como bandas de 75 kDa a 250 kDa para a gelatina, banda proxima a 25
kDa para caseina (relativa a a-caseina) e banda proxima a 60 kDa para o fibrinogénio
(relativa a cadeia a do fibrinogénio). Devido a proteolise, foi possivel observar um

aumento de bandas com pesos moleculares menores que as bandas de interesse,

demonstrando assim os produtos da degradacdo dos substratos. Como esperado, a
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inibicdo das SVMP pelo Na;EDTA ou o-phe foi eficaz na diminuigdo das atividades
proteoliticas do BjV (Figura 18-20a,e), apresentando inibicdo minima de 93,4% da
atividade gelatinolitica, inibicdo total da atividade caseinolitica e 42,2% de inibicdo da
atividade fibrinogenolitica. J& a inibicdo de SVSP pelo uso de AEBSF (Figura 18-20a,€)
atenuou minimamente a protedlise dos substratos (0 a 19,8% de diminuicao).

A rutina afetou de forma modesta as atividades gelatinolitica (Figura 18a,b, pocos 3-
7), caseinolitica (Figura 19a,b, pogos 3-7) e fibrinogenolitica (Figuras 20a,b, pogos 3-7)
do veneno, apresentando inibigdo de 0 a 7,4%, 0 2 19,8 e 0 a 13,3%, respectivamente. No
entanto, a rutina succinil foi capaz de inibir de forma concentracdo-dependente a atividade
proteolitica do BjV (Figuras 18a,c, 19a,c, 20a,c, pogos 3-7), sendo que as trés
concentragcdes mais altas de rutina succinil apresentaram melhores resultados de inibicéo,
com variagdo de 45,5 a 88,7% para atividade gelatinolitica (Figuras 18a,c, pogos 3-7),
45,9 a 100% para atividade caseinolitica (Figuras 19a,c, pogos 3-7) e 32,6 a 46,8% para
atividade fibrinogenolitica (Figuras 20a,c, pocos 3-7). Assim como a rutina succinil, o
acido succinico inibiu a atividade proteolitica de maneira concentracdo dependente, com
maiores efeitos nas trés concentracdes mais altas, apresentando inibicédo de 8,7 a 61,6%
para atividade gelatinolitica (Figuras 18a,d, pocos 3-7), 38,6 a 79,1% para atividade
caseinolitica (Figuras 19a,d, pocos 3-7) e 23,7 a 61,2% para atividade fibrinogenolitica

(Figuras 20a,d, pocos 3-7).
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Figura 18: (a-d) ac¢do da rutina, rutina succinil e acido succinico em diferentes
concentragOes em relacdo a atividade gelatinolitica do BjV in vitro. (a) dados expressos
como porcentagem de atividade gelatinolitica induzida pelo BjV sozinho. (b-e) A
degradacéo da gelatina pelo BjV foi avaliada em géis de SDS-Page (10%). A gelatina foi
incubada na auséncia de BjV (pogos 1) ou com solugdes de BjV 1,0 mg/mL (pocos 2);
(b, BjV + rutina), pogos 3-7, concentracgdes de rutina 1,13 a 0,07 mM; (c, BjV + rutina
succinil), pocos 3-7, concentracdes de rutina succinil 1,13 a 0,07 mM; (d, BjV + acido
succinico), pogos 3-7, concentrac@es de rutina succinil 1,13 a 0,07 mM, (e) BjV+EDTA
(poco 3), BjVV+o-phe (poco 4) e BjV+AEBSF (pogo 5). As setas sdo referentes as bandas
de interesse de 75 kDa a 250 kDa, relativas a gelatina.
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como porcentagem de atividade caseinolitica induzida pelo BjV sozinho. (b-e) A
degradacéo da gelatina pelo BjV foi avaliada em géis de SDS-Page (15%). A gelatina foi
incubada na auséncia de BjV (pocos 1) ou com solucdes de BjV 1,0 mg/mL (pocos 2);
(b, BjV + rutina), pogos 3-7, concentracdes de rutina 1,13 a 0,07 mM; (c, BjV + rutina
succinil), pocos 3-7, concentracfes de rutina succinil 1,13 a 0,07 mM; (d, BjV + acido
succinico), pogos 3-7, concentracdes de rutina succinil 1,13 a 0,07 mM, (e) BjV+EDTA
(poco 3), BjV+o-phe (poco 4) e BjV+AEBSF (pogo 5). As setas sdo referentes as bandas
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Figura 20: (a-d) acdo da rutina, rutina succinil e acido succinico em diferentes
concentragfes em relacdo a atividade fibrinogenolitica do BjV in vitro. (a) dados
expressos como porcentagem de atividade fibrinogenolitica induzida pelo BjV sozinho.
(b-e) A degradacdo da gelatina pelo BjV foi avaliada em géis de SDS-Page (10%). A
gelatina foi incubada na auséncia de BjV (pocos 1) ou com solucdes de BjV 1,0 mg/mL
(pocos 2); (b, BjV + rutina), pogos 3-7, concentragdes de rutina 1,13 a 0,07 mM; (c, BjV
+ rutina succinil), pogos 3-7, concentrac¢des de rutina succinil 1,13 a 0,07 mM; (d, BjV
+ acido succinico), pogos 3-7, concentracdes de rutina succinil 1,13 a 0,07 mM, (e)
BjV+EDTA (pogo 3) e BjV+AEBSF (pogo 4). As setas séo referentes as bandas de
interesse proximas a 60 kDa, relativas a cadeia o do fibrinogénio).
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A rutina succinil e &cido succinico também demonstraram ac¢do inibitéria em relagéo
a protedlise de fibrinogénio pela jararagina e de gelatina pela colagenase de Clostridium
histolyticum, o que pode indicar que sua atividade se estende a agentes de diversas fonte
e toxinas isoladas.

E importante ressaltar que a ago inibitoria da rutina succinil e 4cido succinico foi
visualizada tanto pela diminuigdo da degradacdo das bandas de interesse das proteinas,
quanto pela diminuigéo dos produtos de degradacéo das mesmas.

Esses resultados indicam que a rutina succinil e acido succinico séo capazes de inibir
diretamente importantes atividades das SVMP do veneno e que a a¢do inibitoria da rutina
succinil em relagdo as atividades proteoliticas do BjV pode estar diretamente relacionada
aos succinatos em sua estrutura. Ademais, a degradacao de componentes proteicos € uma
acdo importante das SVMP, especialmente quando relacionada a hidrélise de
componentes da membrana basal de vasos sanguineos capilares, passo fundamental para
o desenvolvimento da hemorragia induzida pelo veneno in vivo (171, 172).

Sabe que além da atividade proteolitica, as SVMP apresentam outras acdes in vitro,
como atividade coagulante pela ativacdo de fatores da coagulacdo, como protrombina e
fator X (57, 173). No presente estudo foi observado que a rutina interfere minimamente
nessas atividades de SVMP (Figura 21), apresentando o maximo de 9% de inibicdo. Ja a
pré-incubacdo do veneno com rutina succinil e acido succinico inibiram de maneira
concentracdo-dependente a atividade de ativador de protrombina. As trés concentragdes
mais altas de rutina succinil e as duas concentragdes mais altas de &cido succinico foram

capazes de inibir em média 98-99% dessa atividade de SVMP.
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Figura 21: acdo da rutina, rutina succinil e &cido succinico em diferentes concentragdes
em relacgdo a atividade de ativador de protrombina do BjV in vitro. Dados expressos como
porcentagem de atividade, representativos de ensaios realizados em triplicata.

Vistas as diferentes inibices diretas da rutina, rutina succinil e &cido succinico em
relagdo ao veneno, foi avaliada mais uma importante acdo do BjV, a atividade coagulante
em fibrinogénio bovino (Figura 22a) e em plasma de camundongos (Figura 22b). A rutina
inibiu minimamente a atividade coagulante do BjV no fibrinogénio bovino (maximo de
5,1% de inibicdo) e o acido succinico inibiu modestamente a atividade coagulante
(méximo de 21%). No entanto, a rutina succinil demonstrou atividade inibitoria
concentracdo-dependente, de 11,3 a 56,3% de inibicdo, sendo que a maior concentragdo
de rutina succinil foi capaz de inibir completamente a coagulacgéo do fibrinogénio (acima
de 300 s). A inibicdo de SVMP pelo o-phe ndo alterou significativamente a atividade
coagulante do BjV no fibrinogénio, j& a inibicdo de SVSP pelo AEBSF inibiu totalmente
essa atividade.

Sabe-se que SVSP agem como enzimas trombina-simile e sdo capazes de induzir a
coagulacao tanto in vitro quanto in vivo (57, 63, 142, 145), e ja foram apontadas como
importantes toxinas para o desenvolvimento da coagulopatia por consumo induzida pelo
envenenamento (174, 175). Ademais, ja foi demonstrado que os flavonoides, como as
quercetinas e derivados glicosilados, como a rutina e analogos, sédo capazes de inibir

serinaproteases, como a trombina humana e possivelmente, enzimas trombina-simile
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(169, 176, 177). Visto que a inibicdo de serinaproteases ocorre pela ligacdo dos
flavonoides e que as diferentes estruturas quimicas dos flavonoides podem influenciar
essa ligacdo (169), é possivel que a succinilagdo da rutina possa favorecer a inibi¢do de
trombina-similes do BjV.

Assim como observado em relacéo ao fibrinogénio, a atividade coagulante do veneno
em plasma ndo foi alterada pela rutina (maximo de inibi¢do de 2,1%) e modestamente
alterada pelo acido succinico (maximo de 17,26%). J& a rutina succinil apresentou
inibicdo total quando usada nas duas concentracbes mais altas, seguido por inibices

parciais de 71,3% e 30,0% nas concentracfes de 2,95 e 1,47 mM.
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Figura 22: acdo da rutina, rutina succinil e acido succinico em diferentes concentragdes
em relacdo atividade coagulante in vitro do BjV (a) em fibrinogénio bovino e (b) em
plasma de camundongos. Dados expressos como atividade coagulante em segundos para
a coagulacdo do fibrinogénio e plasma ap6s a adicdo do BjV (0,25 mg/mL),
representativos de ensaios realizados em triplicata.



73

Foi observado que ao utilizar a concentragdo de BjV equivalente a uma dose minima
coagulante (0,25 mg/mL) (66), as inibicdes de SVMP pelo o-phe ou inibi¢des de SVSP
pelo AEBSF alteraram somente de forma parcial a atividade coagulante do BjV no
plasma, com 16,6% e 9,4% de inibic&o, respectivamente. Desse modo, o ensaio de DMC
foi realizado (Tabela 1) a fim de compreender mais especificamente a participacdo das
SVMP e SVSP em relagdo a atividade coagulante do BjV em plasma de camundongos.
Os resultados do ensaio de DMC demonstram que tanto as inibi¢des de SVMP quanto de
SVSP aumentam a dose minima do veneno necessaria para coagular o plasma, portanto,
as duas familias de proteinas sdo responsaveis pela atividade coagulante do veneno, como
ja demonstrado em estudos anteriores (63, 66, 145). Ademais, é possivel observar que a
inibicdo conjunta de fator X (pela rivaroxabana) e protrombina (pela dabigatrana)
apresentou atividade relativa similar a inibicdo de SVMP pela o-phe, o que confirma que
a atividade pré-coagulante das SVMP do BjV é devida a acdo de ativadores de FX e

protrombina presentes no veneno (142, 148).

Tabela 1: dose minima coagulante e atividade coagulante relativa do veneno de

Bothrops jararaca em plasma de camundongo

BjV 301.17 100.00
BjV+AEBSF 471.73 63.84
BjV+rivaroxabana 362.53 83.07
BjV+dabigatrana 373.00 80.74
BjV+rivaroxabana+dabigatrana 424.01 71.03
BjV+etanol 244.56 100.00
BjV+o-phe 348.84 70.11
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Desse modo, os resultados indicam que as inibi¢cdes de SVMP e SVSP separadamente
somente inibem parcialmente a atividade pré-coagulante do BjV em plasma de
camundongo e que a rutina succinil é capaz de inibir completamente a atividade
coagulante do veneno no plasma. Esses resultados vao de acordo com as alteracGes diretas
na coagulacdo induzidas pela rutina succinil observadas no presente trabalho,
evidenciando uma acgdo anticoagulante da rutina succinil.

A rutina somente inibiu minimamente as atividades de SVMP, diferentemente da
rutina succinil e &cido succinico que inibiram diretamente importantes atividades in vitro
de SVMP do BjV.

Visto o potencial in vivo da rutina em relacdo as alteragdes deletérias induzidas pelo
envenenamento (66) e as acOes inibitdrias das atividades do veneno in vitro pela rutina
succinil, foram realizados experimentos in vivo a fim de averiguar a acdo das rutinas em
diferentes modelos experimentais de envenenamento. No entanto, é necessario enfatizar
que apesar da rutina e rutina succinil apresentaram diversos potenciais inibitorios em
relacdo ao BjV de forma concentracdo-dependente in vitro, € preciso considerar que para
0s experimentos in vivo foram utilizadas concentracdes das rutinas 9 vezes maiores que
as de BjV. Desse modo, a pré-incubacao do veneno com a rutina ndo promove alteracdes
diretas as toxinas do BjV e a pré-incubacdo com a rutina succinil inibe parcialmente a
atividade coagulante do BjV, assim como atividades associadas as SVMP, como
colagenolitica, gelatinolitica, caseinolitica, fibrinogenolitica e de ativador de

protrombina.

3.4 A rutina e a rutina succinil neutralizam as atividades téxicas do BjV in vivo

O modelo experimental de envenenamento pela via intraperitoneal permite a

avaliacdo da toxicidade sistémica do envenenamento, assim como a averiguagdo de sua
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neutralizacédo in vivo. A utilizacdo de um modelo de envenenamento moderado (2 DLso)
teve como objetivo possibilitar a avaliacdo dos pardmetros hemostéticos de todos os
animais. J& o modelo de envenenamento grave (3 DLso) permitiu a averiguacdo da
influéncia das agdes sistémicas do veneno na sobrevivéncia dos animais, além das
alteracbes hemostaticas. Tanto a rutina quanto a rutina succinil foram avaliadas em
relagdo ao seu potencial de neutralizagdo dos efeitos do BjV nos dois modelos de

envenenamento.

3.4.1. Envenenamento moderado

A utilizagdo de uma dose-desafio de 2 DLso de BjV ndo induziu mortalidade,
permitindo que fosse possivel observar os efeitos do envenenamento em todos os animais
apos 48 h da administracdo do veneno

Os animais envenenados ndao demonstraram alteracdes na contagem de leucdcitos
circulantes (Figura 23a) comparado ao controle salina (p= 0,130), porém os grupos BjV
+ rutina succinil e BjV + o-phe apresentaram diminuicao de leucdcitos quando comparado
ao grupo BjV (p< 0,050). O BjV induziu alteracdes hematoldgicas caracteristicas do
envenenamento botropico, como a queda de valores eritrocitarios tanto no grupo BjV
quanto no grupo BjV + rutina, com diminuicdo de 44 - 58% da contagem de eritrocitos
(Figura 23b), hemoglobina (Figura 23c) e hematdcrito (Figura 23d) comparado ao
controle salina (p< 0,001 para BjV + rutina) em 48 h. Ja os grupos BjV + rutina succinil
e BjV + o-phe reverteram as acles deletérias do veneno e apresentaram resultados

similares ao controle (p= 1,000) e diferentes do grupo BjV (p< 0,001).
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Figura 23: contagem de leucdcitos (a), eritrocitos (b), hemoglobina (c), hematdcrito (d)
em camundongos 48 h apds a administracdo de salina, BjV, BjV + rutina, BjV + rutina
succinil ou BjV + o-phe (dose-desafio: 2 DLsg). Foi utilizado o teste de ANOVA de uma
via, seguido por teste post-hoc Bonferroni; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado
ao grupo controle salina; * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao grupo BjV. Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 3-6/grupo).

O envenenamento também foi capaz de induzir outros distdrbios hemostaticos
importantes in vivo, como a plaquetopenia e a hipofibrinogenemia. Ao serem comparados
ao controle salina, os grupos BjV, BjV + rutina e BjV + 0-phe apresentaram diminui¢do
de 53-86% da contagem plaquetaria (p< 0,001, Figura 24a) e aumento de 16-33% do
volume plaquetario médio (VPM, p< 0,05 para os grupos BjV + rutina e BjV + 0-phe,
Figura 24b).

Os grupos BjV e BjV + o-phe demonstraram a queda mais acentuada dos niveis de

fibrinogénio plasmatico (Figura 24c) comparados ao controle salina (diminui¢do de 51-
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56%, p< 0.050). Ja o grupo BjV + rutina apresentou diminuicdo de 29-33%, ndo diferindo
do controle salina (p=0,201).

Assim como observado para os valores eritrocitarios, o grupo BjV + rutina succinil
foi capaz de reverter as alteraces na contagem plaquetéria, volume medio plaquetério e
fibrinogénio e ndo apresentou diferencas significativas em relacdo ao controle salina (p=
1,000). No entanto, o grupo BjV + rutina succinil demonstrou diferengas quando

comparado ao grupo BjV na contagem plaquetaria (p< 0,050) e fibrinogénio (p< 0,001).
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Figura 24: contagem de plaquetas (a), volume plaquetario médio (b), fibrinogénio
plasmatico (c) em camundongos 48 h apds a administracdo de salina, BjV, BjV + rutina,
BjV + rutina succinil ou BjV + o-phe (dose-desafio: 2DLso). Foi utilizado o teste de
ANOVA de uma via, seguido por teste post-hoc Bonferroni; # p< 0,05 e ## p< 0,001
guando comparado ao grupo controle salina; * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado
ao grupo BjV. Dados expressos como média £ e.p.m. (n= 3-6/grupo).
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Além das alteracfes hematoldgicas e sistémicas induzidas pelo envenenamento,
também foi possivel observar nos grupos BjV e BjV + rutina o desenvolvimento de
hemorragia na parede abdominal de todos os animais. Ja a rutina succinil e a o-phe foram
capazes de inibir completamente esse efeito e desse modo, os animais dos grupos BjV +

rutina succinil e BjV + 0-phe ndo apresentaram hemorragia

3.4.2. Envenenamento grave

O envenenamento grave foi analisado com uso de modelo experimental utilizando
uma dose-desafio letal de 3 DLso, que possibilita a anélise de sobrevivéncia dos animais
durante 48 h, assim como o potencial de neutralizac&o da atividade letal do veneno pelo
soro antibotrépico ou outros compostos, como a rutina e rutina succinil. Durante 48 h
apos a administracdo das solugdes, todos os animais dos grupos controle salina, BjV +
rutina, BjV + rutina succinil, BjV + &cido succinico e BjV + o-phe sobreviveram. No
entanto, em relacdo aos animais injetados com BjV, 3 animais morreram apos 4 h (50%
de sobrevivéncia) e 1 animal morreu apo6s 24 h (33,3% de sobrevivéncia). Ja os animais
do grupo BjV + bacitracina apresentaram somente 16,7% de sobrevivéncia, sendo que 1
animal morreu apds 1 h, 2 animais morreram apos 2 h, 1 animal morreu apds 3h e 1 animal
morreu apos 5 h. As curvas de sobrevivéncia (Figura 25) apresentaram diferenca
estatistica significativa entre si (p< 0,001).

Os resultados indicam que a rutina e rutina succinil, assim como o acido succinico e
a 0-phe (pela inibicdo de SVMP) foram capazes de inibir a atividade toxica do veneno,
preservando a sobrevivéncia dos animais no modelo de envenenamento sistémico grave.
Ademais, a inibicdo de tiol isomerases pela bacitracina reduziu a sobrevivéncia dos
animais, indicando um papel protetor dessas enzimas no organismo no envenenamento

grave.
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Figura 25: curvas de sobrevivéncia de camundongos durante 48 h apds a administracao
de salina, BjV, BjV + rutina, BjV + rutina succinil, BjV + &cido succinico, BjV + o-phe
e BjV + bacitracina (dose-desafio: 3 DLso). Foi utilizado o teste de log-rank e as curvas
de sobrevivéncia apresentaram diferenca significativa (p= 0,005). Dados expressos como
porcentagem de sobrevivéncia. (n= 3-6/grupo).

Apdbs 48 h da administracdo do veneno, os parametros hematoldgicos dos animais
sobreviventes foram analisados. A contagem de leucdcitos (Figura 26a) ndo demonstrou
alteracdo entre os grupos comparados ao controle salina (p> 0,129), no entanto os
parametros eritrocitarios (Figura 26b-d) mostraram um padrao similar ao observado no
envenenamento moderado (2 DLsg). O grupos BjV e BjV + rutina apresentaram
diminuicdo de 49-61% da contagem de eritrécitos (Figura 26b), 45-59% de hemoglobina
(Figura 26b) e 47-60% de hematocrito (Figura 26¢) quando comparados ao controle salina
(p< 0,001). A incubacédo da rutina succinil ou acido succinico com o BjV causou uma
reversdo completa das alteracbes eritrocitarias, de modo que os grupos BjV + rutina
succinil e BjV + &cido succinico ndo apresentaram diferencas em relagdo ao controle
salina (p=1,000), mas sim em relacao ao grupo BjV (p< 0,001 para o grupo BjV + rutina
succinil e p< 0,050 para o grupo BjV + acido succinico). Diferentemente do observado
no envenenamento moderado, o grupo BjV + o-phe apresentou diminuicdo de 43-45%

desses valores (p< 0,001 comparado ao controle salina), como também observado para 0s

animais do grupo BjV + bacitracina (31-37% de reducéo). Ademais, ao realizar a analise
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de eritrocitos em esfregagcos sanguineos foi observado que os eritrocitos dos animais
envenenados apresentam alteracBes morfoldgicas, como anisocitose, policromasia e
presenca de esquizocitos, dacriocitos e acantocitos. Esses resultados indicam que a
inibicdo de SVMP, assim como a agdo da rutina e inibicdo de tiol isomerases ndo sao
capazes de impedir a queda de eritrocitos induzida pelo envenenamento sistémico grave.
No entanto, a rutina succinil preveniu essa queda, assim como o acido succinico, podendo
indicar a efetividade de ac&o direta dos succinatos da rutina succinil nos componentes do

BjV que induzem esse efeito.
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Figura 26: contagem de leucocitos (a), eritrécitos (b), hemoglobina (c), hematdcrito (d)
em camundongos 48 h apds a administragdo de salina, BjV, BjV + rutina, BjV + rutina
succinil, BjV + acido succinico ou BjV + 0-phe (dose-desafio: 3 DLso). Foi utilizado o
teste de ANOVA de uma via, seguido por teste post-hoc Bonferroni; # p< 0,05 e ## p<
0,001 quando comparado ao grupo controle salina; * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando
comparado ao grupo BjV. Dados expressos como média + e.p.m. (n= 3-6/grupo).
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O modelo de envenenamento grave induziu uma plaquetopenia acentuada em todos
0S grupos que receberam BjV, sendo que quando comparado ao controle salina, houve
queda moderada de 42% na contagem plaquetaria no grupo BjV + rutina succinil (p<
0,001, Figura 27a), seguida por uma diminuigao intensa de 74-75% nos grupos BjV e BjV
+ rutina (p< 0,001) e a diminui¢do mais expressiva de 90-92% nos grupos BjV + &cido
succinico e BjV + o-phe (p< 0,001). Esses resultados foram acompanhados de um
aumento de 26-50% do volume plaquetario médio nos grupos BjV + rutina (p< 0,050,
Figura 27b), BjV + &cido succinico e BjV + o-phe (p< 0,001).

Jé& os niveis plasmaticos de fibrinogénio nos grupos envenenados apresentaram uma
queda 38-60% em relacdo ao controle salina (p< 0,050 para grupo BjV e p< 0,001 para
0s outros grupos, Figura 27¢). Ademais, é possivel observar que a hipofibrinogenemia do
grupo BjV + rutina foi similar nos envenenamentos moderado e grave, ao contrario do
grupo BjV + rutina succinil que apresentou hipofibrinogenemia mais leve no

envenenamento moderado.
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Figura 27: contagem de plaquetas (a), volume plaquetario médio (b), fibrinogénio
plasmatico (c) em camundongos 48 h ap6s a administracdo de salina, BjV, BjV + rutina,
BjV + rutina succinil, BjV + acido succinico e BjV + o-phe (dose-desafio: 3 DLsp). Foi
utilizado o teste de ANOVA de uma via, seguido por teste post-hoc Bonferroni; # p< 0,05
e ## p< 0,001 gquando comparado ao grupo controle salina; * p< 0,05 e ** p< 0,001
quando comparado ao grupo BjV. Dados expressos como média + e.p.m. (n= 3-6/grupo).

Assim como no envenenamento moderado, foi observado que o envenenamento grave
possui acdo hemorragica na parede abdominal e no diafragma dos animais (Tabela 2).
Somente os animais dos grupos controle salina, BjV + rutina succinil, BjV + &cido
succinico e BjV + o-phe ndo apresentaram hemorragia nos locais analisados e de forma

interessante, os animais do grupo BjV + rutina também ndo apresentaram diafragmas

hemorragicos.
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Tabela 2: Hemorragia abdominal e no diafragma de camundongos em modelo grave

de envenenamento

Grupo Hemorragia Hemorragia -
abdominal diafragma

Controle salina Ausente Ausente
BjV Presente Presente
BjV + rutina Presente Ausente
BjV + rutina succinil Ausente Ausente
B) V,+ .aCIdO Ausente Ausente
succinico

BjV + o-phe Ausente Ausente
BjV + bacitracina Presente Presente

Desse modo, os resultados dos experimentos dos envenenamentos in vivo moderado
e grave demonstraram que o BjV é capaz de induzir alteracBes hematoldgicas e
hemostaticas sistémicas, podendo ocasionar a morte dos animais. A inibi¢cdo de SVMP
(pela-o-phe) e o uso de acido succinico impediram a agdo hemorragica e letal do veneno,
no entanto ndo mostraram induzir diferencas expressivas em outros parametros. Ja rutina
foi capaz de induzir uma melhora parcial dos niveis de fibrinogénio, enquanto que a rutina
succinil induziu melhora em pardmetros hematoldgicos, hemostaticos e impediu
completamente a agdo hemorragica do veneno. Esses resultados evidenciam que a acdo
da rutina succinil no envenenamento ndo se limita a agdo de seus succinatos e de sua
atividade inibitéria de SVMP. Ademais, a rutina e rutina succinil aumentaram a
sobrevivéncia dos animais envenenados, mostrando seu potencial de neutralizagdo das
acOes toxicas do veneno, impedindo a letalidade do envenenamento.

A classificacdo de envenenamentos por serpentes Bothrops — leve, moderado e grave
— € uma ferramenta importante para o tratamento dos pacientes envenenados e para a
administracdo do soro antibotropico (61). O envenenamento por B. jararaca induz

alteracbes sisttmicas, como plaquetopenia, diminuicdo de eritrocitos e
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hipofibrinogenemia tanto em modelos animais (63, 66) quanto pacientes picados (59,
178), como observado no presente estudo. Assim, a analise dos distdrbios hemostaticos,
como a incoagulabilidade sanguinea — marcada pela diminuicdo de fibrinogénio
plasmético — e alteragdes hematoldgicas sdo parametros relevantes para a avaliacdo do
envenenamento sistémico (178).

A diminuicdo em pardmetros eritrocitarios no envenenamento botropico j& foi
relacionada com a ocorréncia de sangramentos locais e sisttmicos ou com o quadro de
anemia microangiopatica em modelos animais (65, 66) e em pacientes (178).
Congruentemente, nossos resultados demonstraram que essa diminuicdo foi observada
em animais que apresentaram alteragdes morfoldgicas de eritrcitos, que ja foram
relacionadas com a ocorréncia de hemolise intravascular no envenenamento (65) e
também em animais com hemorragia abdominal, indicando a relagdo de sangramentos e
queda de parametros eritrocitarios.

A plaguetopenia no envenenamento por B. jararaca ainda nao possui mecanismos
completamente elucidados, porém sua causa principal ndo esta relacionada com a acéo de
SVMP, SVSP e lesdo hemorragica local (63). No entanto, em pacientes é possivel
observar que envenenamentos graves induzem uma plaquetopenia mais acentuada (178),
como também demonstrado em nossos resultados. Ja a incoagulabilidade sanguinea ja foi
atribuida a acdo de SVMP e SVSP (66, 142, 145) e quando associada ao quadro de
plaguetopenia, pode aumentar a propensdo ao desenvolvimento de sangramentos
sistémicos.

Estudos ja demonstraram a relevancia da acdo das SVMP em modelos de
envenenamentos sistémicos por Bothrops asper e que o uso de inibidores de SVMP
induzem uma inibicdo significativa da atividade coagulante do veneno in vitro e das ac0es

desfibrinogenante e hemorragica in vivo (179). No entanto, foi observado que o uso desses
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inibidores somente reduz parcialmente o aumento de permeabilidade vascular e a
mortalidade de animais induzidas pelo envenenamento (179, 180). Em relacdo aos
venenos de serpentes da familia Viperidae, a letalidade do envenenamento ja foi
relacionada com a trombose intravascular fulminante por venenos pro-coagulantes e ao
extravasamento de sangue levando a colapso cardiovascular por venenos hemorragicos
(181). Estudos sugerem que a letalidade dos venenos botrépicos tem natureza
multifatorial (182) e que a mortalidade induzida pelo veneno pode ser devida ndo somente
a acdo das SVMP, porém também ao aumento de inflamacéo e permeabilidade vascular
(180). Nossos resultados demonstram que a inibicdo de SVMP do veneno de B. jararaca
(pela rutina succinil, &cido succinico e o-phe) foi eficaz para impedir a hemorragia e a
letalidade induzidas pelo veneno. No entanto, as a¢des da rutina succinil demonstraram
ser mais amplas e ndo devidas somente a sua capacidade inibitéria das SVMP.

Ja foi demonstrado que o uso de compostos ou extratos de plantas — incluindo
flavonoides — inibe total ou parcialmente a acdo hemorragica ou letal do BjV (183-186),
no entanto ainda ndo estdo elucidados os componentes responsaveis por essa acao
a acdo letal do BjV e modularam os distarbios hemostaticos induzidos pelo BjV, é
possivel que essa acdo inibitdria seja devida a uma acdo direta no organismo, ao
impedirem as consequéncias danosas do envenenamento. Visto que a inibicdo de tiol
isomerases nao foi eficaz na protecdo contra 0 envenenamento, é possivel que outras
acles das rutinas estejam envolvidas, além da sua atividade como inibidoras da PDI,
como a atividade anti-inflamatoria, antioxidante e moduladora do ténus vascular e da
permeabilidade vascular (107-109, 120-126).

O presente estudo demonstra que a rutina e rutina succinil apresentam diferentes

acOes diretas em relacdo as proteinas do BjV. A pré-incubacdo da rutina com o veneno
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ndo demonstrou ac¢des inibitdrias significativas em relagdo as atividades do veneno in
vitro, no entanto, a pré-incubagdo do veneno com a rutina succinil inibiu as atividades
parcialmente as alteragdes nos parametros hemostaticos induzidas pelo veneno e inibiu
completamente a acdo hemorragica do veneno. Desse modo, é possivel observar que a
rutina succinil é capaz de inibir diretamente atividades do BjV relacionadas as SVMP in
vitro e in vivo. Ademais, 0 uso de rutina ou rutina succinil demonstrou agdo importante
in vivo por proteger os animais das atividades toxicas do veneno, aumentando sua
sobrevivéncia. No entanto, € preciso considerar que 0 envenenamento por B. jararaca
induz alteragdes locais e sistémicas e, desse modo, fez-se também importante a
investigacdo das potenciais acdes das rutinas em outros modelos experimentais que
induzem a ativacdo da coagulacéo e inflamacgdo, como a endotoxemia, e assim entender

0s modos de acdo das rutinas.
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4. CAPITULO 2: NOVOS MECANISMOS DE INTERACAO DA
HEMOSTASIA-INFLAMACAO NO ENVENANAMENTO PELA SERPENTE

Bothrops jararaca

Apos a verificagdo do potencial neutralizante das rutinas em relacédo ao BjV, foram
avaliados parametros da hemostasia e inflamagao no envenenamento por via subcutanea.
O envenenamento experimental por via subcutanea com uso de dose sub-letal de veneno
de B. jararaca mimetiza o observado em pacientes humanos, sendo observados tanto
efeitos locais quanto sistémicos, dentre eles plaquetopenia, hipofibrinogenemia e leséo
local hemorragica (66, 98). Visto que a cinética dos efeitos fisiopatoldgicos do
envenenamento altera-se ao longo do tempo, mostrou-se importante a analise de tempos
representativos da fase aguda do envenenamento para possibilitar a analise em um tempo
em que houvesse 0 pico de ativacdo da coagulacdo (3 h) e um tempo no qual tanto as
alteracdes hemostaticas quanto inflamatorias pudessem ser analisadas (6 h) (66, 74). Para
compreender a participacdo do TF no envenenamento, a atividade de TF foi analisada em
3 h e as consequéncias de sua inibicdo na circulacdo sanguinea (pelo uso do anticorpo
anti-TF 1H1) foram analisadas em 6 h. Para aprofundar o conhecimento sobre os
mecanismos de acdo do veneno de B. jararaca, foram utilizados modelos de inibicdo das
duas familias de proteinas majoritarias do BjV, sendo elas as SVMP e as SVSP. Ja os
mecanismos de a¢do das rutinas foram explorados utilizando modelos de pré-incubagéo
com o0 veneno e injecdo local, ou modelos que mimetizam 0 uso das mesmas como

tratamentos, com administragao por via intravenosa.
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A fim de compreender melhor os mecanismos do envenenamento, foi utilizado o
modelo de endotoxemia, que é um modelo experimental que envolve altera¢Ges tanto na
coagulacdo quanto inflamacao que se relacionam com o TF. Essas alteracbes podem ser
observadas em diversos niveis e, desse modo, foram analisados parametros
hematoldgicos, hemostaticos plasmaticos e inflamatdrios. A expressdo génica hepética
também foi avaliada visto que o figado é um drgdo fundamental para a producdo de
proteinas que possuem participa¢fes importantes na hemostasia e inflamagdo, assim
como seus fatores de transcricdo. Ademais, visto que tanto o envenenamento quanto a
sepse carecem de melhorias em sua terapéutica, foram avaliadas as a¢des da rutina e rutina

succinil quando administradas como tratamentos apds o envenenamento ou endotoxemia.
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4.1.MATERIAIS E METODOS

4.1.1. Animais
Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos (30-35 g) obtidos do Biotério
Central do Instituto Butantan. Os procedimentos experimentais com esses animais foram
aprovados pelos Comités de Etica para Uso de Animais do Instituto Butantan (protocolo
n°. 4491070319, aprovado em 20 de marco de 2019) e da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo (protocolo n°. 1334/2019, aprovado em 26 de junho de 2019).

4.1.2. Veneno de B. jararaca

Foi utilizado um pool de veneno liofilizado de individuos adultos de B. jararaca
obtido do Laboratério de Herpetologia do Instituto Butantan (autorizagdo: Sistema
Nacional de Gest&o do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado,

SisGen AF375C2), mantido na temperatura de -20°C.

413. LPS

Para 0 modelo de endotoxemia, foi utilizado LPS de Escherichia coli (0111:B4,

Sigma).

4.1.4. Rutina e rutina succinil

A rutina foi obtida da Sigma (EUA, cddigo R5143) e a rutina succinil foi sintetizada

como descrito acima no capitulo 1.
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4.15. Envenenamento e endotoxemia in vivo

4.1.5.1. Solugdes de veneno de B. jararaca, LPS, rutinas e inibidores

O BjV foi diluido em salina estéril no momento do uso na concentracéo de 0,4 mg/mL.
O veneno foi injetado nos animais na dose de 1,6 mg/kg p.v., que se mostrou capaz de
causar plaquetopenia e hipofibrinogenemia em camundongos (66) semelhantes aquelas
descritas para ratos (34, 115) e seres humanos (116). A rutina foi diluida em um volume
de propilenoglicol + um volume de salina estéril (117) e a rutina succinil foi diluida
somente em salina, ambas na concentracdo de 3,6 mg/mL. A dose empregada das rutinas
foi de 14,4 mg/kg p.v., baseada em resultados anteriores que demonstraram a efetividade
da rutina em modular pard@metros hemostaticos (66).

As solucdes de BjV + rutina e BjV + rutina succinil foram preparadas adicionando
um volume de BjV (0,4 mg/mL) + um volume de rutina ou rutina succinil (3,6 mg/mL),
resultando em concentrac@es finais de BjV 0,2 mg/mL e rutina 1,8 mg/mL. Todas as
solucdes utilizadas para a injecdo nos animais foram pré-incubadas por 30 min a 37°C.

Para a verificacdo da participacdo das SVMP e SVSP no envenenamento, o BjV
(concentracéo final de 0,2 mg/mL) foi pré-incubado com o-phe, um inibidor de SVMP
(concentracéo final 13 mM) ou AEBSF, um inibidor de SVSP (concentracgdo final 8 mM)
ou com a combinacdo dos dois inibidores o-phe + AEBSF nas mesmas concentracdes
descritas anteriormente. As incubacdes foram conduzidas por 1 h a 37°C (63).

A participacdo do TF no envenenamento foi validada com o uso de anticorpo
monoclonal especifico que inibe o TF. Para isso, foi utilizado o anticorpo anti-TF 1H1
(produzido em rato) (187), doado pelo Dr. Nigel Mackman, e como controle foi utilizado

anticorpo 1gG de rato ndo imunizado. Foi utilizada a dose de 20 mg/kg p.v. por via
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intraperitoneal, ja que essa concentracdo de anticorpo 1H1 é suficiente para inibir a
formagéo do complexo TF-FVIla in vivo (188, 189).

Visto que a endotoxemia € um modelo experimental que induz distdrbios de
inflamacéo e hemostasia mediados por TF, mostrou-se importante a verificacdo das acoes
das rutinas nesse contexto. Para isso o LPS foi diluido em NaCl 0,9% estéril na
concentracdo de 1,875 mg/mL e foi utilizada a dose de 7,5 mg/kg p.v., baseado em

estudos anteriores (7, 35).

4.1.5.2. Grupos e procedimentos experimentais
Os camundongos (30-35 g) foram aleatoriamente alocados nos grupos experimentais
descritos a seguir (n=3-9 animais/grupo). Os grupos e procedimentos experimentais estdo
demonstrados nas Figuras 28-32. Os animais receberam por via subcuténea (s.c.) na

regido dorsal ou por via intravenosa (i.v.):

1- Controle salina (controle negativo): 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de salina e ap6s 10
min, 4,0 mL/kg p.v., via i.v., de salina;

2- Controle rutina: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solu¢édo de rutina e apdés 10 min, 4,0
mL/kg p.v., via i.v., de salina;

3- Controle rutina succinil: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucdo de rutina succinil e
apos 10 min, 4,0 mL/kg p.v., via i.v., de salina;

4- BjV (controle positivo): 4,0 mL/kg p.v., vias.c., de solucéo de BjV e ap6s 10 min,
4,0 mL/kg p.v., viai.v., de salina;

5- IgG—BjV: 14,0 mL/kg p.v., via i.p., de anticorpo controle IgG de rato e apds 30

min, 4,0 mL/kg p.v., vias.c., de BjV;
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6- 1H1—BjV: 14,0 mL/kg p.v., via i.p., de anticorpo anti-TF 1H1 e ap6s 30 min, 4,0
mL/kg p.v., via s.c., de BjV;

7- BjV +rutina: 8,0 mL/kg p.v., vias.c., de solucéo de BjV + rutina (concomitante);

8- BjV + rutina succinil: 8,0 mL/kg p.v., via s.c., de solugcdo de BjV + rutina succinil
(concomitante);

9- BjV—rutina: 4,0 mL/kg p.v., vias.c., de solucdo de BjV e ap6s 10 min, 4,0 mL/kg
p.v., viai.v., de rutina;

10- BjV—rutina succinil: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucdo de BjV e apds 10 min,
4,0 mL/kg p.v., via i.v., de rutina succinil;

11- BjV + o-phe: 8,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucdo de BjV + o0-phe (concomitante);

12-BjV + AEBSF: 8,0 mL/kg p.v., via s.c., de solugdo de BjV + AEBSF
(concomitante);

13-BjV + o0-phe+AEBSF: 8,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucdo de BjV + o-phe +
AEBSF (concomitante).

14- LPS (controle positivo): 4,0 mL/kg p.v., via i.p., de solucdo de LPS e ap6s 10 min,
4,0 mL/kg p.v., via i.v., de salina;

15- LPS—rutina: 4,0 mL/kg p.v., viai.p., de solucdo de LPS e ap6s 10 min, 4,0 mL/kg
p.v., via i.v., de rutina;

16- LPS—rutina succinil: 4,0 mL/kg p.v., via i.p., de solucdo de LPS e apds 10 min,

4,0 mL/kg p.v., via i.v., de rutina succinil;

No momento de coleta de amostras (3 h ou 6 h, tempos condizentes com a fase aguda
do envenenamento), os animais foram anestesiados e a eutanasia confirmada como

descrito acima para 0 envenenamento in vivo (capitulo 1).



93

Procedimentos experimentais — participagcao do TF no envenenamento

-30 min Oh 3h 6h
1- Controle salina p Salina  apgise de hemorragia local; coleta de sangue

(s.c.)

2- BjV > gjx Anélise de hemorragia local; coleta de sangue
: 1gG controle BjvV Andlise de hemorragia local;
- N e ;
3-19G —BjV (ip) T e coleta de sangue
1H1 BjV Analise de hemorragia local;
{ip.) (s.c.) coleta de sangue

Figura 28: Representacdo esquematica dos grupos experimentais injetados com salina,
veneno, anticorpo IgG controle ou anticorpo inibidor de TF 1H1, tempo de analise e
coleta de amostras.

Procedimentos experimentais - controles

Oh 10 min 6h
> Grupos: controles %

Salina Salina Analise de hemorragia local; coleta de sangue
(s.c.) (i)

Salina Rutina Analise de hemorragia local; coleta de sangue
(s.c.) (iv.)

Salina Rutl_na_ Analise de hemorragia local; coleta de sangue

succinil

(sc) (iv.)

¥ Grupo: controle positivo

BjvV > Salina Anélise de hemorragia local; coleta de sangue

- Bj _— .
4-BIV (s.0.) (ix)

Figura 29: Representacdo esquematica dos grupos experimentais injetados com salina,
rutina, rutina succinil ou veneno, tempo de anélise e coleta de amostras.
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Procedimentos experimentais - inibidores

Oh 10 min 6h
» Grupos: inibidores %
BjV+o-phe Anélise de hemorragia
(s.c.) local; coleta de sangue
BjV+AEBSF Anélise de hemorragia
(s.c.) local; coleta de sangue
: BjV+o-phe+ ‘i :
3- BjV+o-phe+ Anélise de hemorragia
AEBSF > AFBS)F local; coleta de sangue
s.c.

Figura 30: Representacdo esquematica dos grupos experimentais injetados com veneno
e inibidores das metaloproteinases e serinaproteases do veneno, tempo de analise e coleta
de amostras.

Procedimentos experimentais - rutinas

0h 10 min 6h

> GI’upOSZ pré_incubacao %

. . jV+ruti Analise de hemotrragia local: coleta de sangue
1- BjV+rutina —» BjV+rutina 9
(s.c.)
. . jV+ruti
2- BjV+rutina BV ru_tl_na Andlise de hemorragia local; coleta de sangue
S —»  succinil
succinil (s.c)

¥ Grupos: tratamento

. . i i Analise de hemotrragia local; coleta de sangue
3- BjV—rutina —» BV —> Rl‘!tma - g
(s.c.) (i.v)
BjV R”t'f“"‘. Andlise de hemorragia local; coleta de sangue
(s.c.) succinil
o (i.v.)

Figura 31: Representacdo esquematica dos grupos experimentais injetados com rutina,
rutina succinil ou veneno, tempo de anélise e coleta de amostras.
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Procedimentos experimentais - endotoxemia

0h 10 min 6h

-t

Coleta de sangue e fragmentos de figado

Salina Salina
(s.c..) (i.v)
. . Coleta de sangue e fragmentos de figado
2-LPs —» BV __, salina
(s.c.) (iv.)
. 1 i de figad
3-LPS_rutina —p BjV —_— thma Coleta de sangue e fragmentos de figado
(s.c.) (Lv.)
Bjv Rutlr\a_ Coleta de sangue e fragmentos de figado
(s.c.) succinil
- (iv.)

Figura 32: Representacdo esquematica dos grupos experimentais injetados com rutina,
rutina succinil ou LPS, tempo de analise e coleta de amostras.

4.1.5.3.Coleta de sangue e tecidos
Ap6s 3 ou 6 h da administracdo das solugGes controles, com veneno ou LPS, foi
realizada a coleta de sangue e tecidos dos animais. O sangue foi coletado como descrito
anteriormente para o envenenamento no capitulo 1. Para a analise de expressao génica,

fragmentos de figado foram coletados em 0,5 mL de solu¢do de RNAlater (99).

4.1.5.4.Hemograma

As anélises hematologicas e esfregacos sanguineos foram realizadas como descrito

no capitulo 1.

4.1.5.5.Atividade de TF em vesiculas extracelulares (EV)
Para a andlise da atividade de TF em EVs, amostras de plasma foram descongeladas

e aquecidas por 15 min em banho-maria a 37°C antes do inicio do ensaio. Apés aquecidas,
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foi adicionado 1 mL de tamp&o HBSA-Ca(-) [(NaCl 137 mM, KCI 5,38 mM, glicose 5,55
mM, Hepes 10 mM, BSA 0,1%, pH 7,4] em cada amostra (100 pL de plasma). Apos
centrifugagdo de 20000 g por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi retirado, o pellet foi
dissolvido em 1 mL de tampdo HBSA-Ca(-) e centrifugado novamente nas mesmas
condigdes. As EVs foram ressuspendidas em 100 pL de HBSA-Ca(-).

Para a realizacdo do ensaio, 40 pL de EVs foram adicionados em cada pogo de
microplaca (em duplicata), seguidos por 10 pL de anticorpos (1H1 ou IgG controle, 400
pg/mL) e incubados por 15 min a T.A. A curva padrdo de TF relipidado (Elabscience, E-
EL-M1163) foi preparada nas concentracdes de 0,3125 a 20 pg/mL em tampdo HBSA-
Ca(-). Foram adicionados 50 pL de mistura de reacdo [4 mL de HBSA-Ca(+) (HBSA+
CaCl> 10 mM) + 800 pL de fator X (FX 900 nM em HBSA-Ca(+), Haematologic
Technologies, EUA) + 120 pL de fator FVIila (FVIla 1,2 pyM em HBSA-Ca(+),
Invitrogen, EUA)] e incubados por 2 h em estufa a 37°C. A reagdo foi parada com uso de
25 pL de tampdo HBSA-EDTA/pocgo e incubada por 5 min a T.A.. A seguir, 25 pL de
solucdo de S-2765 (4 mM em H20, N-a-benzyloxycarbonyl-D-argininyl-L-glycyl-L-
argininie-pNA.2 HCI, Chromogenix) foram adicionados e apds 30 min, a leitura da placa
foi realizada a 405 nm. A andlise dos resultados foi realizada com base na curva padréo
e os resultados das amostras incubadas com IgG controle foram consideradas como
geracdo total de FXa, e ao resultado dessas amostras foi subtraido o resultado das
amostras incubadas com 1H1 para obtencdo do valor especifico de atividade de TF em

EVs.

4.1.5.6.Dosagem de fibrinogénio plasmatico
A dosagem de fibrinogénio foi realizada como descrito anteriormente para o

envenenamento do capitulo 1.
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4.1.5.7.Dosagem do complexo trombina-antitrombina 111 (TAT)

A dosagem do complexo TAT por método de ELISA sanduiche é um parédmetro
quantitativo usado para avaliar a ativacdo da coagulagdo. Para esse ensaio foram
utilizadas aliquotas dos plasmas citratados (diluidos 1:10), analisadas em duplicata com
uso do kit comercial TAT Complexes Mouse ELISA Kit (Abcam, EUA), seguindo as
instrugdes do fabricante. A leitura da microplaca foi realizada em leitor de placas
SpectraMax 190 (Molecular Devices) e a concentracdo de complexos de TAT nas
amostras foi quantificada por meio do software CurveExpert (versdo 1.4), tendo como

base a curva padrédo. Os resultados foram expressos como ng/mL de complexos de TAT.

4.1.5.8.Dosagem de IL-6 plasmética

A dosagem dos niveis plasmaticos da citocina pro-inflamatéria IL-6 também foi
avaliada com a técnica de ELISA sanduiche. O ensaio foi realizado em duplicata com uso
de amostras de plasma citratado (diluido 1:5), microplacas de 96 pog¢os MaxiSorp
(Nunc®) e o kit IL-6 Mouse Uncoated ELISA Kit (Invitrogen, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Para as leituras de absorbancia foi empregado o
equipamento SpectraMax 190 (Molecular Devices) e para as analises da concentracdo de
IL-6, foi usado o software CurveExpert (verséo 1.4). Os resultados foram expressos como

pg/mL de IL-6.

4.1.5.9.Anélise de hemorragia local
A hemorragia local induzida pelo envenenamento foi analisada na pele dorso dos

animais (local da injecdo s.c. do veneno). Para isso, foram capturadas imagens
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subcutaneas da pele dos camundongos com uso do equipamento ImageScanner 111 (GE
Healthcare, EUA), com qualidade de 600 dpi e formato TIFF. As imagens foram
analisadas no software Inkscape (versdo 1.0) como descrito anteriormente (66, 190) tanto
em relacdo a intensidade da hemorragia quanto a area hemorragica. Desse modo, as areas
hemorragicas foram demarcadas e mensuradas com base em um mesmo padrdo de medida
adicionado em cada imagem. J& a intensidade da hemorragia foi calculada com base nos
valores do sistema de cores RGB. Os dados da hemorragia local foram expressos como
valores da area hemorragica (mm?) e como unidades hemorrégicas arbitrarias (HaU),

calculadas com base nos valores de &rea e intensidade da hemorragia.

4.1.5.10.Expresséo génica

A fim de aprofundar a andlise comparativa entre os distirbios hemostaticos e
inflamatorios do envenenamento e endotoxemia, a expressdo génica hepética dos genes
de interesse F2, Fga, Proc, Plg, Stat3 e Nfkb1foi analisada, assim como o gene referéncia
Rplp0. Esses genes foram previamente analisados no envenenamento botrdpico (99) tanto
pelo seu importante envolvimento na hemostasia quanto pelo envolvimento na resposta
de fase aguda.

Para isso, fragmentos de Orgdos congelados em solucdo de RNAlater foram
descongelados, adicionados a 1 mL de Trizol (Life Technologies, EUA) e
homogeneizados utilizando equipamento FastPrep 24 (Mpbio). O RNA foi extraido e
purificado utilizando o Trizol Plus RNA Purification Kit (Life Technologies, EUA),
seguindo as orientacGes do fabricante. A seguir foi realizada a quantificacdo de RNA
(Qubit RNA BR Assay Kit, Invitrogen, EUA), seguindo a instrugdes do fabricante. As
amostras de RNA foram submetidas a transcricdo reversa (kit iSript"™cDNASynthesis,

BioRad, EUA) e posteriormente o cDNA foi utilizado para a realizacdo de PCR tempo
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real quantitativo (com sonda SYBR-Green) para analisar a expressdo génica (método 2°
AACT (191, 192)). Os primers especificos foram obtidos do banco de dados PrimerBank

(http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/).

4.1.6. Anélise estatistica

A distribuicdo normal e homocedasticidade dos resultados foram analisadas no
programa estatistico STATA™ versdo 10. Sempre que necessario, os dados foram
transformados por algoritmos desse programa para obter distribuicdo normal e
homocedasticidade. Para analise estatistica posterior dos resultados foram utilizados os
softwares SPSS (verséo 22), SigmaPlot (versdo 12.0) ou R (versdo 4.00). Para observar
diferengas estatisticas entre os grupos e tempos, foram empregados para os dados com
distribuicdo normal e homocedasticidade os testes anélise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguido pelo teste post-hoc Bonferroni para comparacdo de médias. Para os dados
ndo parametricos, foi empregado o teste Kruskal-Wallis e para a comparacdo de médias
foi realizado o teste post-hoc de Dunn. Foram considerados significativos os resultados

com p< 0,05 e os dados foram expressos como média * erro padrdo médio (e.p.m.).


http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/
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4.2.RESULTADOS

4.2.1. O envenenamento induz rapida resposta inflamatoria, ativacdo da

coagulacdo e hemorragia local

No tempo de 3 h ap6s o envenenamento, ndo foram observadas alteragdes
significativas de leucocitos (Figura 33a), mondcitos (Figura 33c) e eritrdcitos (Figura
33e). No entanto, foi observada diminui¢do na contagem de linfcitos circulantes (p<

0.001, Figura 33b) e aumento de neutrofilos (p< 0.050, Figura 33d).
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Figura 33: contagens de (a) leucdcitos, (b) linfocitos, (c) mondcitos, (d) granulocitos e
(e) eritrécitos em camundongos 3 h apds a administragdo de salina ou BjV. Foi utilizado
o teste t de Student, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao grupo controle salina.
Dados expressos como média + e.p.m. (n= 5/grupo).
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O envenenamento também induziu alteragBes caracteristicas do envenenamento
botropico, como diminuigdo de plaquetas (p< 0.001, Figura 34a), aumento do volume
plaquetario médio (VPM, p< 0.001, Figura 34b) e diminuicdo dos niveis de fibrinogénio
plasmatico (p< 0.050, Figura 34d). Concomitantemente a essas altera¢cbes hemostaticas,
foi observado aumento nos niveis de TAT, um marcador da ativacdo da coagulagao (p<

0.050, Figura 34c).
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Figura 34: (a) contagem de plaquetas, (b) volume plaquetario médio, (c) niveis do
complexo TAT e (d) fibrinogénio plasmatico em camundongos 3 h ap0s a administragao
de salina ou BjV. Foi utilizado o teste t de Student, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando
comparado ao grupo controle salina. Dados expressos como média £ e.p.m. (n= 5/grupo).

Assim como o aumento de TAT, os resultados demonstraram um aumento da

atividade pro-coagulante em vesiculas extracelulares (EVs) tanto total (p< 0.050, Figura

35c), quanto independente de TF (p< 0.050, Figura 35b). A atividade pro-coagulante
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dependente de TF em EVs demonstrou uma tendéncia de aumento, no entanto ndo foi
significativa (p= 0.1058, Figura 35a). Congruentemente, os niveis de TAT se
correlacionaram com a atividade pré-coagulante total em EVs (r= 0.964, p< 0.001) e a
atividade de TF em EVs (r= 0.865, p= 0.001). Esse resultado indica que a rapida ativacao

da coagulacao no envenenamento ndo é mediada ativagdo do TF.
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Figura 35: (a) atividade de TF em EVs, (b) atividade de FXa independente de TF em
EVs, (c) atividade de FXa total em EVs em camundongos 3 h apds a administracédo de
salina ou BjV. Foi utilizado o teste t de Student, * p< 0,05 quando comparado ao grupo
controle salina. Dados expressos como média + e.p.m. (n= 5/grupo).

Rapidamente apds a administracdo do BjV foi possivel observar o desenvolvimento
de hemorragia no local da injecédo, tanto em relacdo a area hemorragica quanto sua
intensidade (p<0.050, Figura 36a e p< 0.001, Figura 36b). Ademais, os resultados de

hemorragia mostraram correlacdo com parametros hemostaticos, como plaquetas (r= -

0.86, p=0.002), fibrinogénio plasmatico (r=-0.84, p=0.003) e TAT (r=0.92, p=0.0005).
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Figura 36: (a) area hemorragica local e (b) hemorragia local e imagens representativas
da hemorragia em cada grupo experimental em camundongos 3 h ap06s a administracédo
de salina ou BjV. Foi utilizado o teste Mann-Whitney, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando
comparado ao grupo controle salina. Dados expressos como média £ e.p.m. (n= 5/grupo).

Visto que o envenenamento induz rapidas alteracbes no organismo, tanto locais
quanto sistémicas, e que o0 veneno € capaz de induzir a ativacdo da coagulacdo, mas ndo
depende exclusivamente da atividade de TF, mostrou-se importante a verificagédo da
participacdo do TF no modelo de envenenamento em 6 h, que possibilita a analise de

pardmetros hemostaticos e inflamatorios. Para isso, o TF circulante foi inibido pelo uso

do anticorpo anti-TF 1H1.
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4.2.2. A inibicdo de TF agrava os distUrbios hemostaticos e a hemorragia

induzidos pelo envenenamento

Apos 6 h da administracdo de BjV, os animais apresentam alteragdes relacionadas
com a resposta inflamatéria que segue o envenenamento, como neutrofilia (p< 0.050,
Figura 37d) e aumento da citocina pré-inflamatéria IL-6 (p< 0.001, Figura 37e). os
resultados demonstram que a inibi¢cdo do TF ndo induziu modificacBes no estado pro-
inflamatério induzido pelo BjV.

Assim como observado em 3 h, 6 h apds o envenenamento, 0s animais apresentaram
plaquetopenia (p< 0.050, Figura 38d) e hipofibrinogenemia (p< 0.001, Figura 38f). No
entanto, o grupo que recebeu o anticorpo 1H1 (inibidor de TF) apresentou plaquetopenia
mais acentuada (p<0.001) do que os outros animais envenenados. Ademais, somente
nesse grupo foram observados diminuicdo dos parametros eritrocitarios (p< 0.050,
Figuras 38a-c) e aumento dos niveis de TAT (p< 0.050, Figura 38e), sendo que esses
parametros ndo apresentaram alteracdes quando comparados animais controle e animais

envenenados.
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Figura 37: contagens de (a) leucdcitos, (b) linfocitos, (c) mondcitos, (d) granuldcitos e
(e) niveis de IL-6 plasmatica em camundongos 6 h apos a administracdo de salina, BjV,
IgG controle ou anticorpo 1H1. Foi utilizado o teste de ANOVA de uma-via, seguido por
teste post-hoc Bonferroni, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao grupo controle
salina quando comparado ao grupo BjV. Dados expressos como média = e.p.m. (n=
4/grupo).
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Figura 38: (a) contagem de eritrécitos, (b) hemoglobina, (c) hematocrito, (d) contagem
de plaquetas, (e) niveis de TAT e (f) fibrinogénio plasmatico em camundongos 6 h apds
a administracdo de salina, BjV, IgG controle ou anticorpo 1H1. Foi utilizado o teste de
ANOVA de uma-via, seguido por teste post-hoc Bonferroni, * p< 0,05 e ** p< 0,001
quando comparado ao grupo controle salinaquando comparado ao grupo BjV. Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 4/grupo).
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Além dos disturbios hemostaticos, a inibicio do TF também induziu o
desenvolvimento de hemorragia local mais exacerbada. Todos os animais envenenados
apresentaram hemorragia local (p< 0.001 comparado ao controle salina, Figura 39), no
entanto os animais do grupo 1H1—BjV apresentaram maior intensidade da hemorragia
(p< 0.050 comparado ao grupo BjV, Figura 39b).

A hemorragia apresentou correlagdo com a contagem de eritrocitos (r= -0,859, p<
0,001) e também com a contagem plaquetéria (r= -0,850, p< 0,001), o que indica que a
intensificacdo da hemorragia pode ser a responsavel pelo extravasamento de eritrocitos e
plaquetas da circulacdo para o local da lesdo. Ademais, visto que os disturbios
hemostaticos se associam a hemorragia, como observado em 3 h, a ativacdo prolongada
da coagulacdo pela inibicdo de TF poderia agravar ainda mais a hemostasia e,
consequentemente, a lesdo hemorragica.

Desse modo, os resultados em 3 h demonstraram que a ativacdo da coagulagéo e
distdrbios hemostaticos no envenenamento ndo sdo dependentes da atividade de TF. Os
resultados da inibicdo de TF no envenenamento em 6 h corroboram com essa hipotese ja
que as alteracdes hemostaticas e inflamatérias ndo dependem da acdo do TF e ademais,
foi demonstrado que o TF ndo possui uma participacdo prejudicial e sim benéfica nesse

modelo experimental, como um fator hemostatico importante.
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Figura 39: (a) area hemorragica, (b) intensidade de hemorragia local e imagens
representativas da hemorragia em cada grupo experimental em camundongos 6 h apos a
administracdo de salina, BjV, IgG controle ou anticorpo 1H1. Foi utilizado o teste de
ANOVA de uma-via, seguido por teste post-hoc Bonferroni, * p< 0,05 e ** p< 0,001
quando comparado ao grupo controle salina; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado
ao grupo BjV. Dados expressos como média + e.p.m. (n= 4/grupo).
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4.2.3. A inibicdo de SVSP impede a coagulopatia por consumo e a inibicao

de SVMP previne a inflamacéo e leséo local hemorréagica

Visto que os disturbios locais e sisttmicos do envenenamento ndo dependem da
mediacdo do TF, mostrou-se relevante a analise dos componentes do BjV diretamente
relacionados a essas alteragfes. Para isso foram analisadas as participacdes das duas
familias de proteinas majoritarias no envenenamento — SVMP e SVSP — utilizando os
compostos 0-phe e RS (pré-incubada) para inibicdo de SVMP e AEBSF para inibicdo de
SVSP.

No tempo de 6 h apds o envenenamento ndo foram observadas nos animais
envenenados alterages significativas de contagem de linfécitos (Figura 40b), mondcitos
(Figura 40c), granuldcitos (Figura 40d) e eritrocitos (Figura 40e), no entanto, a contagem
de leucdcitos totais mostrou-se aumentada nos grupos BjV e BjV+o-phe (p< 0,050) e é
possivel observar uma tendéncia similar de aumento em relac&o aos granuldcitos.

A plaquetopenia foi observada em todos os animais envenenados, com reducdo da
contagem plaquetaria (Figura 40f) mais intensa nos grupos BjV+o-phe e BjV+o-
phe+AEBSF comparados ao controle salina (85-90%, p< 0,001), e reducdo moderada de
64-75% nos demais grupos envenenados (p< 0,001 para BjV e p< 0,050 para 0s outros
grupos em relacdo ao controle). Congruentemente, somente 0os grupos BjV+o-phe e
BjV+o-phe+AEBSF demonstraram aumento do VPM (p< 0,050, Figura 40g), que esta
relacionado com a liberagdo de plaquetas jovens na circulagdo devido a plaquetopenia

intensa.
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Figura 40: contagens de (a) leucdcitos, (b) linfdcitos, (c) mondcitos, (d) granulécitos,
(e) eritrdcitos, (f) plaquetas e (g) volume plaquetario médio em camundongos 6 h apos a
administracdo de salina, BjV, BjV+rutina succinil, BjV+o-phe, BjV+AEBSF ou BjV+o-
phe+AEBSF. Foi utilizado o teste de ANOVA de uma-via, seguido por teste post-hoc
Bonferroni e o teste Kruskal-Wallis, seguido por teste post-hoc Dunn (VPM), * p< 0,05
e ** p< 0,001 quando comparado ao grupo controle salina; # p< 0,05 quando comparado
ao grupo BjV. Dados expressos como média + e.p.m. (n= 4-5/grupo).
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Assim como a plaquetopenia, a hipofibrinogenemia também € caracteristica do
envenenamento botropico e foi observada nos animais envenenados, que apresentaram
64-66% de reducdo nos niveis de fibrinogénio comparados ao controle salina (p< 0,001,
Figura 41a). J& os animais do grupo BjV+AEBSF apresentaram somente 29% de reducao
(p< 0,050 comparado ao controle salina ou BjV). No entanto, a inibicdo de SVSP pelo
tratamento com AEBSF impediu a queda dos niveis de fibrinogénio e os grupos
BjV+AEBSF e BjV+0-phe+AEBSF apresentaram diminuigdes de 29 e 3%,
respectivamente (p=0,1054 e p> 1,000 comparado ao controle salina, p< 0,050 e p< 0,001
comparado ao BjV).

Diferentemente do observado em 3 h, apds 6 h de envenenamento ndo sdo observadas
alteracOes significativas nos niveis de TAT (p=0,4089, Figura 41b), no entanto € possivel
observar uma tendéncia de aumento maior no grupo BjV.

Além das alteracbes hemostaticas, também foi possivel observar que o
envenenamento induziu um aumento de 248% dos niveis plasmaticos de IL-6 nos grupos
BjV e BjV+AEBSF (p< 0,050, Figura 41c). Ja os grupos em que houve inibicdo de SVMP
pela o-phe ou rutina succinil ndo apresentaram aumento significativo de IL-6, se
assemelhando ao controle salina (p= 0,3243 para BjV+o-phe e p= 1,000 para BjV+RS e
BjV+o-phe+AEBSF).

Visto que além das ac¢des sistémicas do envenenamento, o BjV induz sérias alteracdes
locais, foi avaliada a participagdo das familias de proteinas do BjV frente a leséo local

hemorragica induzida pelo veneno.
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Figura 41: niveis de (a) fibrinogénio plasmatico, (b) TAT e (c) IL-6 plasmatica em
camundongos 6 h apds a administracdo de salina, BjV, BjV+rutina succinil, BjVV+o-phe,
BjV+AEBSF ou BjV+o-phe+AEBSF. Foi utilizado o teste de ANOVA de uma-via,
seguido por teste post-hoc Bonferroni, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao
grupo controle salina; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado ao grupo BjV. Dados
expressos como media + e.p.m. (n= 4-5/grupo).

A hemorragia (Figura 42) induzida pelo envenenamento foi analisada somente pela
sua area total (Figura 42a) ou considerando tanto a area hemorragica quanto a intensidade
da hemorragia (Figura 42Db).

Como esperado, o envenenamento induziu o desenvolvimento de hemorragia local e
aumento da area hemorragica (comparado ao controle salina, p< 0,001). Assim como
observado nos experimentos in vivo do Capitulo 1, a inibicdo de SVMP (pela pré-

incubacdo do BjV com o-phe ou rutina succinil) impediu completamente a acéo

hemorragica do veneno em camundongos (p= 1,000 comparado ao controle salina).
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Figura 42: (a) area hemorragica, (b) intensidade de hemorragia local e imagens
representativas da hemorragia de cada grupo experimental em camundongos 6 h apos a
administracdo de salina, BjV, BjV+rutina succinil, BjV+o-phe, BjV+AEBSF ou BjV+o-
phe+AEBSF. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido por teste post-hoc Dunn, *
p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao grupo controle salina; # p< 0,05 quando
comparado ao grupo BjV. Dados expressos como média + e.p.m. (n= 4-9/grupo).
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Desse modo, foi possivel observar que as SVMP sdo importantes na inducdo da
resposta inflamatoria e desenvolvimento da lesdo hemorragica local, e que as SVSP sdo
responsaveis pela coagulopatia de consumo do envenenamento nos camundongos. J& a
pré-incubagdo da rutina succinil com o BjV demonstrou mais uma vez inibir as a¢oes

sistémicas e locais das SVMP, como também observado no Capitulo 1.

4.2.4. A rutina e rutina succinil diminuem os distUrbios hemostéticos,

inflamatorios e hemorréagicos induzidos pelo BjV na fase aguda do

egnvenenamento

A rutina e rutina succinil demonstraram potencial para neutralizar as atividades
sistémicas toxicas do BjV in vivo, como explanado no Capitulo 1, no entanto, para
evidenciar seus potenciais como agentes terapéuticos, foi utilizado o modelo
experimental de administracdo das rutinas por via intravenosa ap6s 0 envenenamento.
Como demonstrado anteriormente (66) e também no Capitulo 1, ndo foi observada agédo
inibitdria direta da rutina em relacdo as proteinas do BjV, no entanto ela se mostrou eficaz
em relacdo aos distlrbios induzidos pelo envenenamento. Desse modo, o grupo
experimental BjV+rutina foi utilizado para averiguar a possivel influéncia da
administracdo da rutina no local de injecdo do veneno em relacéo as alteracGes sistémicas
e locais do envenenamento.

Ao analisar os parametros hematoldgicos foi possivel observar aumento na contagem
de granuldcitos (p< 0,001, Figura 43d) e diminuicdo da contagem plaquetéria (p< 0,001,
Figura 43e) em todos os grupos envenenados comparados ao controle salina. J& o grupo
controle rutina apresentou aumento das contagens de leucdcitos totais, linfocitos e

granuldécitos (p< 0,050, Figuras 43a,b,d).
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Figura 43: contagens de (a) leucacitos, (b) linfdcitos, (c) mondcitos, (d) granulocitos,
(e) eritrdcitos, (f) plaquetas e (g) volume plaquetario médio em camundongos 6 h apés a
administracao de salina, rutina, rutina succinil, BjV ou BjV+rutina. Foi utilizado o teste
de ANOVA de uma-via, seguido por teste post-hoc Bonferroni e o teste Kruskal-Wallis,
seguido por teste post-hoc Dunn (plaquetas), * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado
ao grupo controle salina; ## p< 0,001 quando comparado ao grupo BjV. Dados expressos
como média * e.p.m. (n= 4-5/grupo).
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Diferentemente dos parametros hematologicos, a rutina (pré-incubacdo, BjV+R)
impediu moderadamente a queda nos niveis de fibrinogénio (p= 0,5992 comparado ao
controle salina, Figura 44a). Ja a rutina succinil como tratamento (BjV—RS) normalizou
os niveis de fibrinogénio plasmatico, ndo diferindo do controle salina, apresentando
reducdo de somente 28%, (p= 1,000). Assim como observado anteriormente, os niveis de
TAT (Figura 44b) ndo se alteraram em 6 h, porém ha uma tendéncia de aumento de 68-
69% nos grupos BjV ¢ BjV—rutina e de somente 37-42% nos grupos BjV+rutina e
BjV—RS, que também apresentaram melhoria no consumo do fibrinogénio. Esses
resultados indicam uma possivel associacdo entre a ativacdo da coagulacdo (niveis de
TAT) e os niveis de fibrinogénio plasmatico.

Ao avaliar a citocina pro-inflamatéria IL-6 (Figura 44c) foi verificado que o
tratamento com a rutina e rutina succinil foi eficaz para reduzir os niveis de IL-6 (p=
1,000 e p= 0,8415 comparado ao controle salina, respectivamente), diferentemente dos

outros grupos envenenados que apresentaram aumento de IL-6 (p< 0,050).
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Figura 44: niveis de (a) fibrinogénio plasmatico, (b) TAT e (c) IL-6 plasméatica em
camundongos 6 h apds a administracdo de salina, rutina, rutina succinil, BjV ou
BjV+rutina. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido por teste post-hoc Dunn
(plaquetas), * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao grupo controle salina; # p<
0,05 e ## p< 0,001 quando comparado ao grupo BjV. Dados expressos como média +
e.p.m. (n= 4-5/grupo).

Visto que a rutina e a rutina succinil apresentaram diferentes resultados em relacao
aos efeitos sisttmicos do BjV, foram verificadas suas possiveis agdes em relacdo aos
efeitos locais do envenenamento.

Os animais que receberam rutina (BjV+rutina e BjV — rutina) ou rutina succinil
(BjV—orutina succinil) apresentaram diminui¢do da lesdo hemorrédgica de 22-38%

comparados aos animais BjV (comparado ao grupo BjV, p< 0,001 para BjV + rutina e p<

0,050 para BjV — rutina e BjV — rutina succinil, Figura 45).
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As rutinas agiram beneficamente tanto em pardmetros hemostaticos quanto
inflamatorios alterados pelo envenenamento. No entanto, a rutina apresenta diferengas
quando injetada por via subcutanea ou via intravenosa. A rutina succinil mostrou-se
promissora em relacdo as alteracGes sistémicas do envenenamento, ja que foi capaz de
normalizar os niveis de fibrinogénio plasmatico e reduzir os niveis de IL-6 no plasma. E
importante ressaltar que a rutina (independentemente da via de inoculacdo) e a rutina
succinil reduziram a grave a¢do hemorragica do veneno na fase aguda do envenenamento,

mostrando sua rapida acdo em combater as atividades do BjV.
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Figura 45: (a) area hemorragica, (b) intensidade de hemorragia local e imagens
representativas da hemorragia de cada grupo experimental em camundongos 6 h apos a
administracao de salina, rutina, rutina succinil, BjV ou BjV+rutina. Foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis, seguido por teste post-hoc Dunn (plaquetas), * p< 0,05 e ** p< 0,001
quando comparado ao grupo controle salina; # p< 0,05 quando comparado ao grupo BjV.
Dados expressos como média * e.p.m. (n= 7-9/grupo).
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4.25. A endotoxemia induz a ativacdo de TF, resposta inflamatoria e

expressao génica de proteinas de fase aguda

Apos 6 h da administracdo das substancias, os animais injetados somente com LPS
apresentaram diminuicdo da contagem de leucdcitos (p< 0,050, Figura 46a), linfocitos
(p< 0,050, Figura 46b) e monacitos (p< 0,050, Figura 46c), diferentemente dos animais
que receberam LPS e foram tratados com as rutinas, que ndo apresentaram diferencas nas
contagens leucocitarias em relagdo aos animais controles, apesar de apresentarem
tendéncia de diminuigdo desses parametros. J& em relacdo a contagem de granulécitos, 0s
grupos LPS nédo demonstraram diferencas em relagéo aos controles (p= 1,000, Figura
46d). Como observado anteriormente no modelo de envenenamento, a administragdo de
rutina induziu uma tendéncia de aumento nos granuldcitos circulantes (p< 0,050
comparado ao grupo LPS).

A endotoxemia induziu um exacerbado aumento dos niveis de IL-6 plasmatica nos
animais (p< 0,050, Figura 46e) que foi minimizado pelo tratamento com a rutina e rutina
succinil (p=0,1119 e p= 0,1501 comparados ao controle salina, respectivamente). Esses
resultados indicam que as rutinas sdo capazes de agir como moléculas anti-inflamatorias
mesmo em condi¢des mais acentuadas de inflamacao. Os niveis de fibrinogénio também
foram analisados considerando que o fibrinogénio é tanto uma proteina fundamental para
a coagulacdo quanto uma proteina de fase aguda e tanto o grupo LPS quanto o grupo
LPS—rutina demonstraram aumento de fibrinogénio plasmatico (p< 0,050 comparados

ao controle salina, Figura 46f).
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Figura 46: contagens de (a) leucdcitos, (b) linfocitos, (c) mondcitos, (d) granulocitos e
niveis de (e) IL-6 plasmatica e (f) fibrinogénio plasmatico em camundongos 6 h apos a
administracdo de salina, rutina, rutina succinil ou LPS. Foi utilizado o teste Kruskal-
Wallis, seguido por teste post-hoc Dunn (leucdcitos, linfécitos, mondcitos, granulécitos
e IL-6) e o teste de ANOVA de uma-via, seguido por teste post-hoc Bonferroni e
(fibringénio), * p< 0,05 quando comparado ao grupo controle salina; # p< 0,05 quando
comparado ao grupo LPS. Dados expressos como média + e.p.m. (n=4/grupo).
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Em relacdo aos pardmetros hemostaticos, ndo houve diferencas na contagem de
eritrécitos (p= 1,000, Figura 47a), diferentemente da contagem plaquetaria que
apresentou diminuicdo de 40-53% em todos os grupos LPS comparado aos controles (p<
0,001, Figura 47b). A ativacdo da coagulagdo na endotoxemia € marcada pelo aumento
da atividade pro-coagulante em EVs e atividade de TF em EVs, como observado nos

resultados (p< 0,050, Figuras 47c,d).
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Figura 47: contagens de (a) eritrocitos e (b) plaquetas, e niveis de (c) atividade de FXa
em EVs e (d) atividade de TF em EVs em camundongos 6 h ap6s a administracdo de
salina, rutina, rutina succinil ou LPS. Foi utilizado o teste de ANOVA de uma-via,
seguido por teste post-hoc Bonferroni, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao
grupo controle salina; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado ao grupo LPS. Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 4/grupo).
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As alteragdes induzidas pelo LPS também foram observadas no nivel génico,
como também descrito previamente em relacdo ao envenenamento (99). A endotoxemia
foi capaz de induzir o aumento em Fga e diminuigéo de Proc (p< 0,050, Figuras 48b,c),
porém sem alterar outros genes como F2 e Plg (p=0,0666 e p=0,4359, Figuras 48a,d).
Ademais, Stat3 e Nfkb1 — fatores de transcricdo com grande relevancia no controle génico
de proteinas de fase aguda e componentes da hemostasia — foram induzidos pelo LPS (p<
0,050, Figura 48e,f) e demonstraram estar correlacionados (r= 0,902, p< 0,001). Os
fatores de transcrigdo Stat3 e Nfkb1 também mostraram alta correlacdo com Fga e F2 (r=
0,790, p< 0,001 em relacdo a Stat3 e r=776, p< 0,001 em relacdo a Nfkbl) e correlagédo
moderada com Plg (r= -0,666, p< 0,001 e -0,625, p= 0,002). Os outros genes também
demonstraram correlacdo entre si: F2 e Fga (r= 1,000, p< 0,001), Proc e F2, Fga (r= -
0,633, p=0,002), Plg e F2, Fga (r=-0,825, p< 0,001) e Plg e Proc (r=0,825, p< 0,001).
Esses resultados demonstram que assim como observado no envenenamento, a
endotoxemia induz alteracdes na expressdo génica voltadas a um estado pro-coagulante
e responsivo a um estado pro-inflamatdrio, que ndo sdo modificadas pelas rutinas.

Desse modo, os resultados indicam que assim como o0 envenenamento, a endotoxemia
induz alteracbes hemostéaticas, inflamatérias e na sintese hepatica. No entanto,
diferentemente do envenenamento, as rutinas nao induzem melhoras nos parametros
hemostaticos, indicando que o mecanismo de acdo das rutinas ndo esta relacionado com
TF. Ademais, as rutinas sdo eficazes para reduzir pardmetros de inflamacgdo, como
alteracOes na contagem de leucdcitos circulantes e niveis de IL-6 plasmatica, mostrando

acdo anti-inflamatdria como no envenenamento.
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Figura 48: quantidade relativa de mRNA (figado) dos genes (a) F2, (b) Fga, (c) Proc,
(d) Plg, (e) Stat3 e (f) Nfkb1 em camundongos 6 h apds a administracdo de salina, rutina,
rutina succinil ou LPS. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido por teste post-hoc
Dunn e o teste de ANOVA de uma-via, * p< 0,05 quando comparado ao grupo controle
salina; # p< 0,05 quando comparado ao grupo LPS. Dados expressos como média + e.p.m.
(n= 4/grupo).
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4.3.DISCUSSAO

Como evidenciado pelos resultados apresentados, a fisiopatologia do envenenamento
botropico é complexa e inclui alteracdes locais e sistémicas, hematoldgicas, hemostaticas
e inflamatdrias. Compreender melhor os mecanismos dessas alteracfes é fundamental
para a melhoria do tratamento de pacientes picados, assim como para a analise do
potencial de agentes terapéuticos complementares a soroterapia.

A sinergia de atividades bioldgicas distintas do veneno de B. jararaca induz
alteraces fisiopatoldgicas complexas, o que pode ser evidenciado pela potencializa¢do
da atividade hemorragica do veneno pelos disturbios hemostaticos. As vias naturais de
inoculacdo do veneno — subcuténea e intramuscular — fazem com que o veneno atinja a
corrente sanguinea de maneira lenta e gradual, induzindo uma ativagdo constante da
coagulacdo, evidenciada pelo aumento dos niveis de TAT nos nossos resultados e ja
observado em pacientes (64). A ativacdo continua da coagulacdo induz o consumo de
fatores da coagulacdo, como protrombina, os fatores V, VIII, X e principalmente, o
fibrinogénio plasmatico e leva ao prolongamento do tempo de coagulacdo ou até mesmo
a incoagulabilidade sanguinea (57-60, 66), como foi possivel observar no presente estudo
e em estudo anterior do nosso grupo (66) pelo prolongamento do tempo de sangramento
de cauda e diminuicdo do fibrinogénio plasmatico. A coagulopatia por consumo no
envenenamento botrépico ja foi atribuida a acdo de SVMP pela acdo dos ativadores de
fator X e protrombina, assim como a acao de SVSP trombina-similes (66, 142, 145, 172).
A coagulacdo do plasma de camundongos é influenciada parcialmente pela inibigéo de
SVMP ou SVSP, como demonstrado no capitulo 1 e em estudo anterior (66). No entanto,
a coagulopatia por consumo em camundongos envenenados é prevenida somente com a

inibicdo de SVSP, indicando a importante das enzimas trombina-similes nesse modelo,
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sendo responséaveis pela hidrolise direta do fibrinogénio em fibrina, que posteriormente é
degradada pela caracteristica hiperfibrinolise induzida pelo BjV (63).

As SVMP do B. jararaca demonstram possuir um papel importante na indugéo da
inflamacdo. De fato, o envenenamento por B. jararaca possui componentes pro-
inflamatorios que induzem uma resposta inflamatoria aguda, marcada por leucocitose e
aumento de mediadores inflamatdrios enddgenos (62, 69, 70, 74-79), o que esta de acordo
com os presentes resultados. Ademais, ja foi demonstrado que em pacientes envenenados
ha correlacdo entre niveis de citocinas pré-inflamatdrias e os niveis de fibrinogénio
plasmatico (193). J& a sepse é marcada pela resposta inflamatdria exacerbada a infecc¢éo,
como observado nos resultados do modelo de endotoxemia, em que ha aumento de 1L-6
e diminuicdo dos leucdcitos circulantes, o que esta de acordo com estudo anteriores que
demonstram o estimulo de citocinas pré-inflamatorias e a ativacdo e marginalizacao
intravascular de leucdécitos induzida por bactérias ou LPS (194, 195).

A utilizacdo da rutina succinil no modelo de pré-incubacdo com o veneno e
consequente inibicao de atividades das SVMP pode ser uma ferramenta importante para
compreender melhor essa familia de proteinas do veneno, incluindo mecanismos de a¢do
e inibicdo e a influéncia das diversas toxinas da familia SVMP no envenenamento. Ja o
uso da rutina (pré-incubacdo e tratamento) e rutina succinil (tratamento) possibilitou
observar que esses bioflavonodides apresentam acGes em processos fisiologicos
enddgenos, auxiliando na recuperacdo dos distdrbios hemostaticos induzidos pelo
envenenamento. O modelo de endotoxemia apresentou uma resposta inflamatéria
sistémica mais exacerbada que o modelo de envenenamento. Tanto a rutina quanto a
rutina succinil foram capazes de reduzir os pardmetros inflamatérios quando
administradas como tratamentos, no entanto, a acdo das rutinas mostrou-se limitada, o

que poderia ser atribuido a intensidade do estado pré-inflamatorio induzido pelo LPS.



127

Considerando a complexidade dos distdrbios do envenenamento e endotoxemia, a
rutina e rutina succinil seriam capazes de agir em diversos aspectos, ja que a rutina possuli
uma ampla gama de atividades, como ag¢des anti-inflamatdria, anti-trombotica, anti-
hemorragica, antioxidante, inibidora de trombina e PDI, moduladora do ténus vascular,
vasoprotetora, entre outras (107-109, 120-126). Sendo assim, é importante considerar que
o0 potencial das rutinas de influenciarem tanto a hemostasia quanto a inflamacao pode ser
uma estratégia terapéutica importante considerando a interacao desses sistemas.

E preciso considerar que a administragdo das rutinas por via intravenosa induz uma
biodisponibilidade imediata de 100% (196), o que ja foi apontado como uma possivel
alternativa terapéutica a administracdo oral (197). Ademais, tanto a rutina quanto a
quercetina (que nao apresenta glicosideos) apresentam picos de concentra¢do no plasma
logo apos a injecdo por via intravenosa, no entanto ap6s 1 h da injecdo ha uma queda
expressiva dos niveis de quercetina no plasma. Diferentemente, a concentragdo da rutina
no plasma possui uma diminuicdo menos intensa e mais lenta, e desse modo, ap6s 6 h da
administracdo, a rutina apresenta niveis mensuraveis no plasma de animais (198).
Também ja foi demonstrado que apds a administracao de flavondides por via intravenosa,
houve aumento da concentracdo de flavonoides em tecidos de ratos (como o figado) em
até 1 h apos os tratamentos (199). Desse modo, é preciso considerar que no presente
estudo somente foi utilizada uma dose de rutinas em injecdo Unica nos animais e que
estudos futuros serdo importantes para avaliar o possivel beneficio de tratamentos com
utilizacdo de mais tempos de administracdo das rutinas.

Assim como observado no envenenamento por B. jararaca, a sepse e endotoxemia
induzem a ativagdo da coagulacdo (com aumento de TAT e atividade de TF em EVs),
coagulopatia por consumo e resposta inflamatdria (com aumento de IL-6 plasmatica).

Assim como o envenenamento ofidico, o tratamento da sepse também apresenta desafios,
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sendo importantes estudos de novas estratégias terapéuticas. Ademais, na sepse e
endotoxemia as alteragdes da coagulacdo-inflamacéo estdo diretamente relacionadas com
a ativacdo do TF, que pode desencadear um quadro de coagulacdo intravascular
disseminada, aumentando a complexidade do tratamento da sepse (31-35, 37, 38). Em
relacdo ao envenenamento, j& foi demonstrado que o veneno de B. jararaca € capaz de
induzir a ativagdo do TF in vitro ou in vivo (63, 66, 76, 89-92), e os resultados confirmam
que o envenenamento induz a ativacdo do TF. No entanto, diferentemente do observado
na sepse, as alteracbes hemostaticas e inflamatdrias no envenenamento ndo s&o
dependentes do fator tissular e sim das diferencas acOes das toxinas do BjV.
Congruentemente, as rutinas ndo foram capazes de alterar a atividade de TF na
endotoxemia, mas influenciaram os niveis de fibrinogénio e intensidade da hemorragia
local no envenenamento. De fato, o TF demonstra ter uma participacdo benéfica no
envenenamento, agindo como um agente pré-hemostatico, como ja observado
anteriormente (200) em que a deficiéncia de TF induz aumento da hemorragia, como
demonstrado no presente estudo.

Assim como observado previamente no envenenamento (99), a endotoxemia também
induz a expressao hepatica de importantes genes que agem tanto no sistema inflamatorio
quanto hemostatico. Estudos ja demonstraram que a expressao génica de proteinas de fase
aguda € associada a acdo de citocinas pré-inflamatorias, que por sua vez estimulam as
vias dos fatores de transcrigao STAT3 e NF-kB, responsaveis pelo controle da sintese de
diversos genes pelos hepatécitos (201). Como observado no envenenamento (99), a
regulacdo génica do gene Nfkb1 se mostra relacionada com a sintese de importantes genes
de fase aguda e componentes da hemostasia. No entanto, a associagdo desses genes com
a expressdo de Stat3 somente foi observada na endotoxemia, como ja apontado

previamente em estudos (202, 203) que demonstraram que o STAT3 (Stat3) é essencial
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para a resposta do figado ao estimulo de IL-6 e LPS via ativacdo dos genes de fase aguda.
Desse modo, € possivel inferir que apesar de serem provocados por diferentes agentes, a
endotoxemia e envenenamento por B. jararaca apresentam ativacdo da coagulagéo,
resposta inflamatoria e resposta de fase aguda, no entanto isso ocorre em graus de
intensidade e mecanismos de agdo diferentes.

Além das alteragdes sistémicas induzidas pelo BjV, as altera¢fes locais, como a
atividade hemorrégica sdo caracteristicas do veneno botrépico e estdo relacionadas a acéo
das SVMP ao hidrolisarem os componentes da membrana basal de vasos capilares,
gerando o enfraquecimento da estabilidade mecénica dos capilares, que pela acdo das
forcas hemodinamicas, se rompem, induzindo o extravasamento de sangue (172). Isso
esta de acordo com os resultados apresentados visto que a inibicdo de SVMP impede o
desenvolvimento da hemorragia. Estudos ja apontaram a acdo anti-hemorragica da rutina
no envenenamento botrépico (66, 130, 131), no entanto € necessario enfatizar que as
rutinas demonstram potencial terapéutico em relacdo a lesdo local mesmo quanto
administradas como tratamento por via intravenosa, 0 que pode estar relacionado com a
acdo da rutina e analogos como protetores de fragilidade capilar (108, 204). No entanto
mostraram-se necessarios mais estudos para compreender 0s mecanismos de acdo da
rutina e rutina succinil nos efeitos locais do envenenamento, assim como Sseus uUsS0S
concomitantes ao soro-antibotropico como potencial agente complementar. Desse modo,
foram iniciados estudos na fase crénica do envenenamento para averiguar o potencial da

rutina e da rutina succinil como tratamentos auxiliares no envenenamento botropico.
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5. CAPITULO 3: OS BIOFLAVONOIDES RUTINA E RUTINA SUCCINIL SAO
EFICAZES NO TRATAMENTO DE ENVENENAMENTO EXPERIMENTAL

POR Bothrops jararaca

Visto que é importante o estudo dos efeitos fisiopatoldgicos do veneno e também da
resposta do organismo a esses eventos e sua capacidade de recuperagcdo, mostrou-se
importante a analise da fase cronica do envenenamento (24 e 48 h) (66, 98, 178).
Ademais, a eficacia de tratamentos com soros antiofidicos € testada com experimentos
que utilizam a pré-incubacdo do soro com o veneno. No entanto é mister ressaltar a
importancia de avaliar novos compostos terapéuticos também em modelos experimentais
em que os compostos sdo administrados somente apds o0 veneno como tratamentos
sozinhos ou complementares ao soro antiofidico (205). Desse modo, as a¢des da rutina e
rutina succinil foram testadas em relacdo ao potencial como tratamentos Unicos quanto

tratamentos complementares a soroterapia.
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5.1.MATERIAIS E METODOS
5.1.1. Animais

O uso de animais foi realizado e aprovado como descrito no Capitulo 2.

5.1.2. Veneno de B. jararaca

Foi utilizado um pool de veneno liofilizado de individuos adultos de B. jararaca
obtido do Laboratério de Herpetologia do Instituto Butantan (autorizagdo: Sistema
Nacional de Gest&o do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado,

SisGen AF375C2), mantido na temperatura de -20°C.

5.1.3. Rutina e rutina succinil

A rutina foi obtida da Sigma (EUA, cddigo R5143) e a rutina succinil foi sintetizada

como descrito acima no capitulo 1.

5.1.4. Envenenamento in vivo

5.1.4.1.Solucbes de veneno de B. jararaca e rutinas
As solucdes de BjV, rutina e rutina succinil foram preparadas como descrito no
capitulo 2, sendo que as rutinas também foram preparadas nas concentracdes de 7,2
mg/mL. Em relacdo ao tratamento com SAB, a administracdo do SAB foi realizada 1 hora
apos o envenenamento e utilizou-se a dose de 0,32 mL/kg p.v. por via intravenosa (i.v.).
A dose foi escolhida baseando-se no fato de que um mililitro do SAB € capaz de
neutralizar 5 mg do veneno de B. jararaca e a via intravenosa € via indicada para

administracdo do SAB em pacientes picados (96, 97).



132

5.1.4.2.Grupos e procedimentos experimentais

Os camundongos (30-35 g) foram aleatoriamente alocados nos grupos experimentais

descritos a seguir (n=3-8 animais/grupo/tempo de analise). Os grupos e procedimentos

experimentais estdo demonstrados nas Figuras 49-51. Os animais receberam por via

subcutanea (s.c.) na regido dorsal ou por via intravenosa (i.v.):

[EEN
1

Controle salina (controle negativo): 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de salina e apds
10 min, 4,0 mL/kg p.v., via i.v., de salina;

Controle rutina: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucéo de rutina e apds 10 min,
4,0 mL/kg p.v., via i.v., de salina;

Controle rutina succinil: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucdo de rutina succinil
e ap6s 10 min, 4,0 mL/kg p.v., via i.v., de salina;

BjV (controle positivo): 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucdo de BjV e apds 10
min, 4,0 mL/kg p.v., via i.v., de salina;

BjV + rutina: 8,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucdo de BjV pré-incubado com
rutina;

BjV + rutina succinil: 8,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucdo de BjV + rutina
succinil;

BjV — rutina: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solugdo de BjV e apo6s 10 min, 4,0
mL/kg p.v., via i.v., de rutina;

BjV — rutina succinil: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solucéo de BjV e apos 10
min, 4,0 mL/kg p.v., via i.v., de rutina succinil;

BjV — salina — SAB: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solugéo de BjV, apds 10
min, 2,0 mL/kg p.v., viai.v., de salina e apo6s 1 h da injecéo de BjV, 2,0 mL/kg

p.v., viai.v., de SAB,;
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10- BjV — salina — SAB: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solugdo de BjV, apds 10
min, 2,0 mL/kg p.v., viai.v., de salina e ap6s 1 h da injecéo de BjV, 2,0 mL/kg
p.v., viai.v., de SAB;

11-BjV — rutina — SAB: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solugdo de BjV, apds 10
min, 2,0 mL/kg p.v., via i.v., de rutina (7,2 mg/mL) e apds 1 h da injecdo de
BjV, 2,0 mL/kg p.v., via i.v., de SAB,;

12-BjV — rutina succinil — SAB: 4,0 mL/kg p.v., via s.c., de solugdo de BjV,
apos 10 min, 2,0 mL/kg p.v., via i.v., de rutina succinil (7,2 mg/mL) e ap6s 1

h da injecdo de BjV, 2,0 mL/kg p.v., via i.v., de SAB.

No momento de coleta de amostras (24 ou 48 h, tempos condizentes com a fase

cronica do envenenamento), os animais foram anestesiados e a eutanasia confirmada

como descrito acima para o envenenamento in vivo (capitulo 1).

Procedimentos experimentais - controles

0h 10 min 24 h 48 h
A L ] ] >
» Grupos: controles | | L | I 1
Salina Salina Anélise de hemorragia local; coleta de sangue
(s.c.) (i.v) e tecidos
Salina Rutina Analise de hemorragia local; coleta de sangue
(s.c.) (i.v) e tecidos
Salina R”t'."a!I Anélise de hemorragia local, coleta de sangue
(s.c) SU(FCIHI e tecidos
(i.v.)
» Grupo: controle positivo
: BjvV Salina Anélise de hemorragia local; coleta de sangue
- _— > —p ¢ e
4-BV (s.c) (i.v.) e tecidos

Figura 49: Representacdo esquematica dos grupos experimentais injetados com salina,
veneno, rutina ou rutina succinil, tempos de anélises e coleta de amostras.
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Procedimentos experimentais - rutinas

Oh 10 min 24 h 48 h
L _ L » »
> Grupos: pré-incubacio F ) ] H
. . BjV+rutina Anélise de hemorradia local; coleta de sangue
5- BjV+rutina —» (s.c) e tecidos
. . jV+ruti
6- BjV+rutina BV rl{tl_rll a Andlise de hemorragia local, coleta de sangue
succinil succini e tecidos
(s.c)
» Grupos: tratamento
- . BjvV Rutina Anélise de hemorragia local, coleta de sangue
7- BjV—rutina —» (sc) —_—> (iv) e tecidos
Bjv R”t'f“?I Anélise de hemorragia local; coleta de sangue
(s.c.) succini e tecidos

(iv)

Figura 50: Representacdo esquematica dos grupos experimentais injetados com salina,
veneno, rutina ou rutina succinil, tempos de analises e coleta de amostras.

Procedimentos experimentais — rutinas e SAB

» Grupos: tratamento Olh 10 Imm 1h 24h 48 h

BjV Salina SAB Andlise de hemorragia local; coleta de sangue
(s.c.) (iv) (iv) e tecidos

10- BjV — rutina BjV Rutina SAB Anélise de hemorragia local; coleta de sangue
— SAB ™ se) T i) > v e tecidos
: : . Rutina . - )

11- BjV — rutina BjV - inil —> SAB Anélise de hemorragia local; coleta de sangue
succinil — SAB (s.c) succini (i.v) e tecidos

(i.v)

Figura 51: Representacdo esquematica dos grupos experimentais injetados com salina,
veneno, rutina, rutina succinil ou SAB, tempos de analises e coleta de amostras.

5.1.4.3.Coleta de sangue e 6rgaos
Ap0s 24 ou 48 h da administracdo das solugdes controles ou com veneno, foi realizada
a coleta de sangue e tecidos dos animais. O sangue foi coletado como descrito

anteriormente para o envenenamento no capitulo 1.
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Os tecidos foram coletados somente dos animais 24 h e imediatamente imersos
RNAlater para analises génicas. Fragmentos de pele (ao redor do local de inoculagdo das
solucBes, dimensdo: 0,5-0,75 cm?) (63) e figado (50 mg) foram imersos em 500 pL de
RNAIlater (Invitrogen, EUA), imediatamente congelados utilizando gelo-seco e

armazenados a -80°C até as posteriores andlises.

5.1.4.4.Hemograma
As analises hematoldgicas e esfregacos sanguineos foram realizadas como descrito

no capitulo 1.

5.1.4.5.Dosagem de fibrinogénio plasméatico
A dosagem de fibrinogénio foi realizada como descrito anteriormente para o

envenenamento do capitulo 1.

5.1.4.6.Dosagem de capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante das amostras de plasma foi avaliada por ensaio
colorimétrico (124). Para isso, foram preparadas a mistura reativa 1 e a mistura reativa 2
e mantidos em banho-seco a 37°C. Aliquotas de plasma (5 pL, diluicdo 1:20) foram
adicionadas em cada poco da placa, seguidas por 95 pL de agua destilada e 150 pL da
mistura reativa 1. Os brancos de amostras consistiram de 5 pL de cada plasma, 95 uL de
agua destilada e 150 pL da mistura reativa 2. Para o branco reativo 1 foram adicionados
100 pL de salina e 150 puL da mistura reativa 2, ja para o branco reativo 2 foram
adicionados 100 pL de salina e 150 pL da mistura reativa 2. Como padrdo para a curva,
foi preparada uma solugéo de L-glutationa reduzida (GSH, Sigma G4251) 1mM, pH 7,0,

aliquotada e mantida a -20°C até a hora do uso para evitar perda de atividade. Essa solucéo
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estoque de GSH foi diluida em dgua destilada para a obtencéo das concentragdes da curva
padrdo de GSH: 12,5; 25; 50; 100; 150 e 300 uM; como branco da curva foi utilizada
agua destilada. Posteriormente, 100 pL de cada concentracdo foram adicionados e 150
pL da mistura reativa 1. O ensaio foi realizado em duplicatas e a cinética da absorbancia
foi monitorada a 450 nm a cada minuto durante 30 minutos.

Para a obtencdo das absorbancias finais das amostras, a média de cada branco de
amostra (com o valor do branco reativo 2 ja descontado) foi subtraida da respectiva
amostra (com o valor do branco reativo 1 ja descontado). Esses valores foram analisados
no software CurveExpert (verséo 1.4) utilizando a curva padrédo de GSH e multiplicados
por 20 (fator de diluicdo da amostra) para obter o valor em capacidade antioxidante,

expresso em mM de GSH.

5.1.4.7.Andlise de hemorragia local
A analise de hemorragia local foi realizada como descrito anteriormente para o

envenenamento do capitulo 2.

5.1.4.8.Expressao génica
A expressao génica foi realizada como descrito anteriormente para o envenenamento
do capitulo 2, sendo que para amostras de figado foram analisados os genes Fga, Stat3 e
Rplp0 e para as amostras de pele foram analisados os genes Hmox1 (codifica a proteina

heme oxigenasse 1) e RplpO.

5.1.5. Andlise estatistica

A distribuicdo normal e homocedasticidade dos resultados foram analisadas no

programa estatistico STATA™ versdo 10. Sempre que necessario, os dados foram
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transformados por algoritmos desse programa para obter distribuicdo normal e
homocedasticidade. Para anélise estatistica posterior dos resultados foram utilizados os
softwares SPSS (versdo 22), SigmaPlot (versédo 12.0) ou R (versdo 4.00). Para observar
diferengas estatisticas entre os grupos e tempos, foram empregados para os dados com
distribuicdo normal e homocedasticidade os testes analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguido pelo teste post-hoc Bonferroni para compara¢do de médias. Para os dados
ndo-paramétricos, foi empregado o teste Kruskal-Wallis e para a comparacao de médias
foi realizado o teste post-hoc de Dunn. Foram considerados significativos os resultados

com p< 0,05 e os dados foram expressos como média + erro padrdo médio (e.p.m.).
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5.2.RESULTADOS

5.2.1. Os tratamentos com as rutinas e/ou SAB normalizam os pardmetros

hemostaticos e de estado redox

A contagem de leucdcitos circulantes ndo apresentou alteracdes significativas em 24
h, exceto pelo aumento de leucécitos no grupo BjV (p< 0,050 comparado ao controle
salina, Figura 52), que foi diminuido pela administracdo de rutina succinil e SAB (grupo
BjV—rutina succinil—SAB, p< 0,001 comparado ao BjV). Esse resultado demonstra
uma resposta inflamatoria prolongada induzida pelas SVMP do BjV e combatida pelo

tratamento com as rutinas e/ou SAB.
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Figura 52: contagem de leucocitos totais em camundongos 24 h apds a administracéo de
salina, rutina, rutina succinil, BjV ou SAB (soro antibotropico). Foi utilizado o teste de
ANOVA de uma-via, seguido por teste post-hoc Bonferroni, * p< 0,05 e ** p< 0,001
quando comparado ao grupo controle salina; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado
ao grupo BjV. Dados expressos como média + e.p.m. (n= 3-7/grupo).
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J& para os valores eritrocitarios, - contagem de eritrécitos (Figura 53a), hemoglobina
(Figura 53b) e hematdcrito (Figura 53c) - podem ser observadas diminuic6es de 20-30%
nesses parametros em 24 h nos animais envenenados quando comparados ao controle (p<
0,050), exceto pelos animais que receberam SAB ou rutina succinil sequida por SAB que
ndo apresentaram diferengas na contagem de eritrocitos (p= 0,0801 e p= 0,1021,
respectivamente). Ja os animais administrados com BjV pré-incubado com a rutina
succinil apresentaram parametros eritrocitarios similares ao controle salina (p= 1,000) e
diferentes do grupo BjV em 24 h (p< 0,050). Resultados similares também foram
observados nos modelos de envenenamento sistémico moderado e grave (Capitulo 1), o
que indica que a pré-incubacdo do veneno com a rutina succinil é capaz de inibir a queda

de eritrocitos em diferentes modelos de envenenamento.
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Figura 53: (a) contagem de eritrocitos, (b) hemoglobina e (c) hematdcrito em
camundongos 24 h apds a administracdo de salina, rutina, rutina succinil, BjV ou SAB
(soro antibotropico). Foi utilizado o teste de ANOVA de uma-via, seguido por teste post-
hoc Bonferroni, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao grupo controle salina; #
p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado ao grupo BjV. Dados expressos como media +
e.p.m. (n= 3-7/grupo).
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O envenenamento induziu a diminui¢do da contagem plaquetéria (Figura 54a) de 62-
73% em 24 h nos animais envenenados (BjV) e nos envenenados tratados com as rutinas
(p< 0,050). Em 24 h, a rutina succinil pré-incubada com o BjV induziu uma melhora na
contagem plaquetéria (p= 0,1635 comparado ao controle). Como esperado, o tratamento
com o SAB foi eficaz na recuperacdo da plaguetopenia, mostrando resultados similares
ao controle (p=1,000).

Ap0s 24 h, os animais envenenados continuaram apresentando diminuicéo de 58-72%
nos niveis de fibrinogénio plasmatico (Figura 54b) tanto no grupo BjV quanto no grupo
BjV+rutina succinil (p< 0,050). Ja o tratamento dos animais envenenados com SAB e/ou
com as rutinas foi eficaz em normalizar os niveis de fibrinogénio plasmético (p=0,8924
para BjV—rutina succinil ¢ p= 1,000 para os demais grupos comparados ao controle).

Similarmente, o BjV reduziu a capacidade antioxidante total no plasma — um
parametro do estado redox — em 24 h (p< 0,050, Figura 54c). Somente a administracao
da rutina ou do SAB foi capaz de aumentar os niveis de antioxidantes, no entanto, 0s
animais tratados com as rutinas e SAB apresentaram uma capacidade antioxidante mais
elevada (p< 0,050 comparado ao controle salina e p< 0,001 comparado ao BjV).

Os resultados demonstram que a soroterapia € eficaz em relacdo aos distarbios
sistémicos provocados pelo envenenamento e induz a recuperacdo da plaquetopenia,
hipofibrinogenemia e desbalanco redox ja em 24 h. Ja o tratamento somente com a rutina
foi capaz de induzir a recuperacdo dos niveis de fibrinogénio e capacidade antioxidante
total. Congruentemente, os resultados de fibrinogénio e capacidade antioxidante

mostraram-se correlacionadas (r= 0,840, p< 0,001).
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Figura 54: (a) contagem de plaquetas, (b) fibrinogénio plasmatico e (c) capacidade
antioxidante total em camundongos 24 h apds a administracdo de salina, rutina, rutina
succinil, BjV ou SAB (soro antibotropico). Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido
por teste post-hoc Dunn (plaquetas e fibrinogénio) e o teste de ANOVA de uma-via,
seguido por teste post-hoc Bonferroni (capacidade antioxidante), * p< 0,05 e ** p< 0,001
guando comparado ao grupo controle salina; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado
ao grupo BjV. Dados expressos como média + e.p.m. (n= 3-7/grupo).
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5.2.2. As rutinas sdo eficazes no tratamento da lesdo hemorrégica no

envenenamento

As rutinas demonstram auxiliar na recuperacdo da hemostasia por agirem tanto em
pardmetros hematoldgicos quanto em parédmetros da coagulacdo afetados pela agdo
sisttmica do envenenamento. Visto que o BjV apresenta uma caracteristica acao
hemorragica e a importancia do tratamento dos sangramentos e lesdes locais em pacientes
picados, foi avaliado o potencial das rutinas e SAB frente a lesdo local hemorrégica
induzida pelo veneno.

O envenenamento induziu o desenvolvimento de lesdo local hemorragica (p< 0,050
comparado ao controle salina), determinada pela area hemorrégica (Figura 55a) e pela
andlise da intensidade e &rea hemorréagicas (unidades arbitrarias hemorréagicas, HaU,
Figura 55b). A anélise desses dois diferentes pardmetros é importante para a averiguagdo
dos diferentes aspectos da hemorragia (Figura 55-56), assim como a eficacia de seus
possiveis tratamentos.

Todos o0s animais envenenados apresentaram hemorragia exceto pelo grupo
BjV+rutina succinil, como ja observado nos outros modelos experimentais descritos no
presente trabalho. O tratamento com o SAB ou com as rutinas induziu a reducéo de 15-
21% da hemorragia em 24 h, exceto pelo grupo BjV—rutina succinil-SAB que reduziu
somente 5% e o grupo BjV+rutina que apresentou a maior reducdo de 31%. Ja em relacéo
a area hemorragica, 0s animais envenenados e envenenados tratados somente com rutina
demonstraram aumento da area hemorragica (p< 0,050), que foi reduzida em 22-23% com

0 tratamento com as rutinas e posteriormente o SAB.
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Figura 55: (a) area hemorragica e (b) hemorragia local (unidades hemorréagicas =
intensidade e &rea da hemorragia) em camundongos 24 h ap6s a administracao de salina,
rutina, rutina succinil, BjV ou SAB (soro antibotropico). Foi utilizado o teste Kruskal-
Wallis, seguido por teste post-hoc Dunn, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao
grupo controle salina; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado ao grupo BjV. Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 3-7/grupo).
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Figura 56: imagens representativas da hemorragia em camundongos 24 h apés a
administracdo de salina, rutina, rutina succinil, BjV ou SAB (soro antibotr6pico).



146

5.2.3. A rutina induz a expressdo génica de fibrinogénio e heme-oxigenase

Visto que a rutina foi capaz de estimular o aumento de fibrinogénio plasmatico,
mostrou-se importante verificar se esse aumento estava associado a indugdo em nivel
transcricional. O envenenamento induziu um aumento discreto de 22-25% na expresséo
de Stat3 (Figura 57b) e Fga (Figura 57a) no figado, no entanto os animais tratados com
SAB nao apresentaram diferencas nesses parametros. Ja a rutina foi capaz de induzir um
aumento de 42-74% na expressao de Stat3 e 83-110% na expressdo de Fga. Ja em relacdo
as alteracdes locais, ao analisar a expressdo de Hmox1 — gene que codifica a proteina
heme-oxigenase 1 —no local de injecéo do BjV foi observado que os animais envenenados
apresentaram aumento de Hmox1 (Figura 57c), sendo que a maior intensidade foi
observada nos grupos tratados com rutina succinil e com SAB, especialmente o grupo
BjV—rutina—SAB (p< 0,050 comparado ao controle salina ou BjV). Os grupos de
animais envenenados que apresentaram maiores niveis de Hmox1 também apresentaram
menores areas hemorragicas, demonstrando uma possivel associacdo entre esses

parametros.
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Figura 57: quantidade relativa de RNA dos genes (a) Fga (figado), (b) Stat3 (figado) e
(c) Hmox1 (pele) em camundongos 24 h ap6s a administracdo de salina, rutina, rutina
succinil, BjV ou SAB (soro antibotropico). Foi utilizado o teste de ANOVA de uma-via,
seguido por teste post-hoc Bonferroni, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao
grupo controle salina; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado ao grupo BjV. Dados
expressos como media £ e.p.m. (n= 3/grupo).

5.2.4. As rutinas estimulam a recuperacdo dos disturbios locais e

sistémicos induzidos pelo envenenamento em 48 h

A fim de avaliar se o tratamento com as rutinas é capaz de manter e acelerar a
recuperacdo dos distdrbios hemostaticos locais e sistémicos do envenenamento foi
analisado o tempo de 48 h ap6s 0 envenenamento.

Apo0s 48 h da injecdo do BjV a contagem de leucdcitos dos animais envenenados foi

similar a dos controles (p= 1,000, Figura 58), diferentemente do observado em 24 h.



148

Assim como em 24 h, os valores eritrocitarios dos animais envenenados mantiveram-se
reduzidos em relagdo ao controle salina (p< 0,050, Figura 59).

A administracdo da soroterapia normalizou a contagem plaquetéaria j& em 24 h,
seguindo 0 mesmo padrdo em 48 h, mostrando resultados similares ao controle (p= 1,000,
Figura 60a). Ja a administracdo das rutinas (pré-incubacdo ou tratamento) induziu a
recuperacdo na contagem plaquetéria em 48 h e os animais ndo apresentaram diferencas
do controle salina (p= 0,5835 para BjV—rutina succinil e p= 1,000 para os outros grupos).

Mesmo né&o apresentando diferencas significativas com o controle, em 48 h o
fibrinogénio plasmatico (Figura 60b) ainda apresentou diminuicéo de 21-29% nos grupos
BjV, BjV+rutina succinil e BjV—rutina succinil, diferentemente dos grupos que
receberam rutina (BjV+rutina ¢ BjV—rutina) que apresentaram somente 3-6% de
diminuigdo. Os animais que receberam SAB n&o apresentaram diminuicdo de
fibrinogénio e demonstraram niveis maiores que o grupo BjV (p< 0,050). Desse modo, é
possivel observar que a recuperacao do fibrinogénio plasmatico seguiu 0 mesmo padrao
nos dois tempos cronicos de envenenamento avaliados.

Apdbs 48 h do envenenamento, os niveis de capacidade antioxidante se mostraram
estabilizados, ndo havendo diferenca entre animais envenenados e animais controle (p=
1,000, Figura 60c) e sendo que o grupo BjV—rutina succinil—=SAB apresentou niveis
ainda maiores, diferindo do grupo BjV (p< 0,050). Assim como observado em 24 h, em
48 h a capacidade antioxidante mostrou correlacdo significativa com os niveis de
fibrinogénio plasmatico (r= 0,736, p< 0,001).

Os animais envenenados apresentaram reducdo da &rea e intensidade da hemorragia
(Figuras 61-62) em 48 h comparados a 24 h, no entanto ainda diferiram do controle salina
(p< 0,050 para area e p< 0,001 para hemorragia total). A soroterapia nao foi eficaz para

reduzir a hemorragia em 48 h (p< 0,050 comparado ao controle salina), demonstrando
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que a inibicdo direta do BjV ndo € suficiente para recuperar a lesdo hemorrégica. No
entanto, a administragdo de rutina e rutina succinil reduziram a hemorragia em 28-42%
comparado ao grupo BjV, ndo diferindo dos animais controle.

Esses resultados indicam que o tratamento com o SAB acelera o processo de
recuperacdo de pardmetros hemostaticos, como contagem plaquetéria e fibrinogénio
plasmatico, porém a administragdo das rutinas também se mostrou eficaz mesmo quando
administradas sem o0 SAB. Ademais, o0 soro antibotropico realmente possui uma limitacao
quanto ao tratamento dos efeitos locais do envenenamento e que tanto a rutina quanto a
rutina succinil sdo capazes de agir como componentes anti-hemorragicos, auxiliando no
processo de recuperacdo do organismo. Foi possivel observar que a rutina é eficaz
independentemente de sua via de administragdo, mas aparenta ter uma acdo mais rapida
quando injetada no mesmo local do veneno e as rutinas tem eficicia tanto quando
administrada sozinha como tratamento quanto quando usada como agente auxiliar a

soroterapia.
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Figura 58: contagem de leucocitos em camundongos 48 h apds a administracao de salina,
rutina, rutina succinil, BjV ou SAB (soro antibotropico). Foi utilizado o teste de ANOVA
de uma-via, seguido por teste post-hoc Bonferroni. Dados expressos como média + e.p.m.
(n= 3-5/grupo).
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Figura 59: (a) contagem de eritrocitos, (b) hemoglobina e (c) hematdcrito em
camundongos 48 h apds a administracdo de salina, rutina, rutina succinil, BjV ou SAB
(soro antibotropico). Foi utilizado o teste de ANOVA de uma-via, seguido por teste post-
hoc Bonferroni, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao grupo controle salina; #
p< 0,05 quando comparado ao grupo BjV. Dados expressos como média = e.p.m. (n= 3-
5/grupo).
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Figura 60: (a) contagem de plaquetas, (b) fibrinogénio plasmatico e (c) capacidade
antioxidante total em camundongos 48 h apds a administracdo de salina, rutina, rutina
succinil, BjV ou SAB (soro antibotropico). Foi utilizado o teste de ANOVA de uma-via,
seguido por teste post-hoc Bonferroni (plaquetas e fibrinogénio) e o teste Kruskal-Wallis,
seguido por teste post-hoc Dunn (capacidade antioxidante), * p< 0,05 quando comparado
ao grupo controle salina; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado ao grupo BjV. Dados
expressos como meédia + e.p.m. (n= 3-5/grupo).
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Figura 61: (a) area hemorragica e (b) hemorragia local (unidades hemorragicas =
intensidade e area da hemorragia) em camundongos 48 h ap6s a administracao de salina,
rutina, rutina succinil, BjV ou SAB (soro antibotrépico). Foi utilizado o teste Kruskal-
Wallis, seguido por teste post-hoc Dunn, * p< 0,05 e ** p< 0,001 quando comparado ao
grupo controle salina; # p< 0,05 e ## p< 0,001 quando comparado ao grupo BjV. Dados
expressos como média + e.p.m. (n= 4-9/grupo).
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Figura 62: imagens representativas da hemorragia em camundongos 48 h apds a
administracdo de salina, rutina, rutina succinil, BjV ou SAB (soro antibotropico).
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5.3.DISCUSSAO

O reconhecimento do envenenamento ofidico como uma prioridade dentre as doencas
tropicais negligenciadas pela Organizagdo Mundial da Saude acarretou a organizacao de
um plano estratégico global com o objetivo de melhorar a prevencéo, tratamento e
recuperacdo de vitimas envenenadas. Dentre as diversas etapas elencadas podem ser
citadas as melhorias do tratamento das vitimas, tanto por melhorar a qualidade e
disponibilizacdo de antivenenos quanto pela busca de novos agentes terapéuticos (206).

O soro antiofidico derivado de imunoglobulinas animais é o tratamento oficial para
picadas de serpentes (45), como o0 soro antibotropico que é o Unico medicamento
aprovado para o tratamento de envenenamento por serpentes Bothrops. A soroterapia é
eficaz para neutralizar as toxinas presentes no veneno e assim, 0s pacientes picados por
B. jararaca apresentam uma rapida recuperacao (6 — 18h) dos parametros hemostéaticos
apos a administracdo do soro anti-botrépico (98), como observado nos resultados desse
estudo. Sabe-se que a hipofibrinogenemia no envenenamento por B. jararaca ndo possui
correlacdo com a plaquetopenia, no entanto, pacientes que apresentam plagquetopenia e
hipofibrinogenemia simultaneamente sdo mais propensos ao desenvolvimento de
sagramentos sistémicos (57, 58, 63, 64). No entanto, ja foi demonstrado que mesmo
pacientes picados com contagem plaquetaria e niveis de fibrinogénio normais também
podem desenvolver sangramentos sistémicos (64).

A plaquetopenia induzida pelo BjV néo é causada pela acdo de SVMP, SVSP e lesdo
local hemorragica (63), como demonstrado no capitulo 2 e seus mecanismos estdo sendo
atualmente estudados pelo nosso grupo. Ademais, ja foi demonstrado que em situagdes
pro-inflamatorias, as plaquetas tem papel fundamental na preservacdo da integridade da
microcirculacdo em diversos 6rgdos, como pele e pulméo, preservando sua funcgdo

fisiologica (207). Desse modo, a recuperagdo dos pardmetros hemostaticos pela
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administracdo das rutinas pode ser uma estratégia importante para melhorar a recuperagao
apos o0 envenenamento, até mesmo em situa¢es com indisponibilidade de soroterapia.

Além de desafios de armazenamento e disponibilizagdo do soro antiofidico, sabe-se
que a soroterapia apresenta limitacbes quanto a efeitos secundérios e locais do
envenenamento (82, 97, 98, 101) e como foi demonstrado, é preciso considerar a
complexa interacdo das alteracdes fisiopatoldgicas induzidas pelo envenenamento. Os
efeitos locais do envenenamento botropico representam um desafio no tratamento de
pacientes picados, ja que seu rapido desenvolvimento leva a ndo serem completamente
combatidos pelo soro antibotrépico. Essa acdo também ja foi avaliada com uso de
modelos experimentais, que permitiram compreender que a ineficacia do antiveneno no
dano local esta relacionada com a inabilidade do soro antiofidico atingir e se distribuir
pelos tecidos danificados, assim como sua incapacidade em de neutralizar mediadores
enddgenos responsaveis pelas alteragdes locais (61, 82, 85, 97, 98, 101).

A complexidade do tratamento de envenenamentos é agravada pelo tempo entre a
picada e o inicio da soroterapia (61, 82, 85, 97, 98, 101), no entanto com base em nossos
resultados, a rutina e rutina succinil se mostram compostos eficazes para serem utilizadas
como tratamentos auxiliares antes da soroterapia, permitindo a assisténcia terapéutica a
pacientes de forma mais rapida.

Diversos estudos ja demonstraram o uso de extratos de plantas ou compostos naturais
isolados no envenenamento em relagdo aos distdrbios hemostaticos e locais, como a
hemorragia. As a¢Oes desses compostos j& foram relacionadas com a sua capacidade de
inibir componentes do veneno, de quelar ions metalicos e agir como antioxidante (66,
130, 131) (183-186). E preciso considerar que esses estudos ressaltam limitagdes desse
uso, como a eficacia dos compostos quando administrados como tratamentos de forma

sisttmica. Com base nos resultados do presente estudo, a indugéo do gene do fibrinogénio
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e Stat3 pela rutina pode estar associado ao aumento dos niveis de fibrinogénio plasmatico,
visto que esses genes estdo relacionados com a sintese hepética do fibrinogénio e que ja
foi demonstrada a sintese coordenada das cadeias de fibrinogénio no envenenamento (99,
100). E preciso considerar que a correlacio entre os niveis de fibrinogénio e a capacidade
antioxidantes total j& foi descrita anteriormente no envenenamento (66), como também
observado nos dados de 24 e 48 h e pode estar associada a capacidade de antioxidantes
protegerem o fibrinogénio de danos oxidativos (208, 209). J& em relacdo as alteracBes
locais, a heme oxigenase 1 (codificada pelo gene Hmox1) é uma enzima com acdes
antioxidantes e anti-inflamatérias, possuindo papel importante na resolucdo da
inflamacdo e reparo tecidual (210, 211). Com base nos resultados, é possivel inferir que
0 aumento na sintese local de Hmox1 poderia ser beneficial para conter a reacdo proé-
inflamatoria induzida pelo veneno e auxiliar na recuperacao da lesdo hemorragica. No
entanto, os mecanismos de acdo das rutinas no envenenamento podem estar relacionados
com a sinergia de suas atividades visto que a rutina age como um composto anti-
inflamatdrio, antioxidante, protetor de vasos sanguineos, pro-hemostatico, entre outras.
Visto que sdo biomoléculas pequenas, de baixa toxicidade, com amplo espectro de
acdes, baixo custo e mostram-se eficazes contra os efeitos deletérios do veneno, as rutinas
demonstram grande potencial como agentes complementares a soroterapia no

envenenamento botrépico.
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5. CONCLUSAO

1. A rutina succinil apresenta maior solubilidade em agua que a rutina, mantendo as
atividades caracteristicas da rutina, como antioxidante e inibidora da PDI. No
entanto a rutina succinil é capaz de agir como anticoagulante in vitro e inibir
diretamente a acdo de metaloproteinases quando pré-incubada com o BjV.

2. A endotoxemia e envenenamento apresentam similaridade, como ativagdo da
coagulacgdo, plaguetopenia, resposta inflamatéria e resposta de fase aguda, no
entanto diferentemente da endotoxemia, essas alteracfes no envenenamento nao
sdo mediadas pelo TF. Ademais, as rutinas agiram como antioxidantes nos dois
modelos, porém de modo limitado na endotoxemia.

3. Em camundongos, as serinaproteases sdo responsaveis pela coagulopatia de
consumo induzida pelo envenenamento e ja as metaloproteinases séo responsaveis
pela resposta inflamatdria e inducdo da hemorragia local.

A rutina e rutina succinil possuem mecanismos de acdo diferentes no
envenenamento, no entanto as rutinas séo capazes de acelerar a recuperacdo de
parametros hemostaticos e da hemorragia induzida pelo BjV tanto quando
administradas sozinhas quanto coadjuvantes a soroterapia. Desse modo, as rutinas
demonstram grande eficacia em combater os efeitos deletérios do envenenamento
e estimular a recuperacdo do organismo. Estudos futuros serdo importantes para
determinar o potencial das rutinas em outros modelos animais e aplicagdo para

tratamentos de pacientes picados.
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