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Resumo

As serpentes do género Bothrops sé@o alvos de estudos no Brasil devido a sua
distribuicdo geografica e causas de acidentes ofidicos. Elas s&o responsaveis
pelos acidentes ofidicos de maior importancia epidemiolégica no pais.
Geralmente, o envenenamento botropico esta associado com manifestacfes
locais e sistémicas complexas, tais como dor, edema, hemorragia local, necrose
tecidual, disturbios hemostaticos, hemorragia sistémica e alteracbes
cardiovasculares. As peconhas ofidicas constituem uma mistura complexa de
proteinas e peptideos, compostos organicos de baixo peso molecular e
compostos inorganicos. A fracdo protéica compreende aminotransferases,
acetilcolinesterases, hialuronidases, L-aminoacido-oxidases, fosfolipases A,
metaloproteases, serinoproteases, lectinas, desintegrinas, entre outros. Alguns
desses compostos protéicos, enzimaticos ou ndo enzimaticos, sdo capazes de
degradar componentes da matriz extracelular, ativar ou inibir fatores de
coagulacdo, bem como interagir com receptores plaquetarios, provocando
distarbios hemostéticos, tais como incoagulabilidade sanguinea, hemorragia e
trombose. Devido ao seu interesse meédico, esses compostos hemostaticamente
ativos tém sido isolados de peconha de serpentes e estudados como potenciais
alvos terapéuticos no tratamento e diagnostico de doencas tromboembdlicas. O
presente trabalho teve como objetivo purificar e caracterizar uma toxina da
peconha da serpente Bothrops moojeni. A sua caracterizagdo compreendeu:
avaliacdo de seu grau de pureza e de sua massa molecular; sequenciamento de
sua regido N-terminal; determinacdo de sua atividade proteolitica sobre o
fibrinogénio e azocaseina; caracterizacdo de suas atividades hemorragica,
anticoagulante e coagulante; caracterizacdo de sua acdo sobre a agregacao
plaguetaria e inducéo de dor e edema. Os objetivos foram cumpridos e resultaram
no isolamento de um inibidor da agregacao plaquetaria, denominado Bmoo-Agg.
A toxina apresentou um efeito inibitério especifico sobre a agregacéao plaguetaria

induzida por ristocetina e epinefrina em plasma humano rico em plaquetas.

Palavras-chave: peconha de serpentes, Bothrops moojeni, hemostasia,

agregacéao plaquetéria.
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Abstract

Bothrops snakes are targets of studies in Brazil due to its geographical distribution
and accidents occurrence. They are responsible for the most serious cases of
snakebite in the country. Bothrops envenomations are often associated with
complex local and systemic manifestations, including pain, edema, local
hemorrhage, myonecrosis, hemostatic disorders, systemic bleeding and
cardiovascular disorders. Snake venoms comprise a complex mixture of proteins
and peptides and low molecular mass organic and inorganic components. The
protein fraction comprises aminotransferases, acetylcholinesterases,
hyaluronidases, L-amino acid oxidases, phospholipases A;, metalloproteinases,
serine proteases, lectins, disintegrins, among others. Some of these protein
components, enzymatic or non-enzymatic, are able to hydrolyse components of
the extracellular matrix, activate or inhibit blood coagulation factors and interact
with platelet receptors, causing hemostatic disorders such as incoagulability,
hemorrhage and thrombosis. Due to their medical interest, these hemostatically
active components have been isolated from snake venom and studied as potential
therapeutic targets for the treatment and diagnosis of thromboembolic diseases.
The present study aimed to purify and characterize a toxin from Bothrops moojeni
snake venom. The characterization included: evaluation of its purity and molecular
mass, N-terminal sequencing, determination of its proteolytic activity upon
azocasein and fibrinogen, characterization of its hemorrhagic, anticoagulant and
coagulant activities, characterization of its activity upon platelet aggregation and
induction of pain and edema. The objectives were resolved and resulted in the
isolation of a platelet aggregation inhibitor, designated Bmoo-Agg. The toxin
showed a specific inhibitory effect on platelet aggregation induced by epinephrine

and ristocetin in human platelet-rich plasma.

Keywords: snake venom, Bothrops moojeni, hemostasis, platelet aggregation.
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Capitulo |

Fundamentacao tedrica



1. Serpentes brasileiras

As serpentes sdo classificadas no reino Animalia, filo Chordata, subfilo
Vertebrata, classe Reptilia, subclasse Lepdosauria, ordem Squamata, subordem
Serpentes. Existem serpentes em quase todos os ambientes do globo terrestre,
sao animais muito bem adaptados e abundantes, somando aproximadamente 3
mil espécies no mundo, distribuidas em cerca de 465 géneros e 20 familias
(HICKMAN et al., 2004). No Brasil foram catalogadas 386 espécies de serpentes,
das quais cerca de 60 sdo peconhentas e despertam interesse na saude publica
(BERNILS e COSTA, 2012).

Frey Vogel e Perret (1973) definiram as serpentes pegonhentas como
aguelas que produzem substancias toxicas biologicamente ativas para outros
organismos em glandulas bucais modificadas, inoculando essas toxinas na vitima
por meio de presas, localizadas na regido anterior da maxila, ligadas a glandula
por um ducto. Aquelas que n&do apresentam o aparato inoculador de peconha nao
sdo peconhentas, mas podem provocar ferimentos graves por estrangulamento
ou infeccdo (CARDOSO et al., 2003). Acidentes causados por serpentes nao
peconhentas sao relativamente frequentes, porém ndo determinam acidentes
graves, na maioria dos casos e, por isso, sdo considerados de menor importancia
médica (Secretaria de Vigilancia em Saude, MS, 2009). No Brasil, as serpentes
peconhentas estédo distribuidas em duas principais familias: Elapidae e Viperidae
(FUNASA, 2001).

A familia Elapidae compreende 55 géneros, entre eles o género Micrurus
(Figura 01), principal representante de importancia médica da familia Elapidae,
com cerca de 34 espécies e subespécies distribuidas por todo o territério nacional
(BERNILS e COSTA, 2012; BUCARETCHI, 2006). S&0 conhecidos popularmente
por coral, coral verdadeira ou boicora, e sdo animais de pequeno e médio porte
com tamanho em torno de 1,0 metro. Apresentam um padréo de cor caracteristico
em anéis vermelhos, brancos e pretos em diferentes combinagfes. Essas
serpentes nao apresentam fosseta loreal e, além disso, possuem dentes
inoculadores pouco desenvolvidos fixos na regido anterior da maxila e pequena
abertura bucal, caracteristica de denticdo proteroglifa (FUNASA, 2001). Devido a
essas caracteristicas e ao seu habito fossorial (vivem enterradas, habitando,

preferencialmente, buracos), os acidentes sdo mais raros, cerca de 0,7%, e,



geralmente, ocorrem somente quando essas serpentes Ssdo manuseadas
intencionalmente (Secretaria de Vigilancia em Saude, MS, 2009). Em todo o pais,
existem serpentes ndo peconhentas (falsas-corais) que mimetizam a coloracéo
das corais verdadeiras (FUNASA, 2001).

Figura 01: Exemplar da espécie Micrurus filiformis (Fonte: PARDAL et al., 2010).

A familia Viperidae é representada por trés sub-familias: Azemiopinae,
Viperinae e Crotalinae, sendo que todas as espécies de viperideos presentes na
América do Sul pertencem a sub-familia Crotalinae (ZUG et al., 2001).

As serpentes da familia Viperidae representam o grupo mais importante de
serpentes para a saude publica, pois séo responsaveis pela maioria dos acidentes
ofidicos registrados no Brasil (AZEVEDO-MARQUES et al., 2003). Essas
serpentes sdo facilmente identificadas pela cabeca triangular, recoberta por
pequenas escamas de aspecto similar as do corpo, além da presenca de fosseta
loreal (FUNASA, 2001). A familia Viperidae apresenta denticdo solendglifa,
caracterizada por presas moéveis, muito desenvolvidas e localizadas na regido
anterior da maxila (que se projetam para frente no momento do ataque). As
presas sao canaliculadas e ligadas através de ductos a glandulas de peconha, o
gque garante maior eficiéncia na inoculacédo da mesma (LOPES, 2008).

A subfamilia Crotalinae possui 36 espécies e subespécies representadas
pelos géneros Bothrocophias, Bothrops, Crotalus e Lachesis (BERNILS e COSTA,
2012).



O género Lachesis é representado apenas pela espécie L. muta (Figura
02), com duas subespécies predominantes: L. muta muta e L. muta rhombeata
(ZAMUDIO e GREENE, 1997). Sao popularmente conhecidas por surucucu,
surucucu-pico-de-jaca, surucutinga, malha-de-fogo e sdo as maiores serpentes
peconhentas das Américas, podendo atigir até 3,5 metros. Habitam ambientes
florestais como Amaz6nia, Mata Atlantica e matas Umidas do Nordeste (FUNASA,
2001).

Figura 02: Exemplar da espécie Lachesis muta (Fonte: BERNANDE e GOMES, 2012).

As serpentes do género Crotalus sdo representadas no Brasil por uma
Unica espécie, C. durissus (Figura 03), distribuidas em seis subespécies: C. d.
cascavella, C. d. collilineatus, C. d. dryinas, C. d. marajoensis, C. d. ruruima e C.
d. terrificus (Figura 03) (BERNILS e COSTA, 2012). Popularmente s&o
conhecidas por cascavel, cascavel-quatro-ventas, boicininga, maracamboia,
maraca e outras denominacdes. S840 encontradas em campos abertos, areas
secas e raramente na faixa litoranea (FUNASA, 2001). As serpentes do género
Crotalus sao facilmente identificadas pela presenca de guizo ou chocalho na

extremidade caudal (Secretaria de Vigilancia em Saude, MS, 2009).



Figura 03: Exemplar da espécie Crotalus durissus terrificus (Fonte: DA SILVA et al., 1999).

O género Bothrops (incluindo Bothrocophias) representa o grupo mais
importante de serpentes peconhentas brasileiras, com cerca de 30 espécies e
subespécies, distribuidas por todo o territério nacional (BERNILS e COSTA, 2012;
Secretaria de Vigilancia em Saude, MS, 2009). Este género possui cauda lisa e
suas cores variam muito dependendo da espécie e da regido onde vivem
(CARDOSO et al., 2003). Popularmente sdo chamadas de jararaca, jararacucu,
urutu-cruzeira, comboOia, caicaca, dentre outras denominacbes. Habitam
preferencialmente ambientes imidos como matas e areas cultivadas, zonas rurais
e periferias de grandes cidades, e locais onde haja proliferacdo de roedores. S&o
serpentes de habitos noturnos ou crepusculares, apresentam comportamento
agressivo quando ameacadas e atacam sem provocar ruidos (FUNASA, 2001).

A serpente B. moojeni, descrita por Hoge (1966), conhecida popularmente
como caigaca, € a principal espécie encontrada no cerrado brasileiro, distribuindo-
se desde o Parana até o Maranhéo (Figura 04). Sdo animais de porte médio, com
tamanho em torno de 1,5 metro, apresentam comportamento agressivo e sao
capazes de se adaptar bem a ambientes modificados (areas alteradas fora da
reserva) (Secretaria de Vigilancia em Saude, MS, 2009). Desempenham funcao
de predador generalista, alimentando-se de pequenos mamiferos, aves, lagartos,
serpentes e anfibios (MARTINS et al., 2002). Habitam preferencialmente campos
e cerrados e apresentam habitos noturnos e terrestres, escondendo-se em tocas
e troncos ocos. A espécie € vivipara e possui reproducdo sazonal, tendo uma
Unica ninhada por ano, no inicio da estacado chuvosa, entre dezembro e janeiro.

Vivem em média 15 anos (AVILA, 2003). Na regido sudeste do Brasil,



especificamente nos municipios do Triangulo Mineiro, essa espécie é responsavel

pela maioria dos acidentes botrépicos (DA SILVA et al., 2003).

Figura 04: (A) Exemplar da espécie B. moojeni (Fonte: SAWAYA et al., 2008). (B)
Distribuicdo geografica da espécie B. moojeni no Brasil (Fonte: FUNASA, 2001).

2. Acidentes Ofidicos

Os acidentes ofidicos representam grave problema de salde publica,
principalmente em regides tropicais do mundo, devido a alta frequéncia com que
ocorrem (PINHO e PEREIRA, 2001). Em geral, sua ocorréncia esta relacionada a
fatores climéaticos e ao aumento da atividade dos trabalhadores no campo. Nas
épocas de calor e chuva, que coincide com o periodo de maior atividade do
homem no campo, ocorre um aumento do nimero de casos. Além disso, 0 sexo
masculino, na faixa etaria de 15 a 49 anos, € o mais acometido, o que
corresponde ao grupo etario onde se concentra a forca de trabalho. Os membros
inferiores (pés e pernas) sdo mais atingidos (FUNASA, 2001; Secretaria de
Vigilancia em Saude, MS, 2009).

Entre os paises sul-americanos, o Brasil € o que apresenta maior nimero
de acidentes/ano (MEBS, 1981). No ano de 2012 foram notificados pelo Sistema
de Informagcdo de Agravos de Notificagdo (SINAN, 2012) 139.772
envenenamentos por animais peconhentos, dentre 0s quais as serpentes
contribuiram com 28.645 casos. De acordo com Bochner e Struchiner (2003),
desde os trabalhos de Vital Brazil, a média anual & de cerca de 20.000 acidentes
ofidicos por ano.



Dos acidentes ofidicos notificados no pais em 2012, 20.582 (71,85%) foram
causados por serpentes do género Bothrops, 2.233 (7,79%) por serpentes do
género Crotalus, 872 (3,04%) por serpentes do género Lachesis, 239 (0,83%) por
serpentes do género Micrurus, 1.249 (4,36%) por serpentes ndo peconhentas e
em 3.470 (12,11%) casos, a serpente nao foi identificada (SINAN, 2012). Isso
demonstra a importancia epidemiolégica do acidente botrépico para o pais
(FUNASA, 2001). Dentre esses acidentes, 125 (0,44%) evoluiram para Obito
(SINAN, 2012). O maior indice de letalidade corresponde ao género Crotalus com
1,87%, e o menor, ao género Bothrops, que corresponde a 0,31% (FUNASA,
2001). A gravidade do acidente depende da quantidade de pecgonha inoculada,
espécie e tamanho da serpente envolvida e presenca de patdégenos na boca da
serpente. ldade e tamanho da vitima, regido acometida e tratamento recebido
também séo fatores determinantes (RUSSEL, 1973; Secretaria de Vigilancia em
Saude, MS, 2009).

A elevada toxicidade do acidente crotalico € decorrente da atividade
neurotdxica da peconha. Essa atividade neurotdxica provoca o aparecimento de
“facies miasténica”, na qual se evidencia, dentro das primeiras horas, ptose
palpebral, oftalmoplegia, dificuldade de acomodacao (visdo turva) ou diplopia
(visdo dupla), derivadas da paralisia da musculatura extrinseca e intrinseca do
globo ocular. Dificuldades respiratérias e de degluticdo também podem ocorrer. A
neurotoxicidade € atribuida, fundamentalmente, a fracdo crotoxina, um
componente que atua nas terminagdes nervosas, inibindo a liberacdo de
acetilcolina, principal fator responsavel pelo bloqueio neuromuscular, do qual
decorrem as paralisias motoras e respiratdrias apresentadas pelos pacientes.
Além disso, a peconha crotélica possui uma acdo miotdxica, que produz lesdes
nas fibras musculares (rabdomidlise), levando a liberacdo de enzimas e
mioglobina para o0 sangue, com posterior excregdo urinaria, ocasionando
mioglobindria. Nao esta identificada a fracdo da peconha que produz esse efeito
miotoxico sistémico. Uma acdo anticoagulante também estd presente, sendo
responsavel por tornar o sangue incoagulavel (AZEVEDO-MARQUES et al., 2003;
FUNASA, 2001). As lesdes musculares, os disturbios de coagulacao, o intervalo
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direta decorrentes do envenenamento crotalico sdo fatores preditivos para
insuficiéncia renal, que é uma das principais causas de 6bito (PINHO et al., 2000).

O envenenamento crotalico produz manifestacdes locais pouco
significativas, como auséncia de dor ou dor e edema discretos (FUNASA, 2001).
Essa peconha também € capaz de provocar analgesia e tem sido utilizada no
tratamento de dores em humanos (BRAZIL, 1950).

O envenenamento laquético gera sintomas locais e sistémicos semelhantes
ao envenenamento botropico, predominando dor e edema. Manifestacbes
hemorragicas podem ocorrer no local da picada (FUNASA, 2001).

Os sintomas do acidente elapidico assemelham-se aos sintomas do
acidente crotélico. Neurotoxinas (NTXs) presentes na peconha elapidica atuam na
juncao mioneural, podendo ser pré-sinapticas (inibindo a liberacdo de acetilcolina
pelos impulsos nervosos) ou pdés-sinapticas (competem com a acetilcolina pelos
receptores colinérgicos). Estas provocam um quadro de fraqueza muscular
progressiva, caracterizado por ptose palpebral, oftalmoplegia e “facies
miasténica”, que podem evoluir para paralisia muscular e respiratodria, causas de
Obito neste tipo de envenenamento (AZEVEDO-MARQUES et al., 2003; FUNASA,
2001). Estudos recentes tém demonstrado que a peconha de serpentes da familia
Elapidea também pode interferir na hemostasia (DU et al., 2002).

O acidente botrépico corresponde ao acidente ofidico de maior importancia
epidemioldgica no pais (FUNASA, 2001). E caracterizado por efeitos locais e
sistémicos. As manifestagbes locais mais comuns sédo dor, edema, hemorragia
local, formacdo de bolhas e necrose tecidual (CARDOSO et al., 2003;
GUTIERREZ et al., 2009a, 2011). Sdo causadas por alteracdes patoldgicas no
local da picada, que progridem rapidamente resultando em sequelas permanentes
(DART et al.,, 1992; GUTIERREZ e LOMONTE, 1989). A peconha também
provoca hemdlise, agregacdo plaquetaria, ruptura do endotélio vascular e
degradacdo de componentes da matriz extracelular (GUTIERREZ et al., 2009b). A
dor local, geralmente imediata, é induzida pela liberagdo de bradicinina e
histamina. A formacdo de edema, também precoce, ocorre devido ao aumento da
permeabilidade vascular, extravasamento de proteinas e mediadores
inflamatorios. Infeccdes podem ocorrer devido a contaminacdo pela flora

bacteriana oral da serpente, e também devido a liberagdo de mediadores



inflamatoérios enddgenos. A necrose tecidual, provocada pela agédo proteolitica da
peconha associada a lesdo vascular, pode ser agravada com o uso incorreto de
torniquete e demora no tratamento. A necrose pode resultar em perda irreversivel
da funcédo ou do tecido, havendo possibilidade de amputacdo do membro afetado
(BARRAVIERA, 1993; CARDOSO et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2009a; PINHO
et al., 2008; STABELI et al., 2006).

As manifestacdes sistémicas mais comuns sao distlrbios na coagulacéo
sanguinea, hemorragia sistémica, alteracfes cardiovasculares, nauseas, vomitos,
hematuria e insuficiéncia renal aguda (IRA) (GUTIERREZ et al., 2009b; WARREL,
2004). A hemorragia sistémica resulta da acado de fracdes da peconha com
atividade semelhante a da trombina, as quais formam fibrina devido a degradacao
de fibrinogénio, induzindo frequentemente a incoagulabilidade sanguinea. A
peconha pode também ativar o fator X da cascata de coagulacdo, consumindo os
fatores V e VIl e plaguetas, provocando a formacao de microtrombos capilares, os
quais contribuem para o0 desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda
(BARRAVIERA, 1993; GUTIERREZ et al., 2009b; HERRERA et al., 2013;
OTERO-PATINO, 2009).

O procedimento terapéutico utilizado no tratamento de acidentes ofidicos é
a soroterapia, que consiste na administracdo, o mais precocemente possivel, do
soro (anti-veneno) especifico para cada tipo de acidente (FUNASA, 2001). O soro
antiofidico € formado por fragmentos de imunoglobulinas fracionados a partir do
plasma de animais que foram sensibilizados previamente com aplicacbes
sucessivas de pequenas doses da peconha bruta da serpente ou uma mistura de
peconhas de serpentes (WHO, 2010). Dessa forma, a presenca de titulos
elevados de anticorpos capazes de neutralizar a toxina, impede o agravamento do
envenenamento. A aplicacdo do soro deve ser feita por via intravenosa e de
acordo com a gravidade do envenenamento (FUNASA, 2001).

O soro utilizado depende da espécie envolvida no acidente. Em muitas
partes do mundo, soros antiofidicos poliespecificos estdo disponiveis para
tratamento de acidentes causados pelas espécies mais comuns (LALLO, 2005;
WALKER, 2013). No caso do envenenamento botropico, utliza-se o soro
antibotrépico e, na falta deste, das associa¢cdes antibotrépico-crotalico ou
antibotrépico-laquético (FUNASA, 2001).



A soroterapia, apesar de reduzir a mortalidade resultante dos acidentes
botrépicos, ndo é considerada um tratamento ideal, pois ndo reverte os danos
locais provocados pelo envenenamento e pode induzir reacfes de
hipersensibilidade (BATTELLINO et al., 2003; CAMEY et al., 2002; DA SILVA et
al., 2007; GUTIERREZ et al, 2009a). Outros problemas sdo a baixa
disponibilidade do tratamento em areas distantes e os atrasos na administragédo
do soro (CRUZ et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2009c). Além disso, existem
variacfes inter e intra-especifica na composicdo da peconha de serpentes de
mesmas espécies, que interferem nos efeitos patolégicos e na neutralizacao pelo
soro antiofidico (CALVETE et al., 2009).

Dessa forma, o tratamento de acidentes ofidicos ainda é um desafio da
salude publica, sendo necessarios estudos e incentivos politicos para aumentar a
producdo de soros antiofidicos mais seguros e eficazes, minimizando os indices
de morbidade e mortalidade provocados pelos envenenamentos (GUTIERREZ et
al., 2010).

3. Pegonhas de serpentes

As peconhas de serpentes sédo produzidas por glandulas especializadas,
capazes de sintetizar e secretar uma grande quantidade de substancias
biologicamente ativas. Sao capazes de paralisar e matar outros organismos, além
de contribuirem para a defesa contra agressores e digestdo da presa (AIRD,
2002; MENEZES et al.,, 2006). As peconhas podem apresentar variagcbes na
composicao, diferenciando-se entre familias, géneros, espécies, subespécies e
variacdes intra-especificas. Isso ocorre, pois a composi¢cado da peconha pode ser
influenciada pelo habitat e origem geografica da serpente. Além disso, as
variacdes intra-especificas sdo decorrentes de variacdes sazonais, sexuais,
dietéticas, habitat e idade da serpente (CHIPPAUX et al., 1991).

A composicao da peconha de serpentes é complexa, e as alteracdes locais
e sistémicas provocadas durante o acidente ofidico dependem das propriedades
farmacoldgicas da peconha (TU, 1996). Cerca de 90-95% do peso seco da
peconha € constituida por compostos protéicos, como peptideos, compostos
enzimaticos, ndo-enzimaticos e inibidores enzimaticos. Em menor proporcédo, a

fracdo ndo protéica da peconha é formada por compostos organicos de baixo
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peso molecular, tais como carboidratos, lipidios, aminas biogénicas, amino&cidos
livres, nucleosideos e citrato; e compostos inorganicos, como célcio, cobalto,
ferro, fosforo, potassio, magnésio, manganés, sédio e zinco (BJARNASON e
FOX, 1994; KOH, 2006; MARLAND, 1998; MATSUI et al. 2000; RAMOS e
SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006). Alguns estudos sugerem que o célcio, manganés
e 0 magnésio sao importantes para a estabilizacdo estrutural de certas proteinas,
enquanto outros, em particular o zinco, cobre, ferro e cobalto possivelmente
atuam nos mecanismos cataliticos de certos componentes enzimaticos, como as
metaloproteinases (BJARNASON e FOX, 1994).

As proteinas com acdo enzimatica encontradas na peconha sdo as
aminotransferases, acetilcolinesterases, hialuronidases, L-aminoacido-oxidases
(LAAOs), fosfolipases A, (PLA;), metaloproteases, serinoproteases, dentre outras,
as quais sao responsaveis pela maioria dos efeitos biolégicos. Os constituintes
protéicos ndo-enzimaticos sao as lectinas, os ativadores de proteina C, proteinas
ligantes ao fator de Von Willebrand (FVW) e fatores de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) e neuronal (NGF), dentre outros. Por sua vez, os peptideos
encontrados sdo as desintegrinas (inibidores da agregacdo plaquetéria),
neurotoxinas, citotoxinas e miotoxinas (ANGULO e LOMONTE, 2009; KANG,
2011; RAMOS e SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

Alguns desses compostos protéicos, enzimaticos ou ndo enzimaticos, sao
capazes de interferir na hemostasia, provocando incoagulabilidade sanguinea e
hemorragia ou entdo induzindo trombose. Por isso, compostos isolados de
peconha de serpentes tém sido estudados como potenciais alvos terapéuticos no

tratamento e diagndstico de doencas tromboembodlicas (SAJEVIC et al., 2011).
4. Hemostasia

O termo hemostasia € definido como o resultado de um conjunto de
processos fisiolégicos mecanicos e bioquimicos que executam duas importantes
funcbes: manter o sangue em um estado fluido e livre de coagulos nos vasos
normais, € em caso de lesdo vascular, estar pronto para induzir o tampao
hemostatico rapido e localizado, evitando uma hemorragia (COTRAN, 2000;
GALE, 2011). Para que se processe uma hemostasia perfeita, € necessario o

funcionamento perfeito de trés fatores interligados: a integridade dos vasos
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sanguineos, a presenca de plaquetas em numero e estado de funcionamento
normal e o mecanismo de coagulacao do sangue (GARCIA-NAVARRO, 2005).

O vaso sanguineo € composto por varias camadas: a camada mais interna
composta por células endoteliais, uma membrana basal interna, o musculo liso e
a membrana adventicia externa (VAN HINSBERGH, 2001). A estrutura dessas
células e sua integridade funcional sdo importantes na manutencdo da parede do
vaso e na funcéo circulatoria (GALLEY e WEBSTER, 2004).

Em condi¢cdes normais, o endotélio vascular é essencial para evitar a
ativacdo da coagulagcdo sanguinea e formacgéo de trombos, proporcionando uma
superficie nao-trombogénica, devido a producdo de uma variedade de fatores
anticoagulantes, fibrinoliticos e antiplaquetarios (WU e THIAGARAJAN, 1996),
como o sulfato de heparan (cofator da antitrombina IIl), prostaglandina I, (PGl,) e
oxido nitrico (NO). Entretanto, o endotélio também desempenha fungéo ativa na
hemostasia durante uma lesdo vascular, sintetizando e armazenando varios
componentes hemostéaticos essenciais, como o FVW e o fator tecidual (FT) que
sao fatores pro-tromboticos, envolvidos, respectivamente, na adesao de plaquetas
e na coagulacdo (RANG et al., 2007). O equilibrio entre as atividades endoteliais
antitrombética e pro-trombética determina criticamente se ocorrera formacao,
propagacéo ou dissolugdo do trombo (COTRAN, 2000).

Quando ocorre uma lesdo vascular, trés importantes mecanismos sao
desencadeados, a fim de controlar a perda de sangue. O primeiro mecanismo é
um espasmo ou vasoconstricdo, em resposta as endotelinas vasoconstritoras,
derivadas das células endoteliais, que resulta na reducao do fluxo sanguineo e da
perda de sangue, além de possibilitar uma reacdo enzimatica mais eficaz nos
processos de agregacdo plaquetaria e coagulacdo (CHEVILLE, 2009; COTRAN,
2000). Posteriormente, as plaquetas circulantes sdo expostas as proteinas
subendoteliais, promovendo a aderéncia e ativacdo dessas plaquetas com as
proteinas subendoteliais (adesédo e ativacdo plaquetéaria), e posterior adesédo de
outras plaquetas as ja aderidas ao sitio da lesdo (agregacdo plaquetaria),
fendbmenos que déo origem ao tampéao plaquetario. Este processo € denominado
de hemostasia primaria. Finalmente, a coagulacdo do sangue ocorre atraves da
ativacdo dos fatores da coagulacdo, que permite a conversdo de fibrinogénio

soltvel circulante em fibrina insoluvel. A fibrina polimerizada interage com o
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tampéo plaquetario, formando um tampdo hemostético solido (coagulo) que
previne a continuacdo da hemorragia. Este processo € conhecido como
hemostasia secundaria ou coagulacdo sanguinea (BOZZINI e MOLINAS, 2004;
COTRAN, 2000).

A coagulacdo sanguinea (Figura 05) é o resultado final de uma série de
reacdes entre varias proteinas plasmaticas, que recebem o nome de fatores de
coagulacédo. A maioria dos fatores de coagulacdo consiste em formas inativas de
enzimas proteoliticas (zimogénios) presentes no sangue, que quando ativadas
catalisam a formacdo de quantidades maiores do fator seguinte, provocando
reacOes sucessivas de amplificacdo. Essa cascata de amplificacdo é controlada
por inibidores, para evitar uma coagulacdo exacerbada. Um dos inibidores mais
importantes é a antitrombina Ill, que neutraliza alguns fatores da cascata de
coagulacdo, em especial as serinoproteases (fatores Xllla, Xla, Xa, IXa e
trombina). O endotélio vascular também limita a extensdo da coagulacéo devido a
expressao de trombomodulina, que € um receptor da membrana endotelial que se
liga a trombina. A ligacdo da trombina com a trombomodulina ativa a proteina C,
que atua como um anticoagulante ao inativar os fatores Va e Villa (GUYTON e
HALL, 2006; RANG et al., 2007).

Didaticamente, a coagulacdo sanguinea pode ser dividida em duas vias:
via intrinseca e via extrinseca, as quais convergem com 0 objetivo comum de
ativar o fator X, que culmina na formacédo do coagulo de fibrina (DAVIE, 2003). A
via extrinseca inicia-se no momento da lesdo da parede vascular, quando as
células endoteliais lesionadas liberam o FT. O FT, composto por fosfolipideos da
membrana, é o receptor celular para o fator VII, que, na presenca de Ca?*, sofre
uma transicdo de sitio ativo devido a clivagem de um peptideo interno. Isso
resulta na ativacdo autocatalitica do fator Vlla. O complexo FT-Vlla ativa o fator X
(GUYTON e HALL, 2006).

A via intrinseca come¢a no momento do trauma sanguineo ou da
exposicdo do sangue ao colageno. O fator Xll, a pré-calicreina e o cininogénio de
alto peso molecular aderem-se a superficie endotelial negativamente carregada,
que resulta na ativacdo do fator Xll. Além disso, o trauma sanguineo também lesa
as plaquetas, devido a sua aderéncia ao colageno, provocando a liberagdo de

fosfolipideos pelas plaquetas, que contém a lipoproteina chamada fator
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plaquetario 3 (FP3). O fator Xlla ativa o fator XI e interage com pré-calicreina para
formar calicreina, que interage com o cininogénio de alto peso molecular para
formar cininas. O fator Xla, na presenca de Ca?*, ativa o fator IX. O fator IXa,
entdo, forma um complexo com os fosfolipideos plaquetarios, FP3 das plaquetas
lesionadas, Ca** e o fator VIII. Apés a modificacéo do fator VIII em Vllla, pela
trombina, o complexo IXa-Vllla-fosfolipideos-FP3-Ca®" ativa o fator X (GUYTON e
HALL, 2006).

O fator Xa € o0 momento em que as duas vias se fundem. O fator Xa,
combinado com fosfolipideos liberados pelas plaquetas, fator V e Ca®*, pode, por
alguns segundos, clivar a protrombina para formar trombina. A medida que
trombina comeca a se formar, a acao proteolitica da trombina ativa o fator V. O
fator Va acelera a conversao de protrombina em trombina. Portanto, o fator Xa € a
verdadeira protease causadora da clivagem da protrombina, entretanto, o fator Va
atua como um catalisador dessa reacao. A trombina tem como principal funcao
clivar o fibrinogénio soltvel para formar monémeros de fibrina (GUYTON e HALL,
2006). Além disso, a trombina também promove agregacéo plaguetaria, estimula
a proliferacao celular e modula a contragdo do musculo liso (RANG et al. 2007).

O fibrinogénio é uma proteina globular de alto peso molecular
simetricamente dimérica. Cada unidade do dimero é composta por trés cadeias
denominadas Aa, BB e vy, unidas por pontes dissulfeto (WOLBERG, 2007). A
conversao do fibrinogénio soltvel em fibrina insolGvel ocorre em trés passos: acao
proteolitica, polimerizacdo e estabilizacdo (KORNALIK, 1985).

Para quebrar a cadeia do fibrinogénio, a trombina se liga na regido central
da molécula clivando as ligacbes peptidicas arginina-glicina, removendo 4
peptideos N-terminais de baixo peso molecular nas cadeias Aa e Bp.
Consequentemente, os fibrinopeptideos A (FpA) composto de 16 residuos de
aminoacidos e os fibrinopeptideos B (FpB) séo liberados, formando entdo o
mondmero de fibrina. Cada mondmero de fibrina tem capacidade de se
polimerizar com outros mondmeros de fibrina para formar fibras de fibrina. Os
mondmeros de fibrina sdo mantidos unidos por fracas ligacdes de hidrogénio, e as
fiboras de fibrina recém-formadas ndo tém ligacbes cruzadas entre si; por
conseguinte, o coagulo resultante, denominado de coagulo frouxo, é fraco e pode

se romper com facilidade. Para fortalecer o coagulo, uma transglutaminase (o
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fator XlII), liberada pelas plaquetas retidas no coagulo, é ativada por acdo do Ca**

e trombina, introduzindo ligacdes covalentes entre os mondmeros de fibrina, e
ligacdes cruzadas entre as fibras adjacentes de fibrina, formando um coagulo
insoltvel e resistente a proteodlise. Por fim, o coagulo é formado por redes de
fibrina que cursam em todas as dire¢fes, retendo células sanguineas, plaguetas e
plasma e se aderem as superficies lesadas dos vasos sanguineos; impedindo a
continuacdo da perda de sangue (GUYTON e HALL, 2006; KORNALIK, 1985;
WOLBERG, 2007).

Para restabelecer o fluxo sanguineo, os tecidos lesados e o endotélio
vascular liberam lentamente um ativador de plasminogénio tecidual, que apdés o
coagulo interromper o sangramento, converte plasminogénio em plasmina. O
plasminogénio circula no plasma como a forma inativa da plasmina. A plasmina &
uma enzima proteolitica que digere as fibras de fibrina e algumas outras proteinas
coagulantes, como o fibrinogénio, o fator V, fator VIII, a protrombina e o fator XII,
removendo restos diminutos do coagulo sanguineo que poderiam obstruir o fluxo
sanguineo (GUYTON e HALL, 2006).
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Figura 05: Cascata de coagulacéo: via intrinseca e extrinseca (Fonte: adaptado de ADAMS E
BIRD, 2009).

5. Hemostasia primaria
5.1 Plaquetas

As plaquetas desempenham um papel central na hemostasia. S&o
fragmentos anucleados derivadas da fragmentacdo do citoplasma dos
megacariécitos na medula Ossea, com diametro variando de 1 a 4 pm.
Apresentam meia vida de 8 a 12 dias, sendo eliminadas da circulacdo por
fagocitose mediada por macrofagos (GUYTON e HALL, 2006).

Apesar de serem consideradas ceélulas incompletas, as plaquetas
apresentam metabolismo proprio devido a presengca de organelas como o0s
granulos a, granulos densos, mitocondrias, lisossomos e peroxissomos. Os
granulos a e os granulos densos sao fundamentais para as fungées hemostaticas
(Tabela 01). O citoesqueleto das plaquetas é composto por um sistema de
microtubulos e microfilamentos, que servem para manter a sua forma discoide em
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estado de repouso e fornecer capacidade contratil. Além disso, a disposi¢ao
desse sistema permite a adesdo das plaguetas aos vasos sanguineos lesados,
permite a agregacdo com outras plaquetas, formando um tampéao plaquetario, e a

estabilizacdo do tampao pela acao local da trombina (COLLER et al., 2010).

Tabela 01: Principais granulos plaquetérios (Fonte: adaptado de COLLER et al., 2010).

Granulos a Granulos densos
Fator Plaquetario 4 ATP
Fibrinogénio ADP
Fator V ca®
Fibronectina Serotonina
FvwW GDP

Vitronectina

Fator de crescimento derivado
de plaguetas (PDGF)

A membrana plaquetéaria consiste de uma bicamada de fosfolipideos, os
quais atuam em multiplos estagios do processo de coagulacdo sanguinea. Além
disso, em sua superficie existe uma camada de receptores de glicoproteinas (GP)
que repelem a aderéncia das plaguetas ao endotélio normal. Por outro lado,
esses receptores, quando ativados, sao responsaveis pela mudanca de
conformacdo das plaquetas, favorecem a aderéncia das plaquetas as areas
lesionadas da parede vascular, especialmente as células endoteliais e ao
colageno exposto, e também favorecem a agregacdo a outras plaquetas. Esses
receptores sao ativados por diferentes agonistas (GUYTON e HALL, 2006;
KAMIGUTI, 2005).

A superficie plaquetaria contém integrinas, que s&o proteinas
transmembranas formadas por duas subunidades, a e 3, associadas por ligagdes
nao-covalentes. Estas proteinas desempenham papéis criticos na adeséo celular,
conectando a matriz extracelular (MEC) ao citoesqueleto, permitindo interacdes
célula-célula ou célula-matriz. As integrinas permitem a ligacdo da célula com
ligantes extracelulares, como colageno, laminina e fibronectina, desencadeando

vias de sinalizagédo intracelular que regulam a organizacdo do citoesqueleto,
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polaridade celular, proteases, migracao celular, entre outros (SELISTRE-DE-
ARAUJO et al., 2010). Existem cinco tipos de subunidades a (a5, ay, Oy, Os, Og) €
dois tipos de subunidades B (B1 e B3) que formam as integrinas plaquetarias a;,33
(receptor de fibrinogénio), dominante na superficie das plaquetas, ayf3 (receptor
de vitronectina), a,3; (receptor de colageno), asp; (receptor de fibronectina) e agf3;
(receptor de laminina). As integrinas interagem principalmente com a regidao RGD
(arginina-glicina-acido aspartico) das moléculas ligantes, podendo interagir
também com regibes KGD (lisina-glicina-acido aspartico), VGD (valina-glicina-
acido aspartico), entre outras (CALVETE et al., 2005; BENNETT et al., 2009;
NIESWANDT et al., 2009).

Em condi¢cbes fisioldgicas normais, as plaquetas fluem continuamente
dentro do vaso sanguineo, sem interagir com a parede vascular. Entretanto,
quando ocorre o rompimento da integridade vascular, as plaquetas séo
submetidas a uma resposta em série, altamente regulada, que inclui: adesdo das
plaquetas circulantes com células endoteliais e estruturas subendoteliais, ativacao
e agregacdo plaquetaria. Esses eventos sdo decorrentes da exposicdo das
plaguetas a superficie pré-coagulante. O objetivo € a formacdo rapida de um
tampdo hemostatico que obstrui o local da leséo, prevenindo a perda de sangue
(HARRISON, 2004). As interacdes plaquetas-células endoteliais (adeséo) e
plaguetas-plaquetas (agregacdo) sdo mediadas por varios receptores celulares
posicionados sobre a superficie das plaquetas ou células endoteliais e proteinas
adesivas, como FvW, fibrinogénio e colageno (LOWENBERG e col., 2010). Os
principais agonistas, ligantes e receptores que medeiam essas interacdes estao

listados na tabela 2.
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Tabela 02: Principais agonistas, receptores e ligantes envolvidos na funcdo plaquetaria
(Fonte: adaptado de JURK E KEHREL, 2005).

Funcéo plaquetéria

Agonistas, ligantes

Receptores

Adeséo plaquetaria

Ativacdo e amplificacdo

Agregacao/amplificagéo e estabiliza¢éo

FvW
Trombospondina 1
Colageno
Fibrinogénio
Fibronectina
Vitronectina
Laminina

Alta tensé&o de cisalhamento
Trombina

ADP

TxA2

Epinefrina
Serotonina

Fibrina

FvW
Trombospondina 1

Fibronectina

GPIb/V/IX

GPIb/V/IX, CD36

a2B1, GPVI, CD36

abPs

asB1

Gv[33

6P

GPIb/V/IX

PAR1, PAR4, GPIb/V/IX
P2Y4, P2Y12

TPa, TP

aza

5-HT2A

a3 ativado

a3 ativado, GPIb/V/IX
a3 ativado, CD36

a3 ativado

5.2 Adesao plaquetéria

Apés ruptura da parede do vaso sanguineo, o colageno, presente na

porcdo subendotelial vascular, é exposto a corrente sanguinea. O FvVW,

sintetizado pelas células endoteliais, que esta circulante no plasma liga-se ao

colageno exposto, e interage com o receptor GPIb/V/IX presente ha membrana

plasmatica das plaquetas, intermediando assim, a ligacdo do colageno com as
plaguetas (JURK E KEHREL, 2005; SIEDECKI et al., 1996). A ligacdo de FVW a
GPIb/V/IX induz a secrecdo de adenosina difosfato (ADP), que aumenta a
afinidade da integrina o533 pelo FYW (GAWAZ, 2004). O FvW €& uma proteina de

alto peso molecular, sintetizada pelas células endoteliais, e parece ser,

hemostaticamente, o principal determinante da adesdo e agregacéo plaquetaria,

pois devido ao seu tamanho, possui Varios sitios de ligagdo que podem interagir
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com a parede do vaso, matriz subendotelial e receptores plaquetarios. Esses
varios sitios de ligacdo do FvW permitem o primeiro contato do complexo
GPIb/V/IX com as plaquetas, levando a formacéo de ligacdes firmes e captura de
plaguetas. O antibiotico ristocetina € capaz de induzir a interacdo GPIb/V/IX-FYW
in vitro (JURK E KEHREL, 2005; SIEDECKI et al., 1996).

A interagdo da ligagdo do FvW com estruturas subendoteliais e GPs
plaquetéarias é dependente da tensdo de cisalhamento, pois a alteracdo do fluxo
sanguineo promove um alongamento do polimero FVW, expondo assim 0s seus
sitios de ligacao aos quais as plaquetas e estruturas subendoteliais podem aderir
(SIEDECKI et al., 1996). Assim, apenas sob alta tensdo de cisalhamento, as
plaguetas aderem ao FvVW através da GPIb/V/IX. Sob baixa tensdo de
cisalhamento, as plaquetas aderem predominantemente ao colageno, através da
ligacdo com o receptor GPVI e integrina af1, ou entdo aderem a fibronectina e
laminina, através de integrinas B; (JURK E KEHREL, 2005; KAMIGUTI, 2005).
Diferentemente da GPIb/V/IX, a GPVI se liga diretamente ao colageno
subendotelial, e é essencial para a adesdo e agregacao plaquetaria em colageno
imobilizado in vitro (GAWAZ, 2004). GPVI e GPIb/V/IX sao criticos para a adesdo
de plaquetas a matrix subendotelial no local da lesédo vascular e consequente
ativacao plaquetaria (GALE, 2011).

A adesdo plaquetaria induz uma rapida sinalizacdo intracelular, que
desencadeia uma série de eventos, como ativacdo das plaquetas, reorganizacao
do citoesqueleto das plaquetas, secre¢cdo do conteudo granular e ativacdo de
integrinas que sustentardo a adesao e agregacdo (ANDREWS e BERNDT, 2004).

5.3 Ativacao plaquetéria

A interacdo das GPs da membrana plaquetaria com proteinas do
subendotélio leva a um aumento rapido na concentracdo de Ca?* no citosol. O
aumento de Ca®" livre desencadeia uma reorganizacdo das proteinas do
citoesqueleto das plaquetas (actina e miosina), provocando ativa¢cdo das mesmas.
As plaquetas ativadas sofrem uma mudanga conformacional, passando de uma
forma discoide para esferas irregulares, com emissdo de pseudopodes (JURK E
KEHREL, 2005; VARGA-SZABO et al., 2009). A emissdo dos pseuddpodes

facilita a adesdo das plaquetas com a parede dos vasos lesionados. A
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reorganizacdo do citoesqueleto também provoca contragcéo interna, centralizacao
dos granulos plaquetarios e liberacdo do conteudo dos granulos (Figura 06)
(GEORGE, 2000; JURK E KEHREL, 2005).

Figura 06: Morfologia de plaquetas humanas. A e C - Plaquetas ndo ativadas com forma
discoide e granulos distribuidos uniformemente. B e D - Plaquetas ativadas com formacao de

pseuddpodes e centralizacdo dos granulos (Fonte: GEORGE, 2000).

Todos os agonistas excitatorios da plagueta, exceto a epinefrina, induzem
0 aumento das concentracdes citosolicas de Ca**, tanto através da sua liberacdo
a partir dos estoques internos (sistema tubular denso) quanto a partir do aumento
do influxo de Ca®" do meio extracelular (HOURANI e CUSACK, 1991; VARGA-
SZABO et al.,, 2009). As plaquetas ativadas liberam varios componentes
granulares para o meio extracelular, que modulam as funcdes das interacdes
plaguetarias, estimulando a circulacdo de plaquetas adicionais para serem
recrutadas para formar agregados na parede do vaso danificado. Os granulos
densos contém importantes agonistas secundarios como ADP e serotonina.
Acredita-se que o ADP seja o principal responsavel pela amplificacdo da ativacao

plaquetaria. O ADP atua via dois receptores acoplados a proteina G, presentes
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na superficie plaquetaria, o receptor P2Y; e o P2Y;, que potencializam a
secrecao plaguetaria e reforcam a agregacéo plaquetéria, por ativarem a integrina
apPBs (GPIIb/1lla) para seu estado de mais alta afinidade de ligacdo. A serotonina
€ um potente vasoconstritor e amplifica, juntamente com o ADP, a resposta
plaguetaria. Além disso, a serotonina desempenha um papel pré-coagulante por
aumentar a retencdo de proteinas pré-coagulantes, como o fibrinogénio, na
superficie das plaquetas. Os granulos densos também contém Ca®* que s&o
essenciais na ativacdo, atracdo e agregacao plaquetaria (JURK E KEHREL,
2005).

Os granulos a contém a maioria dos fatores plaquetarios envolvidos na
hemostasia, incluindo o fator plaquetario 4, e, os fatores envolvidos na
coagulacéao (fatores V, VII, Xl, XllI e fibrinogénio). Além disso possuem moléculas
de adesdo que atuam na interacdo plaquetaria com a parede vascular, tais como
FvW, fibronectina e vitronectina, e também fatores de crescimento, como o fator
de crescimento derivado das plaquetas (JURK E KEHREL, 2005; MAYNARD et
al., 2007).

As plaquetas aderidas e ativadas também formam tromboxano A; (TxA;) a
partir de &cido araquidénico (AA), oriundo dos fosfolipideos localizados na
membrana plasmatica. Esse agonista reforca o processo de ativagcéo plaquetaria,
apos sua ligacdo a receptores de superficie especificos (TPa e TPB). O TxA;
também possui atividade vasoconstritora, o que favorece a formacdo do trombo
pela desaceleracao do fluxo sanguineo (GAWAZ, 2004).

A epinefrina atua como agente agonista da agregacao plaquetaria ativando
as plaguetas sem provocar mudanca conformacional, levando a liberacdo de AA
endégeno (BERNARDI e MOREIRA, 2004).

A ativacdo das plaquetas também induz a exposicao de fosfolipideos
acidos sobre a superficie externa da plaqueta, promovendo a formacao de
trombina (RANG et al., 2007). A trombina gerada promove uma maior ativacao
das plaguetas causando extensa degranulagéo e ativacdo dos mecanismos de
coagulacédo, culminando com intensa deposicdo de fibrina, que reforcara o
tampdo plaquetario e promovera sua retracdo. Além disso, a trombina tem
importante acdo sobre as plaguetas, ja que inativa a GPIb/V/IX e ativa mais ainda

a GPIIb/llla, facilitando a transicdo da adesdo para a agregacdo plaquetaria
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(COLLER et al., 2010). A trombina inicia sua sinalizacdo, em parte, através dos
receptores ativados por protease (PARSs) ligados a proteina G. Estes receptores
convertem um evento de clivagem proteolitica extracelular em um sinal
transmembrana (SAVAGE et al., 2001).

5.4 Agregacdao plaquetaria

A ligacdo dos agonistas plaquetarios, ADP, TxA, e trombina aos seus
receptores de membrana especificos, desencadeia uma mudanca na
conformacao do complexo GPlIb/llla (integrina a;pB3), convertendo-a para seu
estado de mais alta afinidade de ligacdo com o fibrinogénio e FVW, processo
denominado de agregacao plaquetaria (ISRAELS e RAND, 2013). A integrina
a;pP3 normalmente esta presente em grande quantidade na membrana plasmatica
das plaguetas inativas, entretanto sua ativacdo induz uma mudanca
conformacional em seus receptores que exple seus sitios de ligagdo (GALE,
2011).

A agregacdo plaquetaria envolve a interacdo plaqueta-plagueta e é
necessaria para que ocorra uma hemostasia efetiva apds a adesao inicial de
plaquetas ao local da injuria (VARGA-SZABO e col., 2009). O principal receptor
envolvido na agregacédo € a GPIIb/llla (integrina aypB3), uma vez que a interacédo
plagueta-plaqueta € iniciada pela ligacdo da integrina a,,33 ativada ao fibrinogénio
e/ou FVYW (sob alta tensdo de cisalhamento), ou ligantes contendo a sequéncia de
aminoacidos RGD ativada, que entdo gera sinais, resultando na formacao de
varias camadas plaquetarias e, por fim, do tampdo plaquetario (ISRAELS e
RAND, 2013; JURK e KEHREL, 2005).

Finalmente, a membrana da plaqueta transforma-se em uma superficie rica
em fosfolipideos, negativamente carregada. Essa superficie € necessaria para
ativacdo dos fatores de coagulacdo e geracdo de trombina. A trombina é
essencial para sintese de fibrina insoltvel a partir do fibrinogénio, formando uma
malha que é incorporada em torno do tampédo de plaquetas. Essa malha serve
para fortalecer e estabilizar o coagulo sanguineo. Esse ultimo processo é a
hemostasia secundaria e ocorre simultaneamente a hemostasia primaria, de

modo que ambos estdo mecanicamente interligados (GALE, 2011; LOWENBERG
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et al., 2010). A figura abaixo (Figura 07) mostra de forma simplificada o processo

de hemostasia priméria.

ADP liberado dos

granulos densos o
Fibrinogenio

Protrombina

Proteinas adesivas

liberadas dos PO TR

granulos o AN G A e, B el Geragao de trombina
AN NG N B s e nasuperficie
Formacao / TR DA R o i procoagulante

deTxh, <+

Ativagdo |- i

Célula endotelial Ceélula endotelial

—GPIb-IX-V
FYW!

2N /“;,"/;»' = AT A T A A AT A ARG
Colageno Ades3io

Figura 07 Diagrama simplificado de adesé&o, ativacdo e agregacao plaquetaria em resposta a
uma lesdo vascular. (*) interagbes envolvendo FVW ocorrem apenas sob alta tensdo de
cisalhamento (Fonte: adaptado de ISRAELS et al., 2011).

6. Proteinas de peconha de serpentes e a hemostasia

Peconhas de serpentes contém uma grande variedade de proteinas que
afetam o sistema vascular, incluindo as células sanguineas, fatores de
coagulacdo e componentes da parede vascular. Essas toxinas sao capazes de
inibir, bem como ativar, uma grande quantidade de fatores de coagulagéo, como o
fibrinogénio, protrombina, fator V, fator 1X, fator X e trombina; alteram a atividade

das plaquetas e do FvW e também atuam sobre os eritrocitos (DU et al., 2006). A
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tabela abaixo (Tabela 03) descreve o0s principais componentes protéicos,

enzimaticos e ndo-enzimaticos, que interferem na hemostasia.

Tabela 03: Proteinas de peconha de serpentes que atuam no sistema hemostéatico (Fonte:
adaptado de SAVEJIC et al., 2011).

Proteina Alvo no sistema hemostético Efeito
Serinoproteases Plaquetas Agregacéo
FX, FVII, FV, FlI, proteina C Ativacao
Plasminogénio Ativacao
Fibrinogénio Coagulagéo
Fibrina/Fibrinogénio Degradacédo
Serpinas Inativacao
Metaloproteases Células endoteliais, membrana basal Hemorragia
Plaquetas Inibe agregagédo
FX, FlI Ativacao
Fibrina/Fibrinogénio Degradacédo
Serpinas Inativacao
PLA; FXa, Flla, FT/FVII Inibicdo
Plaquetas Agregacdo / Inibe agregacéo
LAAO Células endoteliais Hemorragia

5’- Nucleotidases
Desintegrinas

Lectinas-simile do tipo C

Three finger toxins

Plaquetas
Plaquetas
Plaquetas
FIX, FX, Flla
FX, Fll
Plaquetas
FVila

Plaquetas

Agregacdo / Inibe agregagéo
Inibe agregagédo

Inibe agregagédo

Inibicdo

Ativacao

Agregacéo / Inibe agregacéo
Inibicdo

Inibe agregagédo

PLA, sdo enzimas que catalisam a hidrolise especifica da ligacdo 2-acil-
éster de fosfolipideos, promovendo a liberacéo de acidos graxos e lisofosfatideos.
Os &cidos graxos liberados sédo precursores de AA, que sdo mediadores
quimicos, relacionados ao processo inflamatério (DUNCAN e col.,, 2008;
SCHALOSKE e DENNIS, 2006). PLA; sao consideradas uma importante classe
de proteinas encontradas em peconhas do género Bothrops, responsaveis por
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diversas propriedades biolégicas, incluindo cardio e miotoxicidade, agéo
hemolitica, anticoagulante e antiplaquetéaria (KINI, 2003). Sua a¢do anticoagulante
esta relacionada a inibicdo de fatores de coagulacdo e/ou inibicdo do complexo
FT/FVII, devido a hidrolise de fosfolipideos, como a fosfatidilserina (KINI e
EVANS, 1995). E a ativagdo ou inibicdo da agregacéo plaquetaria induzida por
PLA,, provavelmente ocorre devido a liberacdo de precursores de AA (KINI e
EVANS, 1990).

LAAOs sdo flavoenzimas que catalisam a desaminacdo oxidativa
estereoespecifica de um substrato L-aminoacido, a um a-cetoacido
correspondente, com producdo de perédxido de hidrogénio e ambnia (ZULIANI et
al., 2009). Acredita-se que as LAAOs induzem hemorragia, devido a apoptose das
células endoteliais provocada pela producdo de peréxido de hidrogénio, uma vez
que a adicdo de catalase atenua esse efeito (TORIl et al., 1997). A ativacao
plaguetaria pode ser explicada pela amplificacdo na sintese de TxA,, devido a
ativacdo da via das ciclooxigenases provocada pelo peroxido de hidrogénio (LI et
al., 1994). E a inibicdo plaquetaria pode ser ocasionada pela reducédo na sintese
de ADP pelas plaquetas expostas a peroxido de hidrogénio (BELISARIO et al.,
2000).

A enzima 5’-nucleotidase interfere na agregacao plaquetaria por degradar
ADP, um importante agonista da agregacdo plaquetaria (OUYANG e HUANG,
1983).

Three finger toxins sdo proteinas nao enzimaticas com baixa massa
molecular, entre 6-14 KDa. Acreditava-se que essas toxinas estavam presentes
apenas na peconha de elapideos, mas recentemente foi demonstrada sua
presenca em peconha de colubrideos e viperideos (DOLEY et al., 2008). Sao
caracterizadas por quatro pontes dissulfeto conservadas e um nucleo globular de
onde emergem trés alcas formadas por folhas-B pregueadas (KINI e DOLEY,
2010). Atuam na hemostasia por inibirem a atividade enzimatica do fator Vlla e do
complexo FVIla/FT (BANERJEE et al., 2005).

As lectinas-simile do tipo C sdo moléculas estruturalmente semelhantes as
lectinas tipo C, mas séo incapazes de se ligar ao carboidrato. Sdo heterodimeros
ndo enzimaticos unidos por pontes dissulfeto e apresentam uma subunidade a de
14-15 KDa e uma subunidade 3 de 13-14 KDa (MORITA, 2005). Interferem na
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agregacdo plaquetaria por se ligarem a GPIb isoladamente ou entdo a GPIb
ligada ao FVW ou receptores de colageno, a,B; e GPVI (ZINGALI, 2007).

As serinoproteases sao enzimas com uma regido catalitica altamente
conservada, apresentando 0s seguintes residuos de aminoacidos: histidina,
aspartato e serina. Sao inibidas competitivamente por benzamidina e por p-
aminobenzamidina, e também por fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e
diisopropilfluorfosfato (DFP), que reagem com o residuo de serina do sitio ativo da
protease, inativando-a irreversivelmente (MATSUI et al., 2000; SERRANO e
MAROUN, 2005). Essas enzimas atuam de diferentes formas sobre a hemostasia,
interferindo na agregacdo plaquetéria, coagulacdo sanguinea e fibrindlise. Ja
foram descritas também, serinoproteases capazes de ativar a proteina C,
protrombina e plasminogénio (SERRANO e MAROUN, 2005). Essas enzimas sdo
capazes de promover agregacdo plaquetaria pela clivagem proteolitica dos
receptores PARs (SANTOS et al., 2000) ou através da sua ligacdo com o receptor
GPIb (NISHIDA et al., 1994).

Trombinas-simile sdo exemplos de serinoproteases de peconha de
serpentes que tem efeito semelhante a trombina plasmética. Entretanto, os
monodmeros de fibrina gerados pela enzima sofrem polimerizagdo limitada, pois
somente um fibrinopeptideo é clivado. A clivagem do fibrinogénio em apenas uma
cadeia leva a formacdo de mondémeros de fibrina anormais, que se polimerizam,
porém numa fragil rede que ndo € reconhecida pelo fator XIll, e
consequentemente, é facilmente disperso pela corrente sanguinea e degradado
pela plasmina. Esse processo leva, inicialmente, a formagdo de microcoagulos,
podendo desencadear consumo dos fatores de coagulacdo seguido de
hemorragia local e sistémica. Por esse motivo, essas enzimas despertam
interesse para o0 uso clinico como anticoagulantes e agentes tromboliticos
(CASTRO et al.,, 2004; MATSUI et al.,, 2000; YOU et al., 2004). Diversas
serinoproteases trombina-simile tém sido purificadas de peconhas de serpentes
botropicas, tais como BthT1 de B. moojeni (OLIVEIRA, 2001) e Bhalternin de B.
alternatus (COSTA et al., 2010).

As desintegrinas sdo uma familia de pequenos polipeptideos néo
enzimaticos (40-100 residuos de aminoacidos) ricos em cisteina, presentes em

peconha de viperideos. S&o liberados na peconha por processamento proteolitico
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das metaloproteases da classe P-Il ou sintetizados diretamente a partir de
MRNAs. Esses polipeptideos, em sua maioria, apresentam a sequéncia
tripeptidica RGD (arginina-glicina-aspartato), com excecdo da Barbourin
(SCARBOROUGH et al., 1991) e Ussuristatin 2 (OSHIKAWA e TERADA, 1999),
duas desintegrinas que possuem a sequéncia ativa KGD (lisina-glicina-aspartato),
e a Atrolysin E (HITE et al., 1992), que possui o motivo MVD (metionina-valina-
aspartato). As desintegrinas sdo capazes de interagir com integrinas presentes na
superficie celular desencadeando inUmeros processos celulares (CALVETE et al.,
2005; KINI e EVANS, 1992; OKUDA et al., 2002). O residuo conservado de
aspartato foi apontado como responsavel pela ligacéo as integrinas, enquanto os
outros dois residuos do motivo fornecem especificidade (CALVETE et al., 2003).
A atividade das desintegrinas também € influenciada pela sua regido C-terminal,
interferindo na especificidade e intensidade de ligacdo com as integrinas. Isso
explica o fato de diferentes desintegrinas contendo um mesmo motivo de ligacao
apresentarem afinidade e seletividade de ligacdo diferentes para a integrina
(CALVETE et al., 2005).

A familia das desintegrinas pode ser dividida em cinco grupos diferentes de
acordo com o tamanho e o numero de pontes dissulfeto (CALVETE et al., 2003).
O primeiro grupo inclui desintegrinas pequenas, formadas por 41-51 residuos de
aminoacidos e quatro pontes dissulfeto. Desintegrinas de tamanho médio, com
cerca de 70 residuos de aminoacidos e seis pontes dissulfeto compéem o
segundo grupo. O terceiro grupo inclui as desintegrinas de maior tamanho, com
cerca de 84 residuos e sete pontes dissulfeto. Um quarto grupo é formado pelas
desintegrinas-simile  originadas pelo  processamento  proteolitico das
metaloproteases da classe P-lll. Essas desintegrinas apresentam
aproximadamente 100 residuos de aminoacidos e oito pontes dissulfeto, e
possuem sequéncias alternativas ao motivo RGD, substituindo-o por sequéncias
XXCD (x-x-cisteina-aspartato). Diferentemente dos demais grupos que s&o
moléculas monomeéricas, 0 quinto grupo é composto por homo e heterodimeros
(CALVETE et al., 2005).

A capacidade das desintegrinas se ligarem a integrinas afeta varios
processos celulares como agregacdo plaquetaria, angiogénese, metéstase e

crescimento tumoral (SWENSON et al., 2007). Estudos mostraram que a ligagcéo
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de desintegrinas-RGD a integrina o pBs, bloqueia sua interacdo com o
fibrinogénio, impedindo a agregacao plaquetéria induzida por ADP, colageno, AA,
entre outros agonistas, contribuindo para os sintomas hemorragicos do
envenenamento (MARCINKIEWICZ et al., 1997, KAUSKOT et al., 2008). A
ligacdo de desintegrinas-RGD ao receptor de vitronectina, ayps, induz apoptose
de células endoteliais por bloquear sua adeséo a proteinas da matriz extracelular,
também contribuindo para os sintomas hemorragicos (HONG et al., 2003).
Disintegrin-like também séo capazes de inibir a agregacao plaquetaria, entretanto
o efeito ocorre através da inibicdo da integrina a,B1, principal receptor para o
coldgeno (SHIMOKAWA et al., 1997).

6.1 Metaloproteases de peconha de serpentes (SVMPSs)

As SVMPs compreendem cerca de 32% das proteinas que compdem a
peconha de viperideos, desempenhando um papel significativo nas patologias
associadas ao seu envenenamento (CALVETE et al.,, 2007). Sao enzimas
caracterizadas pela dependéncia catalitica de fons metélicos (Zn**, Ca®** ou Mg?®")
e pela grande diversidade estrutural e funcional (GUTIERREZ e RUCAVADO,
2000). Esses metais desempenham um papel critico na atividade proteolitica e,
consequentemente, na atividade biologica dessas proteases (FOX e SERRANO,
2009). Em geral, as SVMPs sdo zinco dependentes, pertencentes a familia
metzincina. O sitio ligante de zinco da familia metzincina possui uma sequéncia
de aminoacidos conservada, HEBXHXBGBXHZ, constituindo o dominio catalitico
metaloprotease; onde H representa a histidina, E acido glutamico, G glicina, B um
residuo hidrofébico, X um aminoacido qualquer e Z um aminoacido diferente entre
as quatro subfamilias, mas conservado entre as mesmas (FOX e SERRANO,
2005; MARKLAND, 1998). A remocéao do zinco por agentes quelantes, tais como
o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e 1,10-fenantrolina, podem inibir as
SVMPs, eliminando completamente sua atividade enzimatica (MARKLAND, 1998;
MATSUI et al., 2000).

As SVMPs séo classificadas em trés classes, P-I, P-ll e P-lll, de acordo
com suas massas moleculares e organizagdo de seus multidominios (Figura 08).
O critério para formular essa classificagéo foi baseado na presenca ou auséncia

de dominios ndo proteases através de analises de mMRNA e proteinas isoladas da
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peconha. A classe P-l das SVMPs apresenta proteinas com massa molecular
entre 20 e 30 kDa que contém apenas o dominio metaloprotease. Essas
proteases apresentam uma grande variedade de atividades bioldgicas,
dependentes de suas respectivas estruturas primarias e terciarias. As proteases
de 30 a 60 kDa compdem a classe P-Il, e apresentam um dominio desintegrina
adicionado ao C-terminal do dominio catalitico. A classe P-II foi subdividida em P-
lla a P-lle de acordo com o processamento para liberacdo do dominio
desintegrina. Na subclasse P-lla o dominio desintegrina é liberado da forma
madura da proteina, enquanto na subclasse P-llb todos os dominios permanecem
apos maturacado da proteina; a subclasse P-lilc compreende as SVMPs diméricas,
sem liberacdo do dominio desintegrina. As proteases da classe P-lld originam as
desintegrinas homodiméricas liberadas do restante da proteina por um processo
proteolitico pds-traducional, enquanto a subclasse P-lle origina as desintegrinas
heterodiméricas, também processadas do restante da proteina (FOX e
SERRANO, 2005, 2008).

As SVMPs classe P-lll sdo as mais intrigantes das categorias de SVMPs
guanto a sua funcao e contribuicdo na complexidade da peconha. A classe P-II
compreende as enzimas com massas moleculares entre 60-100 kDa, que contém
um dominio rico em cisteina (Cys-rich) em adicdo aos dominios metaloprotese e
ao dominio semelhante a desintegrina (Dis-like). O dominio semelhante a
desintegrina (Dis-like) apresenta dois residuos de cisteina a mais, quando
comparado com as desintegrinas, e por sua vez, a disposicdo de suas pontes
dissulfeto também é diferente. Além disso, o dominio semelhante a desintegrina
(Dis-like) ndo apresenta a sequéncia RGD (FOX e SERRANO, 2005, 2008).

Assim como a classe P-ll, a classe P-lll apresenta subclasses. Na
subclasse P-llla ndo h& liberacdo dos dominios adicionais ap6s maturacao da
proteina; enquanto que na subclasse P-lllb os dominios rico em cisteina (Cys-
rich) e semelhante a desintegrina (Dis-like) sdo liberados da forma madura da
proteina. Na subclasse P-llic os precurssores originam as SVMPs diméricas sem
liberacdo dos dominios Cys-rich e Dis-like. A subclasse P-llid, anteriormente
descrita como P-IV (FOX e SERRANO, 2005; HITE et al., 1994), inclui proteases

gue possuem dominios semelhantes a lectina tipo-C ligadas por pontes dissulfeto
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aos outros trés dominios caracteristicos das enzimas P-lll (FOX e SERRANO,
2005, 2008).

P-la @z -Proteinase: S Proteinase Atrolysin B, C, D

— p Ay Atrolysin E
P-lla P -Proteinase S IDis Proteinasel S + ‘ "| Ml;?Dy_;‘:;
SN P RSN Proteinase( s (Disil Jerdonitin
P-lic P2 4Proteinase( s (IDisi Bilitoxin
- Dis Homodimeric RGD-Dis
P-lid @3 -Proteinase‘ s ? + ”x
Dis Contortrostatin
+ ? + * Heterodimeric RGD-Dis
P-lle @z -Proteinase- S (IDis Di Acostatin
P-llla @3 ‘Droteinase S L?;'(‘Z'!é"iz;s,' Proteinase( S L?;'(sei .%Xﬁ' Atrolysin A

P-llib {3 -Proteinase‘ S L?&sei&%’rs; Proteinasel BN S L?ﬁi?pﬁ!ﬁ' Catrocollastatin
P-llic @y -Proteinase S L?;'éi;ggﬁ' Y dProteinasel S L%I(e( ,?,Xﬁ‘ VAP1

: 7\ P Lec i v
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Figura 08: Classificacdo das SVMPs. P: peptideo sinalizador; Pro: pr6-dominio, removido

w
1

]
]

durante sua ativacdo; S: sequéncia HEBXHXBGBXH; Dis: dominio desintegrina; Dis-like:
dominio semelhante a desintegrina; Cys-rich: dominio rico em cisteina; Lec: lectina; (?):

produto processado, mas nédo identificado na pegonha (Fonte: FOX e SERANO, 2008).

As SVMPs sao sintetizadas e armazenadas na glandula da serpente na
forma de zimogénios ou precursores inativos. Possuem multidominios, incluindo
um proé-dominio que interage com o dominio catalitico, bloqueando seu sitio ativo
por se ligar ao Zn?'; esse pré-dominio é responsavel pela inativacdo das
proteases antes da secrecdo. ApOs serem secretadas, essas enzimas sao
ativadas por atividade autocatalitica residual ou pela agdo de outras proteases
presentes na peconha (SWENSON e MARKLAND, 2005; RAMOS e SELISTRE-
DE-ARAUJO, 2006).

Os dominios desintegrina e semelhante a desintegrina (Dis-like) interagem

fortemente com as integrinas, interferindo em processos biolégicos mediados por
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esses receptores. Esses dominios, juntamente com o dominio semelhante a
lectina tipo-C e o dominio rico em cisteina (Cys-rich), possuem importante papel
nos efeitos toxicos das SVMPs (IBA et al., 1999; JIA et al., 1997; SWENSON et
al., 2007).

6.2 SVMPs e a hemostasia

As SVMPs tém sido objeto de muito estudo devido a importancia que estas
desempenham no envenenamento. Estas proteases desempenham um papel
significativo nos efeitos sistémicos do envenenamento, principalmente nos
distarbios na hemostasia (FOX e SERRANO, 2009). Em geral, sua acdo esta
relacionada com a protedlise de componentes da matriz extracelular (colageno
tipo 1V, laminina, fibronectina), ativacdo ou degradacéo de proteinas plasmaticas
(fibrina, fibrinogénio, FVW, pré-trombina, fator X) e interagdo com receptores
plaquetarios (integrinas e GPs). Esses efeitos promovem diversas alteracdes
patologicas, tais como hemorragia, inibicdo da agregacdo plaquetaria,
coagulopatia, mionecrose, edema, equimose e resposta inflamatoria
(GUTIERREZ et al., 2005; MOURA-DA-SILVA et al., 2007; WHITE, 2005).

Todas as classes de SVMPs sao capazes de provocar hemorragia,
entretanto, varios estudos demonstram que a presenca dos dominios nédo
enzimaticos direciona e potencializa esse efeito. Dessa forma, as SVMPs classe
P-lll sdo as mais hemorragicas (GUTIERREZ et al., 2009b). A alta atividade
hemorragica da classe P-Ill tem sido atribuida a presenca dos dominios
semelhante a desintegrina (Dis-like) e rico em cisteina (Cys-rich). Esses dominios
se associam a componentes da membrana basal e integrinas de células
endoteliais, posicionando o dominio catalitico em uma posicdo favoravel a
protedlise e ruptura da microvasculatura (MOURA-DA-SILVA et al., 2008;
SERRANO et al.,, 2006). Dessa forma, SVMPs classe P-I podem provocar
hemorragia local por mecanismos indiretos, como leséo tecidual, e SVMPs classe
P-lll, geralmente, contribuem com a hemorragia sistémica (GUTIERREZ et al.,
2009b). Entretanto, ha na literatura SVMPs classe P-lll que ndo apresentam
atividade hemorragica, como o ativador de protrombina Berythractivase da
peconha de B. erythromelas (SILVA et al., 2003).
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As SVMPs também tém sido estudadas por sua acao fibrin(ogen)olitica.
Essas enzimas sé@o capazes de degradar um coagulo de fibrina ou prevenir a sua
formacdo por degradar o fibrinogénio, provocando incoagulabilidade sanguinea
por dissolucdo do trombo formado ou por esgotamento daquele fator de
coagulacéao, respectivamente (MARKLAND, 1998; SWENSON e MARKLAND,
2005). Essa caracteristica torna as SVMPs fibrin(ogen)oliticas ndo hemorragicas
como potenciais agentes clinicos para tratamento de pacientes com doencas
vasculares tromboembodlicas (DEITCHER e TOOMBS, 2006; LEONARDI et al.,
2007). As SVMPs podem ser classificadas como a-fibrinogenases ou [3-
fibrinogenases de acordo com a especificidade de hidrélise das cadeias do
fibrinogénio, sendo que a maioria das enzimas cliva preferencialmente a cadeia
Aa do fibrinogénio, e lentamente a cadeia BB (MARKLAND, 1998). Como o
fibrinogénio é o principal ligante da integrina plaquetaria 33, acreditava-se que a
sua degradacédo fosse responsavel pela inibicdo plaquetaria provocada por essas
enzimas, entretanto, € a cadeia y que contém o principal sitio de ligagao com as
plaguetas. Portanto, a degradacdo das cadeias Aa e BB nao interfere na
agregacao plaquetéaria (KAMIGUTI et al., 1994; KINI E EVANS, 1991).

As SVMPs também sao conhecidas por interferirem na agregacao
plaguetaria. Acredita-se que o efeito inibitério da agregacdo plaquetaria
provocado por SVMPs ocorra, principalmente, devido a interacdo de sitios
especificos das SVMPs com receptores plaquetéarios (integrinas azB; € apPs €
GPVI e GPIb) e hidrélise de FYW. A protedlise de proteinas da matriz extracelular
(colageno e fatores de coagulacdo) exerce um efeito secundario sobre a inibicao
plaquetéaria (DU et al., 2006; KAMIGUTI, 2005). A interacdo das SVMPs com o0s

receptores plaquetarios pode ser visualizada na figura 09.

33



D-CR D

Plaqueta

o

0B, GPIb GPVI

Figura 09: Receptores plaquetarios que sao alvos das SVMPs. MP: metaloprotease; D:
desintegrina; D-CR: Disintegrin-like/Cys-rich; CL: lectina tipo-C (Fonte: adaptado de DU et al.,
2006).

A Ultima etapa da agregacédo plaquetaria depende da ligacdo da integrina
apPs ativada ao fibrinogénio. SVMPs sédo capazes de interferir na ativacao
plaquetaria induzida por colageno e FVYW e também na ligagao da integrina a P33
ao fibrinogénio (MOURA-DA-SILVA et al., 2007).

A maioria das SVMPs investigadas até o momento apresenta atividade
inibitéria da agregacdo plaquetaria induzida por colageno. Essa inibicdo parece
ser primariamente induzida pela interacdo com a integrina plaquetaria a,B;
(KAMIGUTI, 2005). Como exemplo temos Atrolysin A (FOX e BJARNASON,
1995) e Jararhagin (DE LUCA et al., 1995) Também, acredita-se que a Jararhagin
promova inibicdo plaquetaria por clivar a subunidade B; do receptor ayf3;
(KAMIGUTI et al., 1996a).

Os efeitos das SVMPs sobre a agregacdo plaquetaria induzida por
colageno, aparentemente, estdo relacionados com SVMPs classe P-Ill, devido a
presenca dos dominios Cys-rich e Disintegrin-like (MOURA-DA-SILVA et al.,
2007). Estudos utilizando Jararhagin e Atrolysin A demonstraram que esses
dominios adicionais, possuem motivos que interagem, potencialmente, com o
receptor de colageno, a integrina a,p:, bloqueando a adeséo do colageno ao seu
receptor, e com isso promovendo um efeito inibitério na agregacdo plaquetaria
induzida por colageno (KAMIGUTI, 2005). O dominio disintegrin-like por ser

desprovido do motivo RGD n&o bloqueia a interagdo entre o fibrinogénio e a
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integrina a;;pB3, Mas sim sua atividade esta concentrada na inibicdo da ligacdo do
coldgeno com a integrina a,; (MOURA-DA-SILVA et al., 2007).

Recentemente foi relatado efeitos de SVMPs sobre o receptor de colageno
GPVI. Wang (2007) descreveu a purificacdo de AAV1, uma metaloprotease da
classe P-IlIl, capaz de inibir a agregacao plaquetéria induzida por coldgeno por se
ligar ao receptor GPVI. Essa inibicdo plaquetaria via GPVI também pode ocorrer
por protedlise. Kistomin € uma SVMP classe P-I que inibe a agregacao
plaquetéaria induzida por colageno, devido a degradacao proteolitica do receptor
plaguetario GPVI provocada pela metaloprotease (HSU et al., 2008).

Outra consideracdo importante da acdo de SVMPs sobre a agregacao
plaquetéaria induzida por colageno € a sua capacidade de se ligar as fibras de
colageno, como foi observado pela Crovidisin (LIU e HUANG, 1997) e
Catrocollastatin (ZHOU et al., 1995), SVMPs classe P-IlIl purificadas da pegonha
de serpentes do género Crotalus. Essas enzimas se ligam a essas fibras
blogueando sua interacdo com as plaquetas, o que resulta na inibicdo da
agregacédo plaquetaria (LIU e HUANG, 1997; ZHOU et al., 1996). A Jararhagin
também é capaz de se ligar ao colageno com alta afinidade (TANJONI et al.,
2003).

SVMPs também sdo capazes de interferir na agregacdo plaquetéaria
induzida por FVW e GPIb. Os estudos comecaram depois de perceberem que a
porcdo mediana da sequéncia de algumas SVMPs apresentam homologia com o
FVW (TAKEYA et al., 1990). A Jararhagin, além de inibir a agregacédo plaguetaria
induzida por colageno também ¢é capaz de inibir a aglutinacdo plaquetéria
induzida por ristocetina, um antibiético que altera a conformacdo do FVW,
expondo seu dominio que € reconhecido pela GPIb. Como a Jararhagin nao cliva
a GPIb (KAMIGUTI et al., 1996a), esse efeito inibitério ocorre devido ao seu efeito
sobre o FvW. Dessa forma, sugere-se que a Jararhagin hidrolise o FYW em sua
regido N-terminal, que contém o sitio de ligacdo para o receptor GPlb (KAMIGUTI
et al., 1996b). Outra SVMP classe P-lll, Acurhagin, purificada da peconha de
Agkistrodon acutus, também inibe a agregacao plaquetaria induzida por coladgeno
e ristocetina por degradar o colageno e o FVW, respectivamente (WANG e
HUANG, 2002). Com relacdo ao efeito sobre a GPIb, algumas SVMPs, Kistomin e

Mocarhagin, demonstram degradar esse receptor plaquetario (HUANG et al.,
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1993; WARD et al., 1996). Por sua vez, Crotalin, uma SVMP classe P-I, degrada
ndo apenas o FVW, mas também seu receptor plaquetario GPIb, resultando em
inibicdo plaquetéria induzida por ristocetina (WU et al., 2001).

SVMPs classe P-ll sdo, em sua maioria, processadas proteolicamente
separando seu dominio catalitico do dominio desintegrina. Como descrito
anteriormente, as desintegrinas sdo inibidores ndo enziméticos da agregacédo
plaguetaria. SVMPs classe P-ll ndo processadas podem, assim como as
desintegrinas, inibir a agregacao plaquetaria por possuirem a sequéncia RGD
(ZHU et al., 2010). Dentre os inibidores da agregacdo plaquetaria isolados de
peconha de serpentes, as desintegrinas sdo descritas como as mais potentes
(MARKLAND e SWENSON, 2013). Isso ocorre devido a presenca do motivo RGD
em sua sequéncia que reconhece e se liga a integrinas da superficie plaquetéria,
em especial a integrina a3, bloqueando a sua interacdo com o fibrinogénio.
Dessa forma, as desintegrinas impedem a Ultima etapa da agregacao plaquetaria
e a formacdo de coagulos, contribuindo com os sintomas hemorragicos do
envenenamento. Algumas desintegrinas sao capazes de se ligar a integrina ;533
ndo ativada, enquanto outras requerem ativacao prévia (RAMOS e SELISTRE-
DE-ARAUJO, 2006). Como a interacdo das desintegrinas com a integrina B3
impede a Ultima etapa da agregacdo plaquetaria, desintegrinas-RGD inibem a
agregacdo por diversos agonistas, incluindo ADP, epinefrina, AA e colageno
(SAVEJIC et al., 2011).

Desintegrinas que possuem o motivo KGD também séo capazes de inibir a
agregacao plaquetaria por se ligarem a integrina o83 (SCARBOROUGH et al.,
1991). A integrina especifica capaz de se ligar as desintegrinas com motivo MVD
€ desconhecida, mas acredita-se que q;pBs seja um de seus receptores alvos,
pois sua inibicdo ocorre pela ativacdo plaquetaria induzida por ADP e colageno
(SHIMOKAWA et al., 1998).

Inimeras desintegrinas ja foram isoladas de peconha de serpentes desde
que foram caracterizadas por competirem com o fibrinogénio pela a,;,33. Essas
moléculas ndo enzimaticas sdo potentes drogas para o tratamento de doencas
cardiovasculares, devido a sua simplicidade estrutural e mecanismo de interacao
com a integrina q;;p83 (DU et al., 2006). Algumas delas ja estdo em avanco clinico,

como exemplo temos o medicamento Aggrastat® que t&ém como principio ativo a
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desintegrina-RGD, Echistatin, utilizado em pacientes com trombose e outras
desordens cardiovasculares por ser um potente agente antiplaquetério
(MONLEON et al., 2005). As desintegrinas também podem apresentar atividade
antitumoral por serem capazes de inibir a migracdo celular de tumores, a
metéstase e a angiogénese dependentes de integrinas (COMINETTI, 2004).
Diante deste contexto, as peconhas de serpentes sao ricas em compostos
farmacologicamente ativos que interferem no sistema hemostatico, em especial
as SVMPs, que apresentam varios mecanismos capazes de interferir na funcéo
plaguetaria, devido a sua alta complexidade estrutural e funcional com multiplos
dominios que sinalizam seus efeitos bioldgicos. Uma investigacdo detalhada
desses componentes presentes em peconha de serpentes pode fornecer
informacBes para o desenvolvimento de drogas que podem ser aplicadas nos

campos médicos e farmacoldgicos da hemostasia e trombose.
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Resumo

A peconha de serpentes do género Bothrops compreende uma mistura complexa
de proteinas e peptideos farmacologicamente ativos capazes de interagir com
componentes do sistema hemostatico humano. Alguns destes componentes sao
enzimas, tais como metaloproteases que podem interferir na agregacao
plaquetaria, um importante processo celular envolvido na trombose e
homeostase. As metaloproteases sdo proteinas com multidominios constituidas
por um dominio catalitico e um ou varios dominios néo-cataliticos. Algumas
dessas enzimas podem sofrer autolise durante a secrec¢ao liberando seu dominio
catalitico. O presente estudo relata a purificacdo e caracterizacdo funcional de
Bmoo-Agg, um fator de inibicdo da agregacao plaquetéria isolado da pe¢conha da
serpente Bothrops moojeni. A toxina foi purificada por uma combinacdo de trés
passos cromatograficos (cromatografia de troca ibnica em DEAE-Sephacel,
cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-75 e cromatografia de
afinidade em Heparina HiTrap™ HP). Bmoo-Agg apresentou-se como uma
proteina de cadeia simples com uma massa molecular aparente de 32 kDa em
SDS-PAGE a 14% sob condi¢des redutoras. O sequenciamento de Bmoo-Agg por
degradacdo de Edman mostrou a sequéncia de  aminoacidos
LGPDIVPPNELLEVM, a qual apresentou identidade com muitas metaloproteases
classe PIIl de peconha de serpentes. Bmoo-Agg mostrou um efeito inibitério
bastante especifico sobre a agregacédo plaquetaria induzida pela ristocetina e
epinefrina em plasma rico em plaquetas humanas de uma maneira dose e tempo
de incubacdo dependentes, mas teve pequeno ou nenhum efeito sobre a
agregacdo plaquetaria induzida por colageno e adenosina difosfato. A toxina foi
desprovida de atividades proteolitica, hemorragica, coagulante e anticoagulante e
nao induziu edema e hiperalgesia significativos. Bmoo-Agg pode ser de interesse
meédico, porque € um inibidor anti-plaquetéario, o que poderia, potencialmente, ser
desenvolvido como um novo agente terapéutico para a prevencao e tratamento de

pacientes com doencas trombdticas.

Palavras-chave: peconha de serpentes, Bothrops moojeni, metaloproteases,

fator de inibicdo da agregacédo plaquetaria.
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Abstract

Bothrops snake venom comprises a complex mixture of pharmacologically active
proteins and peptides which interact with components of the human hemostatic
system. Some of these components are enzymes, such as metalloproteinases,
that may interfere in platelet aggregation, an important cellular process in
thrombosis and hemostasis. Metalloproteinases are multidomain proteins
composed of a catalytic and one or several non-catalytic domains. Some of these
enzymes can undergo autolysis during secretion, releasing the catalytic domain.
The present study reports the purification and functional characterization of Bmoo-
Agg, a platelet-aggregation-inhibiting factor from Bothrops moojeni snake venom.
The toxin was purified by a combination of three chromatographic steps (ion-
exchange on DEAE-Sephacel, molecular exclusion on Sephadex G-75 and affinity
chromatography on HiTrap™ Heparin HP). Bmoo-Agg was found to be a single-
chain protein with an apparent molecular mass of 32 KDa on 14% SDS-PAGE
under reducing conditions. Sequencing of Bmoo-Agg by Edman degradation
revealed the amino acid sequence LGPDIVPPNELLEVM, which showed identity
with many PIII class snake venom metalloproteinases. Bmoo-Agg showed a rather
specific inhibitory effect on platelet aggregation induced by ristocetin and
epinephrine in human platelet-rich plasma in a dose- and incubation time-
dependent manner, whereas it had little or no effect on platelet aggregation
induced by collagen and adenosine diphosphate. The toxin was devoid of
proteolytic, hemorrhagic, coagulant or anticoagulant activities and induced no
significant edema or hyperalgesia. Bmoo-Agg may be of medical interest because
it is an anti-platelet inhibitor, which could potentially be developed as a novel

therapeutic agent to prevent and treat patients with thrombotic disorders.

Keywords: Snake venom, Bothrops moojeni, metalloproteinase, platelet-

aggregation-inhibiting factor.
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1. Introduction

Snake venoms comprise pharmacologically active proteins and peptides,
both enzymatic or non-enzymatic, such as phospholipases A,, metalloproteinases,
serine proteinases, nucleotidases, L-amino acid oxidase, disintegrins and C-type
lectins (Du et al., 2006; Kini and Evans, 1990; Markland, 1998; Sajevic et al.,
2011). Several snake venom metalloproteinases (SVMPs) have been isolated and
characterized by their biological activities. These proteolytic enzymes have
hemorrhagic and fibrin(ogen)olytic activities, act as prothrombin activators,
activate blood coagulation factor X, possess apoptotic activity, inactivate blood
serine proteinase inhibitors (serpins) and act as platelet aggregation inhibitors
(Fox and Serrano, 2009; Gutiérrez and Rucavado, 2000; Markland and Swenson,
2013; Marsh and Williams, 2005; Sajevic et al., 2011).

SVMPs comprise a group of zinc-dependent enzymes of varying molecular
mass, widely distributed in Viperidae venoms. They are synthesized as
multidomain precursors and stored in the venom gland as inactive zymogens
(Calvete et al., 2007; Markland and Swenson, 2013; Moura-da-Silva, 2007,
Swenson and Markland, 2005). SVMPs are classified into three major classes, PI,
PIl and PIIl, according to their size (molecular mass) differences and domain
organization. Pl SVMPs include small metalloproteinases with only the
metalloproteinase domain. PIl SVMPs comprise medium-size proteinases
composed of one metalloproteinase and one disintegrin domain. Plll SVMPs have
an additional cysteine-rich domain following the disintegrin region and, in some
cases, a lectin domain. PIl and PIll SVMPs are divided into several subclasses
based on proteolytic processing. Pl SVMPs can be processed into a
metalloproteinase domain and a non-enzymatic disintegrin, and PIlIl SVMPs can
also be degraded, releasing a stable fragment which corresponds to the
disintegrin-like and cysteine-rich domains (Fox and Serrano, 2005, 2008).

Several studies have investigated SVMPs as platelet aggregation inhibitors
(Braud et al., 2000; Kamiguti, 2005; Koh and Kini, 2012; Markland and Swenson,
2013; Matsui et al., 2000; Moura-da-Silva et al., 2007; Ramos and Selistre-de-
Araujo, 2006; Sajevic et al., 2011). Disintegrin domains usually contain the RGD
sequence, which binds to platelet ;B3 integrin (GPIIb/llla), blocking the last
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phase of platelet aggregation and clot formation (Calvete et al., 2005; Ramos and
Selistre-de-Araujo, 2006). Therefore, disintegrins are considered potent platelet
aggregation inhibitors (Markland and Swenson, 2013). On the other hand,
disintegrin-like domains possess the XXCD motif, instead of the usual RGD, and
are also able to inhibit platelet aggregation by binding to a,f; integrin (Calvete et
al., 2005; Kamiguti et al., 1996).

In the present study, we describe the purification, determination of N-
terminal amino acid sequence and functional characterization of Bmoo-Agg, a

platelet-aggregation-inhibiting factor from Bothrops moojeni snake venom.
2. Material and Methods
2.1 Material

Desiccated B. moojeni venom was purchased from Bioagents Serpentarium
(Batatais, SP, Brazil). Acrylamide, ammonium bicarbonate, ammonium persulfate,
azocasein, bromophenol blue, ethylenediaminetetracetic acid (EDTA), bovine
fibrinogen, glycine, B-mercaptoethanol, N,N-methylene-bis-acrylamide, sodium
dodecyl sulfate (SDS), N,N,N'N*-tetramethylethylenediamine (TEMED) and Tris
were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Molecular weight
markers for electrophoresis and all chromatographic media (DEAE-Sephacel,
Sephadex G-75, HiTrap™ Heparin HP and C2/C18 columns) were purchased
from GE Healthcare Technologies (Uppsala, Sweden). All the agonists used in the
platelet aggregation assays (collagen from equine tendon, adenosine diphosphate,
epinephrine and ristocetin) were purchased from Helena Laboratories (Beaumont,
Texas, USA). All other reagents used were of analytical grade.

2.2 Animals

Swiss male mice (20-25 g) and Wistar male rats (200-250 g) were provided from
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CEBEA) at the Federal University
of Uberlandia (Uberlandia-MG, Brazil). The animals were maintained under
conditions of controlled temperature (22 + 2°C), humidity (60-70%) and light/dark
cycle (12 hours) with free access to food and water. The experimental protocol
was approved by the Committee for Ethics in Animals Experimentation of Federal
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University of Uberlandia (CEUA/UFU), Minas Gerais, Brazil (Protocol number
108/12).

2.3 Human blood

The experiments were performed in accordance with current guidelines for
research with human, established by the Committee for Ethics in Human Research
of Federal University of Uberlandia (CEP / UFU), Minas Gerais, Brazil (Protocol
number 055/11). Blood was obtained by blood donation from 10 individuals who
were invited to participate in the research as volunteer donors. The criteria for the
selection of donor volunteers were no signs or symptoms of disease, malnutrition
or dehydration, between 18 and 65 years of age, weight more than 50 kg, no use
of any medication that interferes with hemostasis, no use of illicit drugs, no alcohol
consumption in the last 24 hours preceding the experiment and no hemostasis
disorders.

2.4 Isolation of Bmoo-Agg

Protein isolation was carried out in three steps. The crude venom of B. moojeni
(200 mg) was dissolved in 2.0 mL of 0.05M ammonium bicarbonate buffer (pH 7.8)
and clarified by centrifugation at 10,000 x g for 10 min. The supernatant was
applied to a DEAE-Sephacel column (2.5 x 20 cm) previously equilibrated with
0.05 M ammonium bicarbonate buffer (pH 7.8). Chromatography was carried out
at a flow rate of 20 mL/h, with a convex concentration gradient of the same buffer
(0.05-0.6 M) and fractions of 3.0 mL/tube were collected. All peaks were monitored
by measuring absorbance at 280 nm on a spectrophotometer BioSpec-Mini
(Shimadzu Biotech, Japan). The seventh peak, designated D7, was pooled,
lyophilized and applied to a Sephadex G-75 column (1.0 x 100 cm) previously
equilibrated with 0.05 M ammonium bicarbonate buffer (pH 7.8). The samples
were eluted from this column with the same buffer at a flow rate of 20 mL/h and
fractions of 3.0 mL/tube were collected. The second fraction, designated D7S2,
was pooled, lyophilized and submitted to the third step of separation using a
HiTrap™ Heparin HP column (5 x 1 mL) in an AKTApurifier™ HPLC system,
previously equilibrated with 20 mM Tris-HCI buffer (pH 7.0) containing 5 mM

calcium chloride. The samples were eluted with an increasing concentration
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gradient of 20 mM Tris-HCI buffer (pH 7.0) containing 2.0 M sodium chloride.
Elution was carried out at a flow rate of 30 mL/h, fractions of 1.0 mL/tube were
collected and the absorbance was read at 280 nm. Isolated Bmoo-Agg was
concentrated in the major peak. To evaluate the degree of purity, isolated Bmoo-
Agg was passed through a reverse-phase C2/C18 column (4.6 x 100 mm) using
the AKTApurifier™ HPLC system. The column was equilibrated with solvent A
(0.1% trifluoroacetic acid) and eluted with a linear concentration gradient from 0 to
100% of solvent B (70% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid) at a flow rate of 0.3

mL/min. Absorbance was monitored at 280 nm.
2.5 Protein analysis

The protein concentration was determined by the microbiuret method (ltzhaki and
Gill, 1964), using bovine serum albumin as the standard. Polyacrylamide gel
electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) was
performed as described by Laemmli (1970) using 14% (w/v) gels. Electrophoresis
was carried out at 20 mA/gel in Tris-glycine buffer (pH 8.3) containing 0.01% SDS.
The molecular mass standard proteins used were phosphorylase b (97 kDa),
bovine serum albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (30
kDa), soybean trypsin inhibitor (20.1 kDa) and a-lactalbumin (14.4 kDa). Gels were
stained with Coomassie blue R-250, 0.2% (w/v). The relative molecular mass of

Bmoo-Agg was estimated by Kodak 1D image analysis software.
2.6 N-terminal sequencing

The N-terminal sequence of Bmoo-Agg was determined by Edman degradation
(Edman, 1950), performed on an automated sequencer (Procise model 494,
Applied Biosystems). The identity of the primary sequence of Bmoo-Agg was
compared with other proteins using BLAST (Basic Local Alignment Search)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
2.7 Proteolytic activity upon fibrinogen

Fibrinogenolytic activity was assayed as described by Rodrigues et al. (2000), with
brief modifications. Samples containing 25 uyL of bovine fibrinogen (3 mg/mL
saline) were incubated with 20 ug of Bmoo-Agg for 120 min at 37°C. The reaction
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was stopped by the addition of a denaturing buffer containing 10% (v/v) glycerol,
10% (v/v) B-mercaptoethanol, 0.2% (w/v) SDS and 0.001% (w/v) bromophenol
blue (pH 6.8). Reaction products were analyzed by 14% (w/v) SDS-PAGE.

2.8 Proteolytic activity upon azocasein

Samples of 20 yg of Bmoo-Agg were supplemented with 200 pL of saline and
incubated for 60 min with 800 pL of azocasein solution (1 mg/mL). The reaction
was stopped by the addition of 200 uL of 15% trichloroacetic acid to precipitate the
undegraded azocasein. The mixture was left standing for 20 min before
centrifugation at 10,000 x g for 10 min. The proteolytic activity was estimated by
reading the absorbance of the clear supernatant at 405 nm. One unit of
azocaseinolytic activity was defined as the amount of enzyme which produces an

absorbance increase of 0.01 units.
2.9 Hemorrhagic activity

Hemorrhagic activity was determined as described by Nikai et al. (1984), with
some modifications. Groups of three Swiss male mice were subcutaneously
injected into the dorsal skin with 50 ug of Bmoo-Agg diluted in 25 pL of saline.
After three hours, animals were sacrificed by an overdose of ketamine/xylazine,
the skin was removed and the diameter of the hemorrhagic spot was measured on

the inner surface. Control animals received the same volume of sterile saline.
2.10 Defibrinating activity

Defibrinating activity was carried out according to the method of Gene et al.
(1989), with slight modifications. Groups of three Swiss male mice were
intraperitoneally injected with 50 ug of Bmoo-Agg (50 pg/100 pL saline). Control
animals received the same volume of sterile saline. After one hour, mice were
sacrificed by an overdose of ketamine/xylazine and bled by cardiac puncture.
Whole blood was placed in tubes and kept at 25-30°C. Activity was determined by

measuring the time until the onset of blood clotting.

2.11 Coagulant activity
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Coagulant activity was assayed using bovine plasma. The plasma samples were
mixed with 3.8% sodium citrate (9:1, v/v) and centrifuged at 2,500 x g for 15
minutes to obtain platelet-rich plasma (PRP). Bmoo-Agg (25 pg/25 uL) or the
same volume of saline (negative control) or 0.2 mol/L calcium chloride (positive
control) was added to 200 pL of citrated bovine PRP at 37°C. Clotting activity was
determined by measuring the time until fibrin clot onset by a coagulometer (CLO

Timer).
2.12 Platelet aggregation assay

Platelet aggregation assays were performed in human PRP and measured using
the automatic Aggregometer 4 channels (AggRAM™ version 1.1, Helena
Laboratories, USA). Human blood collected in sodium citrate was centrifuged at
100 x g for 12 min at room temperature to obtain PRP. Platelet-poor plasma (PPP)
was obtained from the residue by centrifugation of citrated blood at 1,000 x g for
15 min. Assays were carried out using 200 pL of PRP maintained at 37°C under
continuous stirring in siliconized glass cuvettes. Aggregation was triggered with
collagen (10 pg/mL), ADP (20 uM), ristocetin (1.5 mg/mL) or epinephrine (300 pM)
after pre-incubation of platelets with Bmoo-Agg in different incubation times (10,
20 and 30 min) at 37°C and different doses of Bmoo-Agg (15, 40 and 80 ug). One
hundred percent (100%) aggregation was expressed as the percentage
absorbance relative to PPP aggregation. Control experiments were performed
using only platelet agonists. All experiments were carried out in triplicate.

2.13 Evaluation of paw edema formation

Groups of three Wistar male rats received an intraplantar injection of Bmoo-Agg
(50 pg/100 pL saline) into the subplantar region of one hind paw. An equal volume
of sterile saline was injected into the contralateral paw. The volumes of both paws
were measured using a plethysmometer (model 7140, Ugo Basile, Italy) before
and 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 24 hours after the injection. Results were calculated as
difference between both paws and expressed as the percentage increase in paw

volume relative to the initial volume.

2.14 Evaluation of hyperalgesia
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Hyperalgesia was measured according to the paw pressure test as described by
Randall and Selitto (1957), with slight modifications. Groups of three Wistar male
rats received an intraplantar injection of Bmoo-Agg (50 ug/100 pL saline) into the
right hind paw. An equal volume of sterile saline was injected into the left hind paw
for control. The weight in grams (g) required to elicit a nociceptive response, i.e.
paw flexion, was determined as the nociceptive threshold. A cut-off value of 300 g
was used to prevent damage to the paws. The nociceptive threshold was
measured before and 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 24 hours after Bmoo-Agg injection using
a Randall-Selitto apparatus (EFF-440 model, Insight, Brazil). Results were
calculated as the difference between both paws and expressed as the percentage
of decrease in nociceptive threshold relative to the initial threshold. To reduce

stress, the rats were habituated to the apparatus one day before the experiments.
2.15 Statistical analysis

The statistical analyses were carried out by ANOVA using the GraphPad prism
program version 5.01. Differences with p-values of less than 5% (p < 0.05) were

considered statistically significant.
3. Results and Discussion

The snake B. moojeni, popularly known as “caigaca’, is distributed in central
and southeastern Brazil and adjacent countries, including Paraguay and Argentina
(Nogueira et al., 2003). This species is responsible for the majority of snakebite
accidents registered in Hospital of Clinics of the Federal University of Uberlandia,
MG, Brazil (Da Silva et al.,, 2003). In this work, we report the purification and
functional characterization of Bmoo-Agg, a platelet-aggregation-inhibiting factor
from B. moojeni snake venom.

The toxin was purified by a three-step procedure including ion-exchange, gel
filtration and affinity chromatographies. Some toxins have been fractionated using
similar procedures, such as Bmoo FIBMP-I (Torres et al., 2012) and BmooMPa-1
(Bernardes et al., 2008) both from B. moojeni snake venom. Crude B. moojeni
venom (200 mg) was applied to an ion-exchange chromatography DEAE-
Sephacel column and produced eight main protein peaks designated D1 to D8

(Fig. 1A). The D7 fraction represented around 5.5% (w/w) of the crude venom and

66



it was submitted to gel filtration chromatography on a Sephadex G-75 column,
resulting in four peaks, designated D7S1 to D7S4 (Fig. 1B). The D7S2 fraction
(~3.3%) was further fractionated over an affinity chromatography HiTrap™ Heparin
HP column using the AKTApurifier™ HPLC system (Fig. 1C). The non-adsorbed
fraction (~1.7%), designated Bmoo-Agg, was devoid of proteolytic, hemorrhagic,
defibrinating and coagulant activities but it was able to interfere with platelet
aggregation. The homogeneity of this fraction was demonstrated by SDS-PAGE,
showing a single protein band around 32 kDa in the presence or absence of the
reducing agent B-mercaptoethanol (Fig. 1E). The degree of purity of isolated
Bmoo-Agg was confirmed by reverse-phase HPLC chromatography on a C2/C18
column, revealing a unique major peak (Fig. 1D).

The Bmoo-Agg yield was similar to the enzyme Bhalternin (1.85%) from B.
alternatus venom (Costa et al., 2010). On the other hand, the Bmoo-Agg yield was
lower than several purified enzymes from Bothrops sp. venom, such as Bmoo
FIBMP-I (Torres et al.,, 2012), BthMP (Gomes et al., 2009) and BmooMPa-1
(Bernardes et al., 2008), which represent 2.9%, 2.3% and 8.7% of B. moojeni
venom, respectively. Interestingly, Sanchez and colleagues (2007) purified an
enzyme, designated Leucurolysin-B, which represents 24.5% of B. leucurus
venom.

Bmoo-Agg was subjected to N-terminal sequencing by Edman degradation.
The first 15 amino-acid residues from N-terminal sequencing were determined to
be LGPDIVPPNELLEVM and submitted to BLAST. The primary sequence of the
Bmoo-Agg shared similarity with some Pl SVMPs and disintegrin peptides.
Bmoo-Agg closely resembles Moojenin, a fibrinogenolytic metalloproteinase Plllib
subclass from B. moojeni (Morais et al.,, 2012) and showed homology with
Bothropasin (Mandelbaum et al., 1982), Jararhagin (Paine et al., 1992), Jarastatin
(Coelho et al.,, 1999) and Jararhagin-C (Usami et al., 1994) from B. jararaca,
Leucurolysin-B (Sanchez et al., 2007) and Leucurogin (Higuchi et al., 2011) from
B. leucurus, Brevilysin-H6 (Terada et al., 1991) from Agkistrodon halys
brevicaudus, AaH-IV (Zhu et al., 1997) from Agkistrodon acutus, Atrolysin-A
(Bjarnason and Tu, 1978) from Crotalus atrox and Salmosin (Kang et al., 1998)

from Agkistrodon halys brevicaudus (Fig. 2).
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PllIl SVMPs comprises high molecular mass proteinases composed of a
disintegrin-like and a cysteine-rich domain (DC domain) following the proteinase
domain. Some PIlIl SVMPs have an additional lectin-like domain linked to the other
domains through a disulfide bond (Fox and Serrano, 2005, 2008). SVMPs play an
important role in hemostatic disorders. They are the primary factors responsible for
hemorrhage. PIlll SVMPs are more active at inducing hemorrhage than PI and PIi
classes. The additional DC domain contributes to the proteolytic specificity of
these PIlIl SVMPs by targeting them to bind to critical protein substrates (Serrano
et al., 2006; Jia et al., 1997).

Although Bmoo-Agg showed high homology with many PIII SVMPs, it
showed no hemorrhagic activity. These data suggest that this toxin had undergone
autolysis and comprises only the DC domain, which is a non-catalytic domain. For
this reason, we suggest that Bmoo-Agg is not able to induce hemorrhage due to
the absence of the proteinase domain, preventing proteolysis of the protein
components of the capillaries. Indeed, subclass Plllb SVMPs can undergo
proteolysis/autolysis during secretion or under non-physiological conditions in vitro
such as alkaline pH, low calcium or the presence of reducing agents (Fox and
Serrano, 2008). SVMPs can be cleaved, generating intact biologically active
polypeptides of about ~30 kDa which correspond to the DC domain (Assakura et
al., 2003). Bothropasin (Mandelbaum et al., 1982), Brevilysin-H6 (Terada et al.,
1991), Leucurolysin-B (Sanchez et al., 2007), AaH-IV (Zhu et al., 1997) and
Jararhagin (Paine et al., 1992) are Plll SVMPs comprised of a metalloproteinase
domain associated with the DC domain which can be degraded through
autoproteolytic events.

Bmoo-Agg is similar to Acucetin (30 kDa) (Zang et al., 2003) and Jararhagin
C (28 kDa) (Usami et al.,, 1994), toxins containing both disintegrin-like and
cysteine-rich domains released through auto-proteolysis of AaH-IV from
Agkistrodon acutus (Zhu et al., 1997) and Jararhagin from B. jararaca (Paine et
al., 1992), respectively; both are PllIl SVMPs. Like Acucetin and Jararhagin C,
Bmoo-Agg did not induce hemorrhage. For this reason, we believe that Bmoo-Agg
can be included into subclass PIll SVMPs, as proposed by Fox and Serrano

(2008), in which the DC domain has been processed from the proteinase domain.
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Platelets play a central role in hemostasis (Andrews and Berndt, 2000;
Kamiguti, 2005). During vascular injury, platelets are recruited from the blood
circulation to bind to the sub-endothelial matrix, forming a hemostatic plug to stop
the bleeding. The first reaction of platelets in a damaged vessel is their interaction
with adhesive proteins, such as von Willebrand factor (VWWF) and collagen via
GPIb-IX-V and GPVI glycoprotein receptors and a,B; integrin. The binding of
platelets to collagen is stabilized by VWF. The activated platelets secrete, among
other things, their granule contents, which include secondary agonists such as
ADP, serotonin, thromboxane A, (TxA;) and 5-hydroxytryptamine (5-HT) (Koh and
Kini, 2012; Rang et al.,, 2007). ADP acts via G protein-coupled receptors,
enhancing the platelet aggregation related to opBs integrin. When bound to
platelets, ADP favors the appearance of the glycoprotein lIb/llla complex, a site-
specific binding to fibrinogen (Jurk and Kehrel, 2005; Zucker and Nachmias,
1985). Then, the GPIIb/llla complex becomes active, allowing the formation of
bridge platelets by the binding of fibrinogen molecules. This interaction is
regulated by Ca®" (Bennet and Vilaire, 1979; Salzman and Merril, 1987). After the
first stimulus, platelets release TxA,, a derivative of arachidonic acid. This
molecule amplifies platelet activation by a type of positive feedback. Epinephrine
acts as an agonist of platelet aggregation by activating platelets without the initial
change in conformation, leading to the release of endogenous arachidonic acid,
TxA, formation and platelet secretion (Bernardi and Moreira, 2004; Gawaz, 2004).

In this work, Bmoo-Agg was tested for its effect on platelet aggregation.
Interestingly, our results showed that Bmoo-Agg inhibited platelet aggregation
induced by ristocetin and epinephrine in a dose-dependent manner (Figs. 3 and
4). Bmoo-Agg (40 pg) inhibited approximately 53% and 62% of platelet
aggregation induced by ristocetin and epinephrine, respectively, after pre-
incubation with PRP for 30 min. Our results showed no inhibition of ADP- or
collagen-induced platelet aggregation by Bmoo-Agg, although some PIllIl SVMPs
present an effect on ADP- or collagen-induced platelet aggregation.

It is possible that Bmoo-Agg has a disintegrin-like domain, as seen in some
SVMPs. This domain binds to integrins and thus inhibits platelet aggregation.
However, more studies are needed to elucidate the mechanism of how Bmoo-Agg

inhibits platelet aggregation. According to Kamiguti and colleagues (1996),

69



ristocetin is an antibiotic that induces the binding in vitro of VWF to GPIb/V/IX.
These same authors suggest that the inhibition of ristocetin-induced platelet
aggregation by Jararhagin occurs due to a catalytic effect of the toxin on VWF.
Since Bmoo-Agg has no catalytic effect, we suggest that the inhibition of ristocetin-
induced platelet aggregation by Bmoo-Agg occurs via binding of the toxin to the
GPIb receptor. Similarly, we can suggest that the inhibition of epinephrine-induced
platelet aggregation also occurs due to the binding of Bmoo-Agg to epinephrine
receptors.

The inflammatory response is a major characteristic of envenomation by
Bothrops snakes. This reaction involves the release of potent pro-inflammatory
mediators that cause vasodilation and extravasation of plasma into the
extracellular space. These events are accompanied by the activation of
nociceptors, resulting in edema and hyperalgesia (Fernandes et al., 2006;
Gutiérrez et al., 2009; Nascimento et al., 2010; Teixeira et al., 2009). Our results
show that statistically Bmoo-Agg did not cause hyperalgesia and edematogenic
responses in the hind paw when rats received an intraplantar injection of 50 ug of
the toxin (data not shown). Thus, Bmoo-Agg does not contribute to edema and
hyperalgesia caused by B. moojeni envenomation.

In conclusion, we describe a procedure for purifying Bmoo-Agg (32 kDa), a
toxin comprised of disintegrin-like and cysteine-rich domains and originated from
autolysis/proteolysis of SVMPs from B. moojeni. Bmoo-Agg may be of medical
interest because it is an anti-platelet inhibitor, and could potentially be developed
as a novel therapeutic agent to prevent and treat patients with thrombotic

disorders.
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Fig. 1. Purification of Bmoo-Agg from B. moojeni snake venom. (A) Separation on DEAE-Sephacel
ion-exchange chromatography: crude venom (200 mg) was applied to the column (2.5 x 20 cm)
and elution was carried out at a flow rate of 20 mL/h with ammonium bicarbonate (Ambic) gradients
buffer, pH 7.8, from 0.05 M to 0.6 M. Fractions of 3.0 mL/tube were collected and the absorbance
was read at 280 nm. (B) Separation on Sephadex G-75 molecular exclusion chromatography:
fraction D7 was applied to the column (1.0 x 100 cm) and elution with 0.05 M ammonium
bicarbonate was achieved at a flow rate of 20 mL/h. Fractions of 3.0 mL/tube were collected and
the absorbance was read at 280 nm. (C) Separation by affinity chromatography on a HiTrap™
Heparin HP column using the AKTApurifier™ HPLC system: fraction D7S2 was applied to the
column (5 x 1 mL), previously equilibrated with 20 mM Tris-HCI buffer (pH 7.0) containing 5 mM
calcium chloride. The samples were eluted with an increasing concentration gradient of 20 mM
Tris-HCI buffer (pH 7.0) containing 2.0 M sodium chloride and the absorbance of the fractions was

monitored at 280 nm. Fractions of 1.0 mL/tube were collected at a flow rate of 30 mL/h. (D)
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Reverse phase on a C2/C18 column using the AKTApurifier™ HPLC system: Bmoo-Agg was
applied to the column (4.6 x 100 mm), previously equilibrated with solvent A (0.1% trifluoroacetic
acid). Adsorbed proteins were eluted with a linear concentration gradient from 0 to 100% of
solution B (70% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid) at a flow rate of 0.3 mL/min. Absorbance was
monitored at 280 nm. (E) SDS-PAGE in 14% (w/v) polyacrylamide, Tris-glycine buffer, pH 8.3, and
20 mA. Lanes: 1- standard proteins; 2- reduced crude venom of B. moojeni; 3- reduced Bmoo-Agg;

3- non-reduced Bmoo-Agg. The gel was stained with Coomassie blue R-250.
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Fig. 2. Sequence alignment of Bmoo-Agg and other metalloproteinases/disintegrins: Moojenin (Gl:
PODKRO.1), Bothropasin (Gl: 209870468), Jararhagin (Gl: P30431.1), Jarastatin (Gl: QONZX5.1),
P30431.1), Leucurolysin-B (Gl: P86092.1), Leucurogin (GIl: P0DJ87.1),
Brevilysin-H6 (GI: POC7B0.2), AaH-IV (Gl: 255917952), Atrolysin-A (Gl: Q92043.1) and Salmosin

(Gl: 093518.1). The non-conserved residues are shown in black frames. The alignment and figure

Jararhagin-C (Gl:

were generated by the MegAlign program from Lasergene (DNAStar Inc., Madison, WI, USA).
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Fig. 3. Effect of Bmoo-Agg on ristocetin-induced platelet aggregation in citrated human PRP. (A)
PRP was pre-incubated for different times (10, 20 and 30 min) at 37°C without (control) or in the
presence of Bmoo-Agg (40 ug) before the addition of ristocetin (1.5 mg/mL). (B) PRP was pre-
incubated for 30 min at 37°C without (control) or in the presence of Bmoo-Agg at various

concentrations (15, 40 and 80 pg) before the addition of ristocetin (1.5 mg/mL).
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Fig. 4. Effect of Bmoo-Agg on epinephrine-induced platelet aggregation in citrated human PRP. (A)
PRP was pre-incubated for different times (10, 20 and 30 min) at 37°C without (control) or in the
presence of Bmoo-Agg (40 ug) before the addition of epinephrine (300 pM). (B) PRP was pre-
incubated for 30 min at 37°C without (control) or in the presence of Bmoo-Agg at various

concentrations (15, 40 and 80 pg) before the addition of epinephrine (300 puM).
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Anexo 1: Parecer do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais

U'J Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao
Comissao deEtica na Utilizacao de Animais (CEUA)
Avenida Joao Naves de Avila, n%. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
WWW.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 028/13 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 108/12

Projeto Pesquisa: “Caracterizacao funcional, biolégica e estrutural de proteases
purificadas de peconhas de serpentes brasileiras”.

Pesquisador Responsavel: Fabio de Oliveira

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacao e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlindia, 05 de Fevereiro de 2013

'1

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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Anexo 2: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

' Universidade Federal de Uberlandia
J Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

Av. Joao Naves de Avila, n? 2121 - Bloco A — sala 224 - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG —
CEP 38408-144 - FONE/FAX (34) 3239-4131

ANALISE FINAL Ne. 564/11 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU
055/11

Projeto Pesquisa: “Purificagao e caracterizacdo de toxinas de serpentes do género Bothrops
com acgao na hemostasia”.

Pesquisador Responsavel: Fabio de Oliveira

De acordo com as atribuicGes definidas na Resolucdo CNS 196/96, ¢ CEP manifesta-se pela
aprovacao do protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos,
nos limites da redacao e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugéo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa.

b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e
documentagao pertinente ao projeto.

c- a aprovagao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento
a Resolugao 196/96/CNS, néo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

SITUACAO: PROTOCOLO APROVADO

Entrega de Relatdrio Parcial: Abril de 2012.
Entrega de Relatdrio Final: Dezembro de 2012,

OBS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlindia, 09 de setembro de 201 1.

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU
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