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CA - Crotoxina A ou Crotapotina
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RESUMO

Dentre as atividades desencadeadas pela peconha da serpente Crotalus
durissus terrificus, a coagulante € bastante intrigante e contraditéria, pois a
peconha contém, em sua composicdo, tanto proteinas precursoras da
coagulagcdo como anticoagulantes. O presente trabalho descreve os efeitos
coagulantes ou anticoagulantes, in vitro, causados pela presenca da peconha
bruta e de proteinas isoladas da peconha da serpente Crotalus durissus
terrificus, bem como quais vias de coagulagdo extrinseca, intrinseca e comum
e seus respectivos fatores de coagulacdo sdo afetados. As atividades
coagulantes e / ou anticoagulantes da peconha bruta e das proteinas
purificadas foram avaliadas diretamente sobre um pool de plasma humano
citratado. Os coagulos formados na presenca da peconha bruta e da Giroxina
apresentaram-se como massas hialinas flexiveis com distribuicdo puntiforme.
Para avaliar a atividade anticoagulante das proteinas isoladas (complexo
Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina) foram utilizados Kkits
comerciais para analisar em qual via de coagulacdo envolvida essas proteinas
estavam atuando: Tempo de Protrombina (TP) — via extrinseca, Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) — via intrinseca e ambos — via comum.
A Giroxina apresentou atividade coagulante, pois age diretamente, quebrando
o fibrinogénio a fibrina e aumentando a quantidade de ativador de
plasminogénio (um inibidor), o que resulta na formacdo de trombos. A
Crotoxina B interfere na formacdo do complexo protrombinase. O complexo
Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e proteinas podem atuar na formacdo do
complexo protrombinase por interacdo direta com o fator Xa, e a Crotamina
interage com regides carregadas negativamente de diferentes fatores de
coagulacdo em todas as vias de coagulagdo. Contudo, a peconha de C. d.
terrificus possui proteinas que atuma sinergeticamente causando disfuncao,
ativacao e / ou inibicdo de fatores de coagulacéo, perturbando a hemostasia.

Palavras-chave: ofidismo, cascavel, tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina parcial ativada, proteinas anticoagulantes.



ABSTRACT

Among the activities triggered by Crotalus durissus terrificus snake venom,
coagulation is both intriguing and contradictory since the venom contains in its
composition both coagulant and anticoagulant precursor proteins. This work
describes the in vitro effects of crude venom and purified proteins from Crotalus
durissus terrificus snake venom as they affect coagulation factors of the
extrinsic, intrinsic, and common clotting pathways in citrated human plasma.
Coagulant activity and/or anticoagulant crude venom, and purified proteins were
all analyzed directly in citrated human plasma, and Prothrombin Time (PT),
Activated Partial Thromboplastin Time (APTT) and coagulation factors were
analyzed using commercial kits. Clots formed by the presence of crude venom
and Gyroxin presented as flexible hyaline masses in punctiform distribution. The
evaluation of clot formation time in the presence of the isolated proteins
(Crotoxin complex, Crotoxin A, Crotoxin B and Crotamine) with commercial
assays (PT and APTT) made it possible to infer that these proteins interfere in
all pathways of the coagulation cascade. Crotoxin B can inhibit prothrombinase
complex formation by direct interaction with factor Xa. However, regarding
ophidism (snake venom poisoning) by C. d. terrificus, Gyroxin acts directly,
breaking down fibrinogen to fibrin and increasing the amount plasminogen
activator (an inhibitor), which results in the formation of thrombi. The Crotoxin
complex, Crotoxin A, Crotoxin B and proteins can act in prothrombinase
complex formation, and Crotamine interacts with negatively charged regions of
differing coagulation factors in all coagulation pathways, and possesses a whole
set of activities causing dysfunction, activation and/or inhibition of natural
anticoagulants and disturbing hemostasis.

Keywords: ophidism, Brazilian rattlesnake, prothrombin time, activated partial
thromboplastin time, anticoagulant proteins
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1. INTRODUCAO

As peconhas das serpentes consistem em uma mistura complexa de
substancias farmacologicamente e bioguimicamente ativas (proteinas,
enzimas, peptideos e compostos inorganicos) que podem apresentar diferentes
atividades fisiologicas, hematolégicas e neurologicas (MELANI et al., 2015). O
estudo de atividades biolégicas desencadeadas pelo envenenamento ofidico
pode contribuir para descobrir e descrever diversos mecanismos moleculares
envolvidos em processos fisiolégicos causados pela peconha, bem como
possibilitar o0 desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o tratamento
de diversas doencas (VIEIRA et al., 2013; MELANI et al., 2015).

Os sintomas e efeitos do ofidismo crotalico séo tanto locais como
sistémicos. Os sintomas locais incluem parestesia, edema discreto,e mais
raramente hemoragia enquanto os efeitos sistémicos incluem alteracdes nos
sistemas cardiovascular, respiratorio e urinario (BUCARETCHI et al., 2013). A
peconha de Crotalus durissus terrificus € composta por proteinas que sao
precursores da coagulacdo, como Convulxina e Giroxina, e por proteinas como
o complexo Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina que atuam
sistemicamente como anticoagulantes (MELANI et al., 2015).

Os efeitos na hemostasia secundéaria causados pela mordedura da
serpente Crotalus durissus terrificus sdo semelhantes aos observados em
coagulopatias adquiridas (VIEIRA et al., 2013; BUCARETCHi et al., 2002).
Existem varios relatos na literatura que comparam os efeitos do ofidismo com a
doenca de Coagulagcado Intravascular Disseminada (CIVD) (HAN et al., 1996;
LEE et al., 1996; KIN et al., 2008; MADUWAGE e ISBISTER, 2014).

O objetivo deste estudo foi descrever, in vitro, os efeitos coagulantes
e anticoagulantes da peconha bruta e de proteinas isoladas da peconha da
serpente Crotalus durissus terrificus sobre um pool de plasma citratado
humano; e inferir em quais fatores de coagulagdo das vias extrinseca,

intrinseca e comum essa peconha e as proteinas isoladas estédo atuando.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Acidentes ofidicos

A estimativa global de acidentes ofidicos € de 2,5 milhdes de casos
por ano (FUNASA, 2001). A terapia atual consiste na administracdo de soro
antiofidico, o qual, muitas vezes, ndo atua satisfatoriamente contra os efeitos
locais e sistémicos (ALMEIDA et al., 2015; BARROS et al., 2015).

Segundo dados da Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA), as
serpentes do género Crotalus (cascavéis) sao responsaveis por
aproximadamente 7% dos acidentes ofidicos registrados no Brasil, podendo
representar até 30% dos acidentes em algumas regides (FUNASA, 2001).

A composicdo da peconha e os aspectos clinicos e laboratoriais
decorrentes do ofidismo causado pelas subespécies Crotalus durissus terrificus
e C. d. collilineatus sdo os mais estudados. (ALMEIDA et al., 2015; RANGEL-
SANTOS et al.,, 2004). MELANI e colaboradores (2015) caracterizaram a
composicdo molecular da peconha de Crotalus durissus terrificus e
descreveram diversas atividades toxicas e farmacoldgicas desencadeadas por
suas biomoléculas.

As acbOes e interacbes que causam os efeitos toxicos e
farmacologicos fazem da peconha de serpentes, bem como de seus
constituintes, um atrativo para o desenvolvimento de agentes terapéuticos ou
ferramentas a serem utilizadas no estudo de alvos moleculares presentes em
estados fisiopatolégicos, bem como o seu estudo sistematico além de favorecer
novos aspectos para a elaboracdo de um diagndstico especifico principalmente
para o ofidismo, uma vez que hoje a identificacdo se faz pelo relato do paciente
acometido, sendo este muito impreciso pela grande biodiversidade de espécies

existente em nosso pais

2.2. Hemostasia secundaria

A hemostasia secundaria, também denominada via da coagulacéo, é

uma série de modificacdes de um conjunto de proteinas do plasma que tem por
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objetivo final formar um coagulo de fibrina estavel no local da lesdo vascular.
Essas proteinas, denominadas Fatores de Coagulacao, circulam no sangue
sob a forma inativa (exceto o fator IV que € o mineral Célcio) e sdo numeradas
de I a XllI, na ordem pelo qual foram descobertas (VIEIRA,2014).

A formacé&o do coagulo de fibrina envolve trés vias metabdlicas: a via
intrinseca, a via extrinseca e a via comum. Para ativar um fator de coagulacao,
€ necessaria uma enzima, um substrato e um cofator ou acelerador da reacéo
(LOPES et al., 2005; CAGNOLATI et al., 2007; LEIRIA et al., 2007).

2.2.1. - Via Extrinseca

A Via Extrinseca é assim denominada por ndo conter na circulacao
sanguinea o fator tissular (Fator Ill), o qual é liberado apenas quando ocorre
uma leséo. Apos a lesao tecidual, o Fator llla que é ativado pelo fator lla, une-
se ao Fator VIl ativando-o em Vlla e, na presenca do co-fator calcio (Fator 1V),
promovem a ativacdo do Fator X em Xa iniciando, assim, a via comum da
coagulacdo (ARMSTRONG & GOLAN, 2016; SILVA, 2012; USTINOV et al,
2016).

2.2.2. — Via Intrinseca

A Via Intrinseca possui esta denominacdo porque todos 0s seus
fatores estdo presentes na corrente sanguinea. Essa via € iniciada quando o
Fator XIl é ativado, através de processos enzimaticos que transformam pré-
calicreina em calicreina. O Xlla ativa o Fator XI em Xla na presenca do
cininogénio de alta massa molecular (HMWK). A ativacdo do Fator Xl também
pode ser feita in vitro através do contato direto com o recipiente. Ativados 0s
Fatores Xlla e Xla + célcio, ocorrer4 a ativacdo Fator IX; o fator IXa, na
presenca de célcio, formard um complexo com o fator Vllla (ativado pela
trombina — Fator lla) e o complexo Vllla/lXa ativara o Fator X (BARROS et al.,
2015; ARMSTRONG & GOLAN, 2016; LIU et al., 2016; SILVA, 2012).

2.2.3. — Via Comum
O Fator Xa é o ponto de inicio da Via Comum de coagulacéo e de
intersecdo das duas vias extrinseca e intrinseca. O fator V é ativado pelo Fator

lla; o Fator Va complexa com o Fator Xa e, na presenca de Ca?', cliva a

3



protrombina (Fator II) em trombina (Fator lla). A trombina desencadeia quatro
importantes atividades na cascata de coagulacdo: 1. Converte, na presenca de
calcio, o fibrinogénio em fibrina, a qual se polimeriza e forma o coagulo
primario; 2. Ativa, na presenca de célcio, o Fator XIII; o Xllla forma um polimero
com a fibrina e forma o codgulo estavel; 3. Catalisa a ativacdo dos fatores V, VI
e VIII por retroalimentacédo; 4. Ativa as plaquetas, que liberam seus granulos,
formando a agregacdo plaquetaria e gerando microparticulas derivadas das
plaquetas (PINTAO & GARCIA, 2003; USTINOV et al, 2016).

A formacgdo do coagulo é o resultado de alteragcdes complexas nos
fatores de coagulacdo que culminam na transformacédo do fibrinogénio, pelo
Fator Ila na presenca de célcio, em fibrina. Por consequéncia, € formado um
coagulo estavel, composto ligacdes cruzadas de fibrina + Fator Xllla e a
hemorragia é cessada (BUCARETCHI et al., 2013; FONSECA, 2005).



Via intrinseca Via extrinseca

Xll Lesao tecidual
Calicreina
\ VII
Xlla Pré-calicreina
LMWK X Trombina (lla)
Vila
Xl Xla
Ca* Aa
Trombina (lla) v
l Fator

Vil @ X Vila ,{ st
Ca IX YCa2+

Via comum
Xa

Trombina (lla)
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Figura 1: ARMSTRONG, A. W.; GOLAN, D. E.. Principles of Pharmacology: the
pathophysiologic basis of drug therapy, , New York, pp.362, 2016, Wolters Kluwer Health



2.3. Parametros Qualitativos da Hemostasia

Testes de coagulacdo comerciais como os utilizados para avaliar o
Tempo de Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(TTPA) podem ser aplicados para identificar quais Fatores de Coagulacéo
estdo comprometidos e, assim, caracterizar a perturbacdo da hemostasia
secundaria.

O teste de coagulacdo para avaliar o Tempo de Protrombina foi
desenvolvido por Quick, em 1935. O TP ¢ utilizado para investigar
coagulopatias, como exame pré-operatorio e no controle de administracao de
anticoagulantes orais (QUICK et al, 1935).

O TP determina o tempo de coagulacdo do plasma citratado apds a
adicdo da tromboplastina tecidual (Fator Ill) que ativa a via extrinseca e a via
comum, excluindo, portanto, a participacdo dos Fatores VIII, I1X, XI e XIl. O
Fator Ill, ativado pela trombina, ativa, na presenca de calcio, o Fator VII. O
Fator Vlla ativa o Fator X e, o Fator Xa inicia a via comum da coagulacao.
Dessa forma, o teste de TP monitora a atividade dos Fatores |, I, V, VIl e X
(REIS et al., 2005; DIAS et al., 2007; DELABRANCHE et al., 2016).

A avaliacdo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) é o
teste de coagulacédo utilizado para detectar a deficiéncia de fatores de
coagulacéo relacionados a via intrinseca (Fatores VIII, IX, XI e Xll) e comum
(Fatores 1, Il, V e X). O TTPA consiste na determinacdo do tempo de
coagulacao do plasma citratado apds a adi¢do da cefalina, um fator de contato
(Fator Xlla), que ativa reacBes da via intrinseca da coagulacdo. Deve-se
ressaltar que a cefalina ndo possui atividade de fator tissular, portanto, ndo €
capaz de ativar o fator VII, fato este que gerou sua denominacdo de
tromboplastina parcial (DIAS et al., 2007; LEIRIA et al., 2007; USTINOV et al,
2016).

Inibidores da coagulagcéo que afetam o TTPA podem ter uma acao
imediata ou ser tempo-dependente. O aumento do TTPA pode estar
relacionado a deficiéncia do Fator Xll, no entanto, essa deficiéncia ndo causa

hemorragia, mas pode estar relacionada com tromboses. Na presenca da



heparina, um anticoagulante com acdo depende de antitrombina Ill, o TTPA

aumenta proporcionalmente a dose utilizada (SERRALVO et al, 2015).



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar, in vitro, a acao da peconha bruta e de proteinas isoladas da
peconha de Crotalus durissus terrificus sobre os fatores de coagulacdo das

vias extrinseca, intrinseca e comum da cascata de coagulagéo.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar, in vitro, o efeito coagulante da peconha bruta de Crotalus

durissus terrificus sobre o plasma citratado humanao.

- Analisar, in vitro, o efeito coagulante e/ou anticoagulante de proteinas

isoladas da peconha bruta de C. d. terrificus sobre o plasma citratado humano.

- Determinar o Tempo de Protrombina (TP) e a porcentagem de atividade
protrombinica, in vitro, das proteinas anticoagulantes isoladas da peconha de

C. d. terrificus.

- Aferir, in vitro, o0 Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) para
a formacéo de coagulos plasmaticos na presenca de proteinas anticoagulantes

isoladas da peconha de C. d. terrificus.

- Descrever os efeitos in vitro do veneno bruto e das proteinas purificadas
da peconha da serpente Crotalus durissus terrificus sobre fatores de

coagulacao das vias extrinseca, intrinseca e comum no plasma humano.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Peconha Bruta e Proteinas Isoladas

O pool de peconha bruta da serpente Crotalus durissus terrificus foi
coletado, liofilizado e cedido pela Proffd. MSc. Paula Helena Santa Rita,
coordenadora do Biotério da Universidade Catdlica Dom Bosco — UCDB
(Anexo 1), conforme “Acordo de Cooperacao Técnica e Cientifica entre a UFPB
e UCDB” e “Termos de Procedéncia de Pegonhas Ofidicos” (Anexo 2).

As proteinas Giroxina, Convulxina, Crotamina, Crotoxina, Crotoxina
A e Crotoxina B foram purificadas da peconha bruta de Crotalus durissus
terrificus, caracterizadas bioquimicamente, liofilizadas e cedidas pelo Prof. Dr.
Andreimar Martins Soares da Fundacdo Oswaldo Cruz — Fiocruz, Rondbnia,
RO. A Giroxina foi purificada em dois passos cromatoldgicos utilizando filtracao
em gel em coluna de afinidade Sephadex G-75 e Benzamidina-Sepharose 6B
de acordo com SEKI et al. (1980). As proteinas Convulxina, Crotamina e
complexo Crotoxina foram isoladas em coluna de gel filtracdo Sephadex G-75
como descrito por TOYAMA et al. (2000). A Crotoxina A (ou Crotapotina) foi
purificada por cromatografia liquida usando uma coluna C18 de fase reversa de
acordo com OLIVEIRA et al. (2003). Crotoxina B (ou A fosfolipase A, béasica) foi
isolada por cromatografia de troca idbnica em coluna de CM-Sepharose como
descrito por SOARES et al. (1998).

A peconha bruta e as proteinas isoladas de C. d. terrificus foram
acondicionados a -10°C e, para realizacdo dos experimentos de coagulagao ou
para analise do grau de anticoagulagdo, foram solubilizadas em Tampao
Fosfato Salina (PBS - 10x, pH 7,4) e utilizadas imediatamente (durante a
realizacdo dos experimentos, as amostras solubilizadas foram mantidas a 0°C

para evitar a desnaturacao de proteinas).

4.2. Obtengdes do Plasma, dos Kits de Coagulagio e Aspectos Eticos.

Para obtencdo do pool de plasmas, foi coletado o sangue de

voluntarios sadios por meio de puncdo venosa (ndo traumatica) na veia do
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antebraco utilizando sistema a vacuo (tubos de ensaio contendo 3,2% (0,109M)
de citrato de sodio (1:9)). O citrato de so6dio age como um quelante, ligando-se
aos ions de calcio e interrompendo a cascata de coagulagcdo (AMORIN et al,
2010). Antes da coleta do sangue venoso, os doadores permaneceram em
jejum por, no minimo, quatro horas e nédo fizeram uso de medicacdo nos dez
dias anteriores a coleta. Todas as amostras de sangue foram centrifugadas a
3.000 RPM por 5 minutos; o plasma foi separado em tubos do tipo falcon de
15mL e imediatamente utilizados para a realizagcdo dos experimentos de
coagulacao e/ou anticoagulacéo.

Os kits de coagulacdo PT HEMOSTASIS Ref. 501 (lote #5005) e
APTT HEMOSTASIS Ref. 602 (fabricados pela Labtest Diagnéstica S.A.) foram
adquiridos comercialmente e empregados na avaliagdo respectiva do Tempo
de Protrombina e do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada.

Todos os procedimentos experimentais e as coletas de sangue
venoso foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Hospital Universitario Lauro Wanderley CEP/HULW sob o ndmero
CAAE 70983317.0.0000.5183, de acordo com as normas éticas estabelecidas
pela Norma Operacional n°® 001/2013 - Diretrizes Regulamentadoras da
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos e pela Resolucdo 466/12 - Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP do Conselho Nacional de Satde do
Ministério da Saude.

4.3. Atividade de Coagulante

A avaliacdo da atividade coagulante foi realizada de acordo com
metodologia previamente descrita por ALVARADO & GUTIERREZ (1988)
(modificado) utilizando plasma humano citratado.

Para avaliar o efeito coagulante da peconha bruta e/ou proteinas
isoladas da peconha de Crotalus durissus terrificus, aliquotas de plasma foram
distribuidas em frascos de vidro e acondicionadas a 37°C.

Quatro diferentes concentracdes da peconha bruta de C. d. terrificus
(0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug, solubilizadas em Tampao PBS) foram adicionados
separadamente a cada frasco e o tempo de formagdo do coagulo (em
segundos) foi registrado.
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4.4. Tempo de Protrombina (PT)

A analise das variacbes do TP permitiu detalhar a agdo das
proteinas nas vias extrinseca e comum da cascata de coagulacdo através da
ativacao ou inativacao dos fatores |, Il, V, VIl e X (LOPES et al., 2005; WEITZ,
2011; ARMSTRONG & GOLAN, 2016).

O kit de coagulagdo TP HEMOSTASIS foi utilizado para avaliar o
tempo de coagulagdo do plasma humano citratado apos adicdo de
tromboplastina e calcio. Os ensaios foram realizados em temperatura constante
de 37°C seguindo a metodologia proposta pelo fabricante (Anexo 3).

Para avaliar o tempo de protrombina, frascos contendo plasma
humano citratado e tampdo PBS (controle) ou proteinas isoladas foram
incubados durante 120 minutos a 37°C. ApOs a incubacdo, o Reagente 1
(tromboplastina extraida do cérebro de coelho em tampao tricina e cloreto de
célcio) foi adicionado a cada frasco e o cronometro foi disparado. O frasco foi
homogeneizado e, decorridos nove segundos, foi iniciada a observagdo em
intervalos menores que um segundo. O cronometro foi imediatamente
interrompido e o tempo de formacao do coagulo foi registado.

O grau de anticoagulacéo foi determinado pela Razédo de TP (R) de
acordo com a Equacao #1. O valor R obtido foi expresso como um valor da
Raz&do Normalizada Internacional (INR). Os valores de INR para cada valor de
R e as porcentagens de atividade de protrombina (A%) foram encontrados na
tabela de conversdo que acompanhou o teste de coagulagdo PT
HEMOSTASIS (Ref. 501, lote #5005) (Anexo 4). O valor do INR, determinado
pela WHO, para pessoas saudaveis esta entre 1,0 e 1,08 e corresponde a
100% de atividade de protrombina (WHO, 1999).

__ Tempo de coagulagido, em segundos, da Amostra

Equacao #1

o Tempo de coagulacao, em segundos, do Controle

A avaliacdo da reducédo do valor da atividade de protrombina (em
porcentagem, rA%) para cada amostra analisada foi calculada de acordo com a
Equacéao # 2.

rA% = 100% — A% Equacéao #2
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4.5. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)

A avaliagcdo do TTPA foi utilizada para detectar as deficiéncias dos
Fatores de Coagulagdo associadas as vias intrinsecas (VIII, IX, XI e Xll) e
comuns (I, Il, V e X) da cascata de coagulacdo (LOPES et al., 2005; WEITZ,
2011; ARMSTRONG & GOLAN, 2016).

A determinacdo do tempo de coagulagdo do plasma humano
citratado (apds a adicdo de calcio na presenca de acido elagico) foi realizada
em temperatura constante de 37°C, utilizando o kit de coagulagdo APTT
HEMOSTASIS, seguindo a metodologia proposta pelo fabricante (Anexo 5).

Para avaliar o TTPA tanto do controle (tampdo PBS) quanto na
presenca das proteinas isoladas, utilizou-se o pool de plasma humano citratado
com PBS, ou proteinas isoladas foram incubadas por 120 minutos. Apos
incubacdo, o Reagente 1 (acido elagico e fosfolipido isolado do cérebro de
coelho) foi adicionado, homogeneizado e incubado a 37°C durante 4 minutos.
Decorrido o tempo de incubagdo, o cloreto de calcio foi adicionado,
homogeneizado e o cronometro acionado com os frascos mantidos a 37°C.
Apés 20 segundos, os frascos foram observados em intervalos menores que
um segundo e quando ocorreu a formacdo de coagulos, o cronémetro foi

imediatamente interrompido e a tempo marcado.

4.6. Anélise Estatistica de Dados

Todos os resultados sao expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) e analisados estatisticamente utilizando o teste One-way ANOVA.
Valores de p<0,05 foram considerados significativos (ns: p>0,05; m: p<0,01; mm:
p<0,001; mmm: p<0,0001 e mmmm: p<< 0,0001). Todos os resultados foram
avaliados usando o software GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliagao da atividade coagulante

In vitro, o veneno bruto apresentou atividade coagulante de acao
rapida. Observou-se que o tempo para a formacao do coagulo (em segundos)
foi inversamente proporcional a quantidade da peconha bruta avaliada (Figura
2).

Os resultados dos tempos de coagulacdo na presenca da peconha
bruta foram comparados aos obtidos pelos kits de coagulacdo com PT e APTT
HEMOSTASIS. Os tempos de coagulacdo na presenca da peconha bruta nas
guantidades de 0,5 e 1,0ug foram semelhante aos valores obtidos nos ensaios
de coagulacdo APTT e PT HEMOSTASIS e ndo apresentaram diferencas
significativas. Os tempos de coagulacdo do plasma citratado humano pela acao
da peconha bruta nas quantidades de 2,0 e 4,0ug em relacdo aos Kkits
comerciais foram significativamente mais baixos (Figura 2). A Giroxina
apresentou formacdo de coagulo (Figura 2), enquanto que a Convulxina (em
todas as quantidades avaliadas) induziu a formacédo de coagulos no plasma
citratado humano depois de dez minutos (média aproximada de 650 segundos).
VARGAFTIG (1983) afirmou que o Convulxina é uma substancia agregante
como a trombina, fator Von Willebrand, colageno e fibrinogénio. POLGAR et
al.(1997) descreveu a Convulxina como um potente ativador da acéo
trombdtica das plaquetas, mas que nao interfere nos fatores da cascata da
coagulagéo. A convulxina nédo pode ser classificada como coagulante, embora
em nossos estudos, mesmo em diferentes quantidades avaliadas, essa
proteina induziu a formacdo de coagulos. Efeito s6 observado devido a
utilizacdo do citrato de sodio como anticoagulante que quela calcio
reversivelmente, em contrapartida, se usado anticoagulante EDTA, um inibidor
irreversivel da atividade dos fatores de coagulacéo, a formacéo do coadgulo ndo
seria observado. Da mesma forma que a atividade da Convulxina seria
revertida com o uso EDTA (MURAKAMI et al., 2003). Por este fato os tempos

nao foram assinalados e também néo plotados no gréfico da figura 2.
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Figura 2. Avaliacdo das atividades coagulantes da peconha bruta da serpente Crotalus
durissus terrificus, da proteina isolada Giroxina e dos kits coagulacdo de PT e APTT
HEMOSTASIS de sobre o plasma citratado humano. Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo da média (EPM) (n = 3) - ns: p>0,05; ® ou O: p<0,01; =W ou O0O: p<0,001;
EENou OO0 p<0,0001 ¢ mEEE ou OOOO: p<<0,0001 (* PT e % APTT).

A aparéncia fisica do plasma humano citratado é apresentado na
Figura 2a. A aparéncia fisica do coagulo formado na presenca da peconha
bruta (PB) pdde ser descrita como uma massa hialina, flexivel e puntiforme
(Figura 2b). Em contrapartida, os coagulos formados pelo emprego dos Kkits
comerciais PT e APTT HEMOSTASIS mostraram-se opacos, rigidos e nao
puntiformes (Figura 2 ¢ e d, respectivamente). A distribuicdo puntiforme do
coagulo formado na presenca da peconha bruta pode permitir a formagédo de
pequenos trombos que facilmente podem aderir as paredes interiores dos
frascos (in vitro), ou dos vasos sanguineos (in vivo) o que pode provocar

estenoses causando bloqueio do fluxo sanguineo (Figura 3d).
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Figura 3. Aparéncia fisica do plasma humano citratado (a); do coagulo formado na presenca
de 4,0ug da peconha bruta da serpente Crotalus durissus terrificus (observar que o plasma néo
esta completamente coagulado e o coagulo formado encontra-se aderido ao frasco (b); coagulo
formado pelo kit de coagulacdo PT HEMOSTASIS (c); e coagulo formado pelo kit de
coagulacdo APPT HEMOSTASIS (d).

5.2. Avaliacdo da Atividade Anticoagulante

As seis proteinas purificadas do veneno de C. d. terrificus - Giroxina,
Convulxina, Crotamina, complexo Crotoxina, Crotoxina A e Crotoxina B foram
submetidos a avaliagdes de atividade coagulante em plasma humano citratado.

Apéds duas horas de incubacdo, em temperatura constante de 37°C,
do plasma citratado humano na presenca das proteinas Crotamina, complexo
Crotoxina, Crotoxina A e Crotoxina B, ndo foi observada a formacdo de
coagulos. No entanto, foi aferido se essas proteinas interferiam na hemostasia

secundaria através da avaliacdo do tempo de protrombina (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacdo do tempo de protrombina para a forma¢&o do coagulo do plasma humano
citratado na presenca das proteinas Crotoxina A, Crotoxina B, complexo de Crotoxina e
Crotamina isoladas da peconha de Crotalus durissus terrificus. Os resultados foram expressos
como média + erro padrao da média (SEM) (n = 3) - EEENE: p<<0,0001.

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada também foi
determinado para avaliar em que via da cascata da coagulacdo, e, mais
especificamente, sobre a qual os fatores de coagulacéo as proteinas Crotoxina

A, Crotoxina B, complexo Crotoxina e Crotamina atuavam (Figura 5).
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Figura 4. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada analisado em plasma humano citratado na
presenca de proteinas Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina isoladas da pegonha de Crotalus
durissus que ndo apresentaram formacdo de coagulo ap6s duas horas de incubacdo sob
temperatura constante de 37°C. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da
média (SEM) (n = 3) - OOOO: p<<0,0001.
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As médias de TP e TTPA para a formacdo do coagulo pelos kits
comerciais (PT e APTT HEMOSTASIS) foram, respectivamente, 42 e 51
segundos. A média da TP para a formacdo de coadgulos na presenca de
Crotoxina A, Crotoxina B e complexo Crotoxina foram, respectivamente, 61, 74,
89 segundos. No entanto, a média do TTPA para a coagulacao plasmatica na
presenca de Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina foram, respectivamente, de
112, 297 e 378 segundos. No ensaio de coagulacdo para medir o TTPA nao
houve formacao de coagulo na presenca do complexo Crotoxina, mesmo apés

120 minutos de monitoramento.

Para todas as proteinas avaliadas, o ensaio de coagulacdo TTPA
apresentou tempo maior para obtencdo do coagulo plasmatico quando
comparado ao ensaio de coagulagcdo TP. Os valores de TP e TTPA na
formacdo de coagulo plasmético induzido pela presenca de Crotoxina A foram
inferiores quando comparados as demais proteinas. Na presenca de Crotoxina
B, os valores de TTPA apresentaram aumentos mais significativos em relacéo
aos de TP: em quantidades maiores, os valores TTPA aumentaram até sete
vezes e o0s valores do TP duplicaram. O prolongamento do TTPA na presenca
de Crotamina foi diretamente proporcional a quantidade analisada, enquanto
gue os valores de TP duplicaram em todas as quantidades avaliadas.

O grau de anticoagulagcéo do plasma humano citratado na presenca
do complexo Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina apés duas horas
de incubacdo em temperatura constante de 37°C foi obtido usando a Equacéo
#1 e areducao da atividade de protrombina (A%) foi calculada de acordo com a
Equacédo #2 (Tabela 1).

Tabela 1. Valor da razdo (R) calculado para a Crotoxina A, Crotoxina B, complexo Crotoxina e
proteinas Crotamina purificadas da peconha de Crotalus durissus terrificus; o R corresponde a
Razdo Normalizada Internacional (INR) e atividade da protrombina esta expressa em
porcentagem (A%).

; Quantidades
Proteinas

isoladas 0.5u9 1.0pg 2.0ug 4.01g

R INR | A% R INR | A% R INR | A% R INR | A%

Crotoxina A 1331129 | 58 | 146|138 | 50 | 152|143 | 46 | 157 | 1,47 | 44

Crotoxina B 152 (143 | 46 |1,73|160| 37 |190|174| 32 | 197|179 | 30

Complexo 192 | 1,75 | 32 | 2,04 |1,85| 29 (222|199 | 26 | 2,41 | 213 | 22
Crotoxina
Crotamina 200|182 | 30 {198 (180 | 30 |2,07|187 | 28 |1,98 1,80 | 30

Os valores de INR para cada valor de R e as porcentagens de atividade de protrombina (A%) foram obtidos da tabela de
conversdo que acompanhou o teste de coagulacdo PT HEMOSTASIS (Ref. 501, lote #5005) (Anexo 1l1). O valor do INR para
pessoas saudaveis deve estar entre 1,0 e 1,08 e corresponde a 100% de atividade de protrombina (WHO, 1999).
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Todas as quantidades das proteinas avaliadas apresentaram a
porcentagem de atividade protrombinica (A%) que excederam 40%. O plasma
humano citratado na presenca de Crotoxina B apresentou maior viscosidade.
No entanto, ndo foi observada formacdo de coagulos. Em todas as proteinas
testadas, os valores de A% foram diretamente proporcionais a quantidade
avaliada. O rA% de plasma humano citratado na presenca de Crotamina foi
acima de 70% para todas as grandezas medidas, ndo apresentando
dependéncia de dose.

Quando o plasma humano citratado foi incubado com o complexo
Crotoxina em quantidades de 2,0 e 4,0ug, foi observado que o mesmo tornou-
se mais fluido em relacdo ao plasma na presenca de tampao PBS (controle).
Fato que corroborou com os resultados de TP, indicando uma reducao de mais

de 70% na atividade de protrombina para todas as quantidades avaliadas.
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6. DISCUSSAO

A atividade coagulante da peconha bruta da serpente Crotalus
durissus terrificus e o Giroxina foram analisados em plasma humano citratado e
os resultados permitem deduzir que o tempo de formacédo do coagulo diminui
em relagcdo a quantidade de pegonha bruta ou Giroxina utilizado. Isso corrobora
BARRIO (1961), que relatou que a Giroxina é a toxina responsavel pela
atividade coagulante do veneno de Crotalus durissus terrificus.

Os coagulos formados pela peconha bruta séo hialinos, podendo ser
explicado pela presenca de Giroxina em sua composicado (BARRIO, 1961; SEKI
et al., 1980; BARROS et al., 2011; MELANI et al., 2015).A giroxina promove a
guebra incomum do fibrinogénio em fibrinopeptideo A, produzindo uma forma
soluvel de fibrina que é mais suscetivel a acdo de agentes fibrinoliticos
(BARRIO, 1961; SEKI et al., 1980; ALEXANDER et al., 1988; BARROS et al.,
2011). BUCARETCHI et al. (2002) relataram que a completa falta de
coagulacdo sanglinea em casos graves de ofidismo de cascavel poderia ser
devido ao consumo de fibrinogénio pela Giroxina.

Entretanto, a coagulacéo incompleta observada no plasma citratado
humano pode estar relacionada a composicdo da peconha, pois essas
apresentam proteinas anticoagulantes, tais como Crotoxina A, Crotoxina B,
complexo Crotoxina e Crotamina em sua composicao (BREITHAUPT et al.,
1974; HABERMANN e BREITHAUPT, 1978; MANCIN et al., 1998; TOYAMA et
al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2003; VIEIRA et al., 2013; MELANI et al., 2015).

Segundo WEITZ et al.(2011), in vitro, o sangue de individuos
saudaveis coagula em 4-8 minutos. Quando o citrato € adicionado para evitar a
coagulacéo, os coagulos de plasma re-calcificados formam-se em 2-4 minutos.
Dez minutos, no maximo, € o tempo necessario para descrever uma proteina
capaz de causar coagulacgéo.

Em nossas analises, a Crotoxina A mostrou atividade anticoagulante
significativa. A crotoxina B mostrou consideravel atividade anticoagulante,
principalmente sob a atuacdo na via extrinseca da cascata de coagulacdo. O
complexo Crotoxina apresentou atividade anticoagulante intensa em ambas as

vias de coagulacéo.
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Crotoxina A, a parte acida do complexo ndo apresenta acao
neurotoxica, agindo como um inibidor natural ndo téxico e ndo enzimatico da
crotoxina B, aumentando letalidade da peconha e diminuindo a atividade
catalitica e anticoagulante da crotoxina B (FAURE et al., 2003 ). Tal inibicdo
pode ocorrer pois a Crotoxina A atua como uma chaperona da Crotoxina B
(BREITHAUPT et al., 1974, HABERMANN e BREITHAUPT, 1978).

FAURE et al.(2011) relataram que a Crotoxina A interage de maneira
sinérgica com a Crotoxina B para formar o complexo Crotoxina. A estrutura
cristalina do complexo crotoxina revelou detalhadamente regido de interacéo
entre a Crotoxina A e B. Os aminoacidos que compdem as cadeias a e 3 da
Crotoxina A participam de praticamente todos os contatos com a Crotoxina B. A
a-hélice 1, a hélice curta, o loop que precede o loop de ligacédo de Ca?*, o loop
gue precede a folha B e o loop de terminal C sdo as regifes envolvidas na
estabilizacdo do complexo crotoxina, e estdo situados na face central canénica
da crotoxina B.

A maoria das PLA,S das peconhas de serpentes sdo proteinas
bésicas que podem inibir a coagulacdo através de varios mecanismos: .
Hidrélisando e destruindo de fosfolipidios pro-coagulantes; ii. Competindo
(efeito antagonista) com proteinas de coagulacdo para ligacdo a superficie
lipidica; e iii. Interagindo com o FXa, prevenindo a formacéo do complexo FXa /
FVa e retardando a formacao de trombina (FAURE et al., 2007; FAURE et al.,
2011).

Vérios estudos, como os realizados por: DIAZ et al. (1995) com uma
PLA, basica (miotoxina IV) isolada da peconha de Bothrops asper; KERNS et
al. (1999) com um PLA; basica (CM-1V) isolada da peconha de Naja nigricollis
e MOUNIER et al. (2000) com a PLA , basica humana do grupo lIA (hGIIA)
sugerem que as fosfolipases A, inibem a formacao do complexo protrombinase
(composto pelos fatores Va e Xa na presenca de Ca’"). Esses estudos
reportaram que as PLA,S basicas inibem a atividade da protrombinase na
auséncia de fosfolipidio pré-coagulante através da interagdo direta com o fator
Xa (DIAZ et ai, 1995;. KERNS et al, 1999;. MOUNIER et al, 2000). Além disso,
MOUNIER e colaboradores (2001) observaram que a Crotoxina B apresentou
inibicio da protrombinase de maneira similar aquela observada para as
proteinas miotoxina IV, CM-IV e hGIIA.
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Os residuos de triptofano nas posi¢cdes 31 e 70 sdo estruturalmente
conservados em todas as isoformas de Crotoxina B. Esses residuos
desempenham um papel importante na estabilizagdo do complexo Crotoxina
(FAURE et al.,, 2011) e na estrutura quaternaria da Crotoxina B (MARCHI-
SALVADOR et al., 2008). Em contrapartida as regifes das hélices a 2 e 3, da
folha B e do final do loop de terminal C estdo todas expostas na superficie da
estrutura oligomérica da Crotoxina B. Arranjo estrutural que possibilita a
interagéo entre a Crotoxina B e o Fator Xa inibindo, consequentemente, a
formacao do complexo protrombinase e a coagulacao.

A crotamina é um polipeptidio basico composto por 42 residuos de
aminoécidos (MANCIN et al.,, 1998; TOYAMA et al., 2000). A estrutura
cristalografica da crotamina indicou que todos os seus residuos carregados
positivamente e hidrofébicos estdo expostos, em lados opostos, a superficie do
solvente, permitindo que este se complexe com varias proteinas alvo
(CORONADO et al., 2013).

Nos experimentos de TP que avaliaram a acdo das proteinas
crotalicas na via extrinseca, a presenca da Crotamina causou um maior tempo
para a formacdo do coagulo plasmético. Ao contrario as outras proteinas
avaliadas apresentaram um alto grau de anticoagulacédo observado para o TP
de forma independente da quantidade avaliada. Esta marcante acao
anticoagulante da Crotamina pode estar relacionada a sua capacidade de
interagir de maneira eletrostatica e ndo especifica com regides carregadas
negativamente de diferentes fatores de coagulacdo em todas as vias de
coagulacéo.

A incapacidade de coagulacéo parcial ou total do sangue observada
em casos graves de envenenamento por Crotalus durissus terrificus pode ser
explicado por perturbacdo da hemostasia secundaria. Isso se deve a acdo de
proteinas que inibem a trombina ou ativam a anti-trombina Il e inativam os
fatores de coagulacéo IXa, Xa, Xla e Xlla.

No entanto, a analise dos nossos resultados nos permitiu inferir que
0 envenenamento crotdlico desencadeia uma coagulopatia secundaria
chamada Coagulacao Intravascular Disseminada (CIVD).

A CIVD comega quando os fatores Il e Vlla se complexam. Esse
complexo ativa o Fator X, desencadeando a via de coagulagdao comum. Na via
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comum, a protrombina € convertida em trombina (ARMSTRONG e GOLAN,
2016; GANDO et al., 2016; THACHIL, 2016). A presenca de trombina quebra o
fibrinogénio em fibrina; aumento dos niveis de inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI) ativando diretamente os fatores V e VIII (CHANG et al.,
2016; ARMSTRONG e GOLAN, 2016; THACHIL, 2016).

A crotoxina B pode substituir o fator Va no complexo normal
protrombinase, o que resulta em um complexo inativo de Crotoxina B / FXa,
prevenindo a formacédo de trombina. A ndo ativacdo do plasminogénio gera
acumulo de fibrina (ARMSTRONG e GOLAN, 2016; GANDO et al.,, 2016;
THACHIL, 2016). As proteinas Crotoxina A, complexo Crotoxina e Crotamina
podem atuar como anticoagulantes naturais promovendo a disfuncdo e/ou
inibicdo de fatores de coagulacéo, desestabilizando a hemostasia e resultando
em manifestac6es hemorragicas.

Por outro lado, Giroxina, uma proteina trombina-like, atua
diretamente na quebra do fibrinogénio em fibrina (BARRIO, 1961; SEKI et al.,
1980; ALEXANDER et al., 1988; BARROS et al., 2011) aumentando os niveis
de PAI,o que consequentemente promove a formagao de trombos.

Quando a formacado de trombina ou a sua neutralizacédo pelo sistema
anti-trombina excede os mecanismos de controle da hemostasia, cria-se um

paradoxo no qual a hemorragia e a trombose ocorrem ao mesmo tempo.
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7. CONCLUSAO

A atividade coagulante in vitro da peconha bruta de Crotalus
durissus terrificus € causado pela presenca da Giroxina, a qual promove a
formacéao de coagulos hialinos de distribuicdo puntiforme e textura flexivel.

Avaliacdo do TP e TTPA do plasma citratado humano na presenca
das proteinas Crotoxina A, Crotoxina B, complexo Crotoxina e Crotamina
indicaram alteragfes significativas no tempo de formacdo dos codgulos. Fato
esse que nos permitiu sugerir que essas proteinas interferem na hemostasia
secundaria: a Crotoxina B e o complexo Crotoxina inibem a formacao do
complexo protrombinase através da interacdo direta com o Fator Xa; a
crotamina interage com as regides carregadas negativamente de diferentes
fatores de coagulacdo, consequentemente atuando em todas as vias de

coagulacéo.
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ANEXO 01

Termos de Procedéncia de Peconhas Ofidicas
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UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO

g Valorizando talentos
@ : . ” g e
U C D B Misséo Salesiana de Mato Grosso B Iot er
_ Universidade Catélica Dom Bosco N
' Instituicdo Salesiana de Educagio Superior
Biotério MSMT - UCDB / BioToxX

Campo Grande-MS, 07 de Margo de 2014.

TERMO DE PROCEDENCIA

Seguem 02 eppendorf, contendo 0,7145 gramas e 0,8171 gramas de veneno liofilizado de
serpentes do género Bothrops mattogrossensis e Crotalus durissus codigo/® B. m/s8-0021,
oriundas do plantel do Biotério/UCDB com o niimero de registro 718.682, junto ao Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis - IBAMA, localizado no
campus da Universidade Catélica Dom Bosco, situada na Av. Tamandaré, 6000, Bairro Jd.
Seminario, CEP 79117-900, Cx.P. 100 em Campo Grande — Mato Grosso do Sul.

Paula Helena Santa Rita
Biotério/UCDB

MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO - UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
Av. Tamandaré, 6000 - Jardim Seminario - CEP: 79117-900 - CAMPO GRANDE - MS - BRASIL
CNPJ/MF: 03.226.149/0015-87 - Fone: 55 67 3312-3300 - Fax: 55 67 3312-3301 - www.ucdb.br
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UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO

3 Valorizando talentos
) e e
U C D B Missdo Salesiana de Mato Grosso B loter@ w
Universidade Catélica Dom Bosco : -
Instituigdo Salesiana de Educagéo Superior '
Biotério MSMT - UCDB / BioToxX

Campo Grande-MS, 20 de Maio de 2014.

TERMO DE PROCEDENCIA

Seguem 03 frascos contendo 04 gramas cada um de veneno cristalizado de serpentes do género
Bothrops moojeni, Bortirops alfemnatus e Crotalus durissus codigo/n®: B. m/s8-0021, oriundas do
plantel do Biotério/lUCDB com o niimero de registro 718.682, junto ao Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, localizado no campus da Universidade
Catélica Dom Bosco, situada na Av. Tamandaré, 6000, Bairro Jd. Seminario, CEP 79117-900,
Cx.P. 100 em Campo Grande — Mato Grosso do Sul.

y LR
Paula Helena Santa I?;ﬂ-z“@\;q,

1 NERTCIN L T

Biotério/UCRB LS
o
MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO - UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
Av. Tamandaré, 6000 - Jardim Seminério - CEP: 79117-900 - CAMPO GRANDE - MS - BRASIL

CNPJ/MF: 03.226.149/0015-87 - Fone: 55 67 3312-3300 - Fax: 55 67 3312-3301 - www.ucdb.br
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ANEXO 02

Acordo de Cooperacao Técnica e Cientifica entre a UFPB e UCDB
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ACORDO DE COOPERAGAO TECNICA E
CIENTIFICA QUE ENTRE SI CELEBRAM, DE UM
LADO, A UNIVERSIDADE CATOLICA DOM
BOSCO - UCDB E, DE OUTRO, UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARA{BA - UFPB

A UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO, mantida pela MISSAO SALESIANA
DE MATO GROSSO, pcssoa juridica de direito privado, associagao civil sem fins
lucratives, inscrita no CNPJ/MF sob n® 03.226.149/0015-87, estahelecida na Av.
Tamandare, 6.000, em Campo Grande/MS, doravante designada simplesmente
UCDB, neste ato representada por seu Magnifico Reitor Pe. José Marinoni,
portador do RG n” 219039 SSP/MS, ¢ do CPF n* 127554511-49, ¢ de outro lado,
a UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA, inscrita no CNPJ/MF sob o n”
24.098.477 /0001-10, sediada na Cidade Universitaria, bairro Castelo Branco, em
Jodo Pessoa/PB, doravante designada simplesmente CPr-Lab - UFPB, neste ato
representada por sua Magnifica Reitora professora Margareth de Fitima
Formiga Melo Diniz, portadora da Cedula de ldentidade n® 394,612 SSP-PB,
CPF n.” 323.157.164-20, domiciliada na cidade de Jodo Pessoa/PB, resolvem
celebrar o presente Acordo de Cooperagdao Técnica e Cientifica, regido pelas
clausulas ¢ condigdcs seguintes:

CLAUSULA PRIMEIRA - DO OBJETO

O presente Acordo objetiva a conjuncéo de esforgos entre as partes, mediante
utilizag@o de recursos técnicos ¢/ou materiais disponiveis, para a implementacao
de atvidades de aprofundamento do conhecimento técnico-cientifico de
qualificacéo e capacitacdo voltadas a formagdo de recursos humanos e obtengao
de resultados cientificos na area de Biologia Molecular Estrutural com a
utilizacdo de toxinas isoladas de venenos de serpentes ¢/ou venenos brutos.

SUBCLAUSULA PRIMEIRA - A implementagao dos objetivos deste Acordo sera
realizada em conformidade com as descrigoes constantes do documento anexo
denominado Plano de Trabalho, o qual, uma vez rubricado pelas participes
passa a integrar o presente instrumento, independentemente de transcricao sob a
forma de termos aditivos.

SUBCLAUSULA SEGUNDA - As atividades de aprofundamento do conhecimento
técnico-cientifico de qualificacio ¢ capacitagao incluem a participacio em cursos,
seminarios, congressos, palestras, ¢ outras atividades inerentes ¢ corrclatas a
arca de Biologia Molecular Estrutural.

CLAUSULA SEGUNDA - DO LOCAL DE EXECUCAO
As atividades de qualificacao ¢ capacitacao, bem como outras atividades inerentes

€ necessarias para a consecucao do objeto deste instrumento, poderio ser
executadas nas dareas fisicas, compl ed ionais ¢ de treinamentos

estabelecidos em ambas as instituigoes.
l\‘\%

0

CLAUSULA TERCEIRA - DA COORDENAGAO

A Coordenagio do objeto deste Acorde ficard, por parte da UFPB, sob a
responsabilidade da Professora DANIELA PRISCILA MARCHI SALVADOR,
Matricula SIAPE 1775477, Coordenadora do Laboratério de Cristalografin de
Proteinas, CPr-Lab do Departamento de Biologia Molecular do Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza da UFPB, a qual sera responsavel por todas as ocorréncias
relacionadas & sua execucéo, determinando o que for necessario para a
regularizacao das faltas ou incorre¢des observadas.

CLAUSULA QUARTA - DAS OBRIGAGOES

Visando a consccucao dos objetivos propostos, além das demais obrigacoes
constantes desse INStrumento, as partes © ifi a:

prometem S€ espe
1 - OBRIGAGOES DA UCDB:

al  Permitir que técnicos, pesquisadores [docentes) e discentes integrantes do seu
quadro de pessoal desenvolvam agoes voltadas ao desenvolvimento dos
objetivos propostos com efetivagao do presente Acordo;

b) Possibilitar acesso a infraestrutura disponivel no campus necessarias para
execucao dos objetivos propostos no presente Acordo;

¢ Di bili e ceder terial biologico ?m:m:o U_J.:o efou toxinas iscladas
de wm_ﬂa::.w dos géneros Both Cro para realizacao de
experimentos biologicos propostos nos ogozccu do presente Acordo;

d) Captar, capacitar e qualificar recursos humanos para executar acoes

(extracdio de peconhas de serpentes) relacionadas ao cumprimento dos
objetivos propostos no presente Acordo;

11 - OBRIGACOES DO UFPB, através do CPr-Lab:

a) Disponibilizar discentes integrantes de projetos de pesquisa coordenados pela
Prof® Dr* DANIELA PRISCILA MARCHI SALVADOR c¢/ou por docentes
colaboradores para desenvolverem agdes voltadas @ execuciao dos objetivos
propostos no presente acordo e seus termos aditivos;

b} Dispombilizar pesquisadores (docentes), mediante autonizagao do setor de
lotagao competente ¢ respeitando @ compatibilidade entre a carga horaria
académica e as horas dispensadas as atividades abrigadas por este acordo;

¢} Permitir acesso a 5—3«22_:3 € a0s materiais consumiveis disponiveis no
Laboratorio de Cr I de Prc - CPr-Lab ou em demais
1aboratdrios parceiros .x:.» proporcionar condiCOes NEcessarias para executar
0s objetivos propostos no presente Acordo.

d) Realizar experimentos de avaliagao de cfeitos biologicos de venenos brutos ¢
de suas respectivas [ragdes proteicas isolados de serpentes dos geéncros
Bothrops e Crotalus na auséncia e/ou na presenga inibidores naturais ¢/ou

a«/\%\‘
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sintéticos bem como clucidar ¢ analisar estruturas oligoméricas de proteicas
isoladas de peconhas de serpentes por cristalografia de raios X;

¢] Realizar estudos computacionais (topoligicos, docking, de dinamica molecular
c¢ filogenéticos) para avaliar as caracteristicas pertinentes as PLA;s isoladas de
peconhas de serpentes e sugerir possiveis moléculas inibidoras das atividades
toxicas e farmacologicas desencadeadas por estas enzimas;

f) Captar e capacitar e qualificar recursos humanos para realizacio de ensaios
biologicos ¢ caracterizacao biofisicoquimicamente dos venenos brutos e as
fracdes 1soladas de pegonhas de serpentes dos géncros Bothrops ¢ Crotalus;

gl Publicar os resultados obtidos no decorrer da execugao da presente parceria
em eventos cientificos e/ou na forma de artigos cientificos, relatérios de
iniciagdo cientifica, dissertacdes de mestrado ¢ teses de doutorado.

CLAUSULA QUINTA - DOS RECURSOS HUMANOS

Os recursos humanos utilizados pelas partes convenentes na execucac deste
Acordo, na condigao de empregado, auténomo, empreiteiro, ou a qualguer outro
titulo, nenhuma vinculagao ou dircito terd em relagdo a outra parte, ficando a
cargo exclusivo da parte convenente a integral responsabilidade no que se
referem a todos os direitos das pessoas que contratar, mormente os trabalhistas e
previdenciarios, inexistindo qualquer solidariedade entre as partes neste sentido.

CLAUSIILA SEXTA - DA TRANSFERENCIA DE RECURSOS

Para execugiao do presente Acordo ndo havera transferéncia ou repasse de
recursos financeiros de quaisquer naturezas entre as Instituigdes convenentes.

SUBCLAUSULA UNICA - Havendo a necessidade de transferéncia de recursos as
partes deverdo celebrar instrumento especifico para tal finalidade.
CLAUSULA SETIMA - DA VIGENCIA

O presente instrumento tera vigéncia de 5 (cinco) anos, a contar da data de sua
assinatura.

SUBCLAUSULA UNICA - O presente Acordo podera, a qualquer tempo, ser
denunciado, mediante aviso prévio de 45 ([quarenta e cinco) dias.

CLAUSULA OITAVA - DA RESCISAO

Por decisdo, em comum acordo por ambos os convenentes, o presente podera ser
rescindido ou, ainda, o mesmo poderd ser anulado por descumprimento de
quaisquer de suas clausulas ou condigoes por um dos contratados e, a parte
prejudicada podera rescindir o presente Acordo, mediante simples comunicacio,
escrita ¢ fundamentada, a outra, respondendo a parte inadimplente pelas perdas

nm

=

© danos decorrentes, ressalvadas as hipoteses de caso fortuito ou de forga maior,
devidamente caracterizadas.

CLAUSULA NONA - DO FORO

Para a solucdo de quaisquer controvérsias porventura oriundas da execugao
deste Acordo, em relagio as quais nao tenha havido entendimento amigavel, as
partes elegem o Foro da Justica Federal da Cidade de Jo&o Pessoa-PB, com
renancia expressa a qualquer outro, por mais privilegiado que scja.

Estando assim justas e contratadas, firmam o presente instrumento em 03 (trés)

vias de igual teor e forma, na presenca das testemunhas abaixo nomeadas e
subscritas.

Campo Grande/MS, 21 de outubro de 2014.

UL = TbDCrﬂJ/
Margareth de Fitima Formiga Melo Diniz
Reitora da Universidade Federal da Paraiba

Testemunhas:
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PLANO DE TRABALHO
Aacxo a0 Acorde de Cooperagho Técnica ¢ Clentifica eatre a UCDB ¢ a UFPB

I - IDENTIFICAGAO
CONCEDENTE CNPJ
—cz?ﬁtm_cbc—... CATOLICA DOM BOSCO _ 03,226 149001587 _
—.:an MARINONI 12755451199 ﬁu_oacw!vou_
CONVENENTE CNPJ
_c:_<mww5>un FEDERAL DA PARAIBA _ 24,098 477/ 000110 _
ENDERECO CEP
_ngn UNIVERSITARIA, CASTELO BRANCO, JOAD PESSOA/PE _ 58051-900 _
ESFERA ADMINISTRATIVA
_Egznﬁwo Pulisxca Federal _
RAMO DE ATUACAO
_mccQQ,c SUPERIOR _
REPRESENTANTE LEGAL CPF RG
_r Margareth de Fatima Formiga Mele Duniz 323.157.165-20 393612 S8P-PH —
OBJETO

Execuciao de estudos bioguimicos, toxicos, farmacologicos e estruturass com venenos brutos
l=/ ou taxinas isoladas de paconhbas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotakis

LADN

=

Anexo ao A do de Cooperaglio Técnica ¢ Clentifica entre a UCDB ¢ a UFPB

I - OBJETO/JUSTIFICATIVA

£ de dos bioquimicos, laxcos, fa € est com brutos e/ ou
T dos g Bothrops e Crolaius.

JUSTIFICATIVA

O presente convenio possitelitara a extracio de venenos de seTpentes para reatizacio de estudos,
bloquimicos, oxicos. farmacaldgicos ¢ estruturais com venenos brulos €/ou taxinas isoladas de
peconhas de serpentes dos géneres Bothrops ¢ Crotalus na tentativa de melbor compreender ofs)

!
=
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PLANO DE TRABALNO
Anexo 2o Acesde de Cooperacho Téonica & Cleatifica entre & UCDE « a UFPR

PLANO DE TRABALHO
Ancxo ao Acordo de Cooperacdo Técnica e Cleatifica entre 3 UCDB ¢ & UFPB

IV - DECLARACAO DO CONVENENTE E APROVACAO DO CONCEDENTE

|maturels ¢/ou sintéticos sit-fi?

e/ou sintéticon) fragdes rsevpishyg
®  |serpentes dos géncros Bothrops e o:x-.l.stlulgse Jeneiomfans

e/ou (na I.g'

|presente projeto o /0w disp

Declaragao

Na qualidade de representante legal, declaro para fins de prova junto a Universidade|
_waau_n 138_3 0s efeitos wocova s da Jel, que _ncnm-nwEE.. bito em
mora o uacdo de inadimpléncia com o Tesouro Nacional ou gui E 800
E::._m._ nb?&:. istracio Publica I.d al, Direta ¢ _an._h que impeca a celebra 93

do presente Acordo de Cooperagao Técnica

Pede Deferimento,

Campo Grande - MS, 21 de outubro de 2014, -

Coletar dados de difraghs de raios X dos cristais obtidos nas

estagbes experimentals MX1 ou MX2 do L de

Elucidar ¢ analisar als) estruturas) tridimensionalils) das PLA2s

6 |cristalizadas que geraram bons conjuntos de dados de difragdo de abrilf 2013

raios X;

regides de de PLA2s isoladas de

dos gineros . frente aos soros juske/2015
.

Aprovagio
Aprovo,
W-c WP e
Joo Pessaa - PB. 21 de vutubro de 2014. MARGARETH DE FATIMA FORMIGA/MELO DINIZ

Reitora da UFPB

© pés-
9 'ol.o.ll-:ntlgﬂ i

para de
'B-io-._l-cE.

I !’5'5"’-' de © segerie

estudos docking, de
& pars avaliar as

das atividades thxicns e
por estas

o8 parciais o/ow obtides no
da do ds parceria em
11 |clentifices ¢/ou na forma de artigos i de
il dis des do do o teses de
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ANEXO 03

PT HEMOSTASIS, Ref. 501 (lote #5005) - “instruc¢des de uso”
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PT HEMOSTASIS

Tempo de protrombina

Finalidade . Sisema gwa dewerminagds do lempo de
protombina (TP} & medigao dos falores do complexo protrombinico
(Hatores 1LV, Vile)),

[Somentsparauso diagméstica invitre.]

Principio . baiadat!rsﬁwﬁiﬂ.& fatoe (I} dasencadets o
de k , coen o fador VI,
ggﬁﬁ%uﬁﬂ&l&&ﬁﬂ:iﬁﬁm
EEEEEEEEEEE?!&& que alua sobre o falor X
gerando o fator Xa e eske juntaments com fosiolipides: do fator tissuls,
20 Va @ célco formam o Complesn ASvador da Profombing, gue
ransioma a prombina am tromiina. Es5a, por 502 vaz, atia scbm o
%ggﬂiﬁpiBsoaﬂaﬁuﬂi
demonsiada pelo aparecimento de um codguio. O TP & o fempo
RECESSANG AR A Eggﬁa @ mishera de

Ret.: 5071

M5 10008010134 ‘

0 reagente ndo aberdo, quande armazenade nas condibes indicadas &
Botived abé a dala o Eapiragha impreEsa o ritulo. Apds abanto @
reconstituide, o reegerte deve ser manuseado de acondo com &S beas
prificas de para wvitar nagies de natureza quimica g
microbiana que podem provecas reduada estabilidade.

Preparo do reagente . Adicionaranirasco do Reagente 1 0 volume
xaio de dgua delonizada ou desSada indicada no ritulo.

AsCilocar a ampa, homogensizar suawemants @ deixdr &m repouso a
‘emperatira amiients (anene 15 - 25 °C) derants 15 minesos. Ames oe
ulifirar, homogeneisw  swremente. Nio agitar por versdo ou
wigarasaments.

0 reagents reconstituido & astivel 7 cias emtrs 2 - 8°C, A horas a 37°C e
24/oras a MemparIiLa mbisnte (s 15 - 25 °C).

piasma e cdleio. 08 resultades sdo obtidos stravés da comparagao entre
05 tempes de coagulsgio do plasma de pacienies & o plasma ce
refaréncia. oo & medidz da ativi dos tatnees 0o

Caracterisiica do sistema . 0 resgents PT Hamostasis - | abtest
gﬂiﬂgwﬂﬁ&%ia cogtho que lem grande
isoladas ou g has fatores I, fator

hplisa i a0, durante o [ estio suilos a
i _I_E_E-Nni.!.xnn E:E.lﬁie&%
mough da Para [ manter a

Egigamﬁﬂ_ﬁ!ﬁioﬁ u-n_m!-!ﬁni_
BMPO MiniMo NBCESSARG para se obter o volume a ser ublizade. Naa

05 cos de devem ser aplicados na

W, Eator Vil & fator ¥, quando comparada com ouiras trombe e
cénebro de coslho. Sua elevada sensbilidade a presenca dos PIVKas
{Protein Inducad by Vitamin K Absence ar Antagonism]), com respostas
bastarie s propicia

=

contralke da

Umaimportzmte caracieristica do reaganme Lables! esta relacionada & sua
rastreabilidade a0 Tercein Reagents de Referinca inlemacional para
Tromboplzstina (cadigo RET/90) da (MS e a0 indice de SensibBdade

Assim, o5 resultados oblidos
substancialments equivalentas a0s que seram enconirados se os TP
fossem reakzados com a PIR 6740, famnde com qué 63 rauttados
sajam padronizanes am nivel mundial'.
Metodologia . Coagulomtrica- Quick”,

Reagente

1. (133 - Reagante 1 - Armazenaresira? - 8 °C.

Matarial fiofiizado comendo extraio de cfrebro de coelo >F% em
‘tampan ticins 74,8 mmoL, Clometo de clicio 22,2 mmol'L, arda sidica

2,15 mmolL & estshiizadorss. Vier valor do E5| impressa no rofulo do
frasoo.

01 Porwgués - Ret: 501

{1 reagents contism arda sdeica que d iwica. Mo ingerr e, no caso de
contato com o ks, Evar com grande de
Bgua & ugighgggg
coam by de chumbo & cobre Portanko,
?Egaguﬂgﬂ feagaente.

Material necessério e ndo fornecido

1. Banho-mark T 70k
2. Pipetas para medir amostras & reagame;
3. Crondmatro.

==§‘9% 0 TP pode estar asmentads sm

o s g Gof orals (falas na
preg3a de sais bieres), asparapinase, clofibrio, artromicing, etanal,
itracicling, heparina & warfarin, bem como na presenga de EDTA.
A reducdo do TP pode ser observada em indviduos em uso de anti-

ﬂgyﬂﬁiﬂ&_gkn%??
ModificagdodaAcdo dos Anticoagulantes Orais).

Labtest g¥

Ursar pia s i em st s e arvicin 103 el (1.2%)

Deve ser oiade un Procedimenty (ferscioedl Packio (FOF) que
eshibiier procadimeniy: adequadts pEa colm repEazis ¢
ArmemerEment i arnaste. Eitrizamos quaas emos devidos 3 emosin
PoOdeTE a1 e TIRIBNES GUEDS SRS DCeidcs datani o pene emerts.
i,

Corsitarand quz 2 quebn: 60 amestrs & iandemansl para § exstdis
H-”unnu Tecomenda-te 3 ulimio dos: procedimenios gue s

-

T, Mattar a5 smosias erime 18- 245 eniskoar o TP 8 d herss pina
ot Mo reigarar o plasma, pois posds hewver aivags g0 Frior Vil pela
saieng Cabcrein, reduzine falsemente o T7 Gaso exista prashilidada
e Eong , 0 plisma pode serconpeiado & 20 °C nagatives
Per & semEres o 70 G regtwns por f meses. Supeiens tongelr o
mterial grw siguates de 0.0 ml e, par ey meaporagin do masasl
dwars o parndn da amverssenen, ol frasoos adaquadns pera
ConelamETi [Sraee | AS STOSFES Gtem S dascorpdadis
a7 ek

Ba = gz

Bmestes de sangue devem ser considentis cami pelencidnents
E?H&.Eia@snmnﬁﬁaﬂmmaﬁ:

Ergise, lomegss g E-E BEPIACAT e gwido fsselar Tl s-_

irpobia ceve: pecetar dhetame 13 98 NG PN (BTG (Usg &0

venass “Wrmindicn). D sengue deve B rememis sam que e

eceseifn apicar demasisda forgy @ Svboln. M reslear o TP e
0 i 3

. Giletr & anesma com seninga de plitics s carilagar an s g
Phazdcs. 0 uso de matesal de vior nio scongass v o fateees 2
Coaguisio ¢ R falsamenie o TP Apds emover 1 aguibe, uliow 3
PORCY st 2 AIROSITE PR SHNGA, SSED B8 JOMGHES RIS ¢
PO BT T oS e

3. 2 casa de-sistarma de coleta  vicwn, rsar bibo s pksics ou v

Enba cortec0 civam (femps enul] que deve s dspemda. A sapund
amastss caletada am tub Comendo Gl [lampe A sed uilind:
13 B BT dog s, Mo o258 05 2dete miltiphs, & amosts are
1e51es éhinaguiain devard e oiyica apds 2 CoRR 08 EMOSTLRN Rt
Sem Enticaeguinty e dnes dacolda smiubo contendo EOTA.

4, Wisrar §prtes o sangus com 1 erts e civann s . g2 sangue
#1 gots da Trombeah [Lalries? Ref. 45). Homoganeszar 3 oy 4 vezes por
inversa0 sure. Wi s oelam, pais o Rk W & o senshel 3 sty
Trliogebmn.

5. b paciertes que apressrtam homatorts mator que S5 1 rzg
a1 01 wolomes e sangoe e de anicoagelim deve s ausEd: pra
E.n&ﬁ&ﬂg.ggmqogagg
TECESSIA0 BT Renio dn hematacsts ¢ g VElME 08 Sa1004, difzr 8
RorTmaia g 50 sagua-

Vol de axdcoaguiens (ML) = 000185 xvetms 2 sapie o)
{100~ hervatieal

Exemph

Para um heseaticrin d2 0% vsar 0,22 mi da oo conpety) pany
0 mL com sengue. Parg s Tromissizh (L sviest Rl : 45), adicioner 2
otes a0l 5 vl e Ague s na propardo i ada pri ciicel.

B, Centinger 23 1 hore apes: & coleta 2 5000 om0 1500 § dorare 15
mirus. M35 ¢ Recessinia rommer o phasma 40 wibe. Manter  bebo

At & el do bewie [era el Mudinga 40 pH da amesk,
(98 pOs terforirrosrestyses

02 portgusts - Ret.: 51

Eufutaiﬂg.a.ﬂuizﬂg.;:sl:i
eteriEs oy e i ]

Anpdns icincas, ipbnicss @ Remolsades pogem madcr o5

TeciiBisda s e modo mprevsiesl.

[ sequinis procedimerd st apica a thonice manusl [ reagerss pode ser
apEga perd defmminggls g6 TP eiands ojepameniss
ausomdficos = samiaromitcos. Recomsndz-sn sepuir petamant: 2

\ restrupdas o6 CpEER S0 YRSt psins Bhirantes.

1. Preperan o parma e referincia stravés ca st (oo de prasmes
oibiadeg abiidos de, o renimo, 3 individuss sadbes: Nin eser plasmmes
2 portidones dedoencas hepdrcas o do mebares gravidis ouemisg
Qe POTFRCEITNGS OFals. Deve-50 obter & TBmpa e pisma e relincia
pdra =383 ok da PT Hemostasts. As Boas Prificas de Laboratro
finmandem menfer um s20isio dos lotes o2 FT Hemostisks @ des
feraposdn las g i,

. Reakzar a teg emiubos o waro rigerns am e e,
3. Aemperzters o harhs-raris devpesiar arka 36 - 309K,

& incabar (L8 mi fn plasiva 4 ser medo (releedrcia, corhok o
vt mesdme 10 minns.

§. Adciorer 02 miL o Reagente 1 {prevemars squacds 3 37 %) &

. Famive o tube, inging-b secessvanentt en tvales menares
__.__.732_...8“8?21;:5“_&:_..3#: O imlsrraiipe &
aukde. Par it o

i Bgrary
B

Labtest g
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Calculos edicagdo = [}
Relacio das tempos do Protumbina (R), Retagd Mormaltzada Anticoagutago pee e per-operatonia
Internacional (ANI) o Alividage d¢ Profrombina (A% ). {iniciade com entecaddneie ¢ 2
Os resuitdos podem ser 0dIdos na Tadela de Conversdo am Relegao Jemanas):
{R), Relagdo (RNI) & Attvidade « Crrurgizs de costolas 25 20-30
h%). « Outras cirurgias 20 15-25
Localizar na inha P ool de Referéncia , cnce o3 tampos de -
£5310 Q8530008 € NIGRRD, 0 valor Qus Mels 53 23r0KMa d0 82MPo dé o amitngs e 25 20-30
8.9.88..883.. pool de referdnca. Bm sequids, caizar na
Amostra Teste . Tromdos2 venose ativa, ambolla
0 resutadas da amosira tasts, epressos em Relgio (R), Relagso palmonar, preveng o d2 tromboss 0 20-40
Normakzada irtomacional (RN) & Atwidade % podem ser 0500% na Yeasa reconele.
mesma lisha em que s¢localza 0 tempo em s3gundos da amosTatests,
Prevengio de frambo-embela

0 IS CORTE (A O arterial & portadores de vahuizs 35 | 3045
AR @2 RN tambirs podsm ser cUCuagos USIN09 05 SEUinS ikt Liciniin
egiagles

) ola Ua RN maior qua 5,0 8574 g,
- L o

TarmD &M S2undos 00 pooi de FRerEncia. Sagando 3 OMS', tndos os resuta®os, indspencentemame 3 finalidaos

A tizzcio da R pamite padtonizey 08 resultados, com elminag Ao des

do s, davem ser relitados em athidade ¢ em ANI ¢ %odes o3
gg!:s&%:ﬂliﬂ:

e

PN «R*
Calibragao e .-.B-cm..r& 0FT ol iy

gg‘nigg—!*geq-w. Aagio

com o Teceiro Reag para
qglﬁlﬂam_.\us ONS & tam incicz de Sensibiiade
Irtarnacional (54 estebalecdo em 18380 & Prinevs Pripaagio &
Feferéacalnhmacionsl (PIR) de Tromboglastioa (hemera) 67/40"

Controle interno da qualidade . 0 boratieis deve manss um
programa de comrols imemo da quakdsde qus defina claraments oS
feguiamemes apicavels, ONEDNGS, PDCECATENICS, (MANGS para
especiicagOes da quakdeds @ iraftes de 10kerdncia, Sp0es COMmetivas ¢
TegST0 das Enidades. Valesais de contiok devem sef uliae0s (ar
avaliar 2 isio ¢ desvios da Calldy Sugere-se wtikza as

!l-a:laiui or medcamemos &

IBRBESS 1 gk fendbutazona, Indometacna, ciohbrato,

acdo n

sufis

s, -troam, p

Eggg;signg

EH-B aagio §S~§§_§

minesais, Fmertes

i oS, Guriticas, Oleos

A comparagéo dos resubados obtides com PT Hemoswsis € eres Caracterislicas do desempenho”™

fabeicantes sb deve ser re: lzada uiieando & FNL A diererga mésina =

aceitiveld huala 10% g’%

Valores de referdncia . Esws vaores dovern ser usades spenss E

comg .-.s!.pr._as_wi.s e Cach lee600 esudoa, fa = .
o p Labtest

Fihidats ca Protromble: meace que 70%. Vakres ama do 100% o NOmem do smos¥ris 24 2

tim sy 3 relatades oo 100, A.n:i-s._u.wqgei. 08-383 | 111-37.0

seeme 061,08, —— - 20, 23
as.a..a..litiu _58-!_- .- a.u?i! Eqeagto da regressio” WEGD Labnest = 1,05%
& aspecizimente indCica paa o Mitodo Comparativo
!.se s c& !E..Q 2 0s Coefclents de cormelagdo 0,878

dos 3 serem obtidos eas

03 Portugués - Ref.: 501

Labtest g%

temps d2 13.0 saguedos & igual 20.8%, no tempo de 327 soqundos &
lual31,5% eno tempo d2 65, 3saqundos & igeal 2 1 3%,

Estudos de precisao . 0s ssguistes rsutagos horam cbStos ros
51503 g8 precisi

Reprodutibilidade - Impreciséo total

1. A impaz & secagem adequecss do mavriy uikado sio ftoes
funsameniass pare 2 estedigare 0os 02ENC30 0B resutados
coirefus.

2.0 eborativie ciitico tem come obyetivo Samocer msuftades meatos ¢

pracises. A wiizacao de agua 0 quakceds inadaquade é uma caus:

Midia oP CV (%) potsncial 6 erros analticss. A igua deonizada o desHac etizada no

Amostral 7 13,0 0.1 10 deve ber 3 quabdade adequada 2 cadz sphcagio, Assim, pare
Amestra 2 07 »7 20 60 !!leni«.:li%-.ﬂ.!iéll&
Amostra 3 07 653 339 58 vidrera, deve b resisividade 21 megaobmom ou conduividade

Repetitividade - I isio int s
Médiz oP
129 0.1
30,0 [X
0.5

S

Amostrat
Amostra 2

S|8|8|=

<1 microsiemens/om e concenaglo de siicatos = mgL. Quando
CcoURE donT2dera GSt LOM SU3 Cap ¢
de aea sicalna com Kharagin 0 vanos kns, sHCains @ ssbstinchis

COM Erande poder 02 (oddagdo 04 TEder QU2 ONI0MAM 03 1EagaNES
om pouces das os mesmo horas, aterando o3 RSakados de medo
Imprenasival Assim, emal st de

shciarde ) Awa

%
1.3

T
-

Amostra 3

Avaliagao do emo lotal . O e ol (a0 aeatvo + s
stemitico) estimado no tempe de 13,0 Sagundos ¢ gl 2 26%, 0o
tempo de 32,7 seqndas 69uala 13,68 e 8.-‘._ 3.@89&8
Ipual 14.7%. L
GLIApara ervototal (<15,0%)"

Limite de delecqan . Amosra e plasma namal fol diida com
plasma deficionte 02 fatoe 1L V. VI ¢ X, pamalindd que as concentragdes
@03 fetoves vatassam de 10 & 100%. Os segeimss resubedos forem
cbtios.

bRa.

3. Paz yma revisio das fomes fiskpatoidgas e medicamemesas de
inerdesdncla nos resstados e na metdoligha segere-se consular
e e ceg.

1. WHO Bxpan Comminae on §§§§§
WHO Tech Rep Ser 1995; £39.70-56

2. Oick A, Lew NLJ Bial Ghem 1837.119:73-34,

3. Interratioral Commitise for Standandizaton n Hemawlogy Thromb
Haemostas 1078,36.237-238.

4. NGOLS. Collectian, Transpart, and Precessing of Bicod Specimens for
Testng Piesma-Based Coaguiation Assays; Approved GuidsineFourth
Editon. NCCLS dacument H21-A4, 2003,

5. NGGLS. Procatuess for the Calecton of Dizgnestic Blsod Specimans
by Venipurctine, Approved StancardFi Editen. NCCLS decemsent

6.CUA Reguwements for Analytical Quaslity. Dispenivel em

<ap ESYErd. comclanms
7.Losiger EA, Poller L, Semame E & 5. Thromd Hasmoses

Tampo de protrembing (sejuades)
i FalorM | FatorV | FaterVll | FatorX
100 1, 11, 118 1.7
%0 11, 13.2 126 128
) 1, 13, 128 133
0 12,3 149 135 14,1 H3-A5,2003.
2 128 159 139 148
10 14,1 18 15,2 170
Signiticado elinico . 0 TP esta sronngado sm indas os casas d 198554515517

04 portugués - Ref: 501

B.Hereykopt F, Roserfeld LGN, Guerra CCC. Rev Ass Méd Bris
197723:100-102.

9. WHO Exert Cemmitze on Blobogial Standerdzation. 3309 Report.
W0 Tech Rup Ser 1963.637.81-105.

10, Labtest: Dados deargivo.
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Apresentagio
Produio | Refarincia | Contedide
FTE | si5e | om sxemi

Informagdes ao consumidor
[Termes condi;fies de garantia]

A Lablest Disgeéstica garaniz o desempenin deste produtn dertm das
especificariies ah 06t s sqitacio ik ada nos i desd Qe ss
cuiadys: e uiizagio = amaenareesto dicados nos ritekes & nestas
ISR e 5 M SEQES COMERIMmENY,

o Labtest Dingnéation 5.4,
P 16510290 007 - 30
. Pt Foosic i Costz, 600 - Yt Megee - (TP 0000
Ligea Sava . Minas Gérais B ww ablest oom b
‘Sarviga de Apeka o (Hiende | (800 031 34 11 [Ligagha hstats)
el SecEabinst com

05 Portsgues - Ret: 501 Labtest u
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ANEXO 04

Tabela de Conversdo em Relacdo (R), Relacdo Normalizada Internacional (RNI) e
Atividade de Protrombina (A%)
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Ret: 501-5/2

o

PT HEMOSTASIS

Tatsela 8k Cutversio em Anligao (F), Felacs Nermalizade |niemacional (RNI| e Avidade de Protroebing (A%
Tablas de Comnartibi an issﬂl_lj_'ilﬂﬂ_iqitiﬁ!.

[= Table in Ratio (PA]. licesd Piafin | NI, and Profhmmibin Astivity (A%).
Lotes/Lok: 5005 ISE: 0.86
AMmOETa | Teimpa de coajuiagio (segundos] B L]
uestra Tiampo de coaguiacién (segundes) | " AN 1%
Sampa Coargutation time {saconds) R
Proel s Risteringia |
Posl e Reteranzia / 115 | 120 | 125 | 130 | 125 | 140 | 145 | 150 | 155 | 100 | 180 | 100
Fiefierence Pod

iF | o1e2 | 1z | 133 | 1as | 143 | 148 | 153 | e8| doe | e
120 125 130 135 1w 146 15.1 126 1681 104 103
1z | 27 | 133 | 13 | van | 4E | 154 | 950 | 164 | 106 | 105
124 130 133 140 146 16.1 162 167 1108 .07
127 | 13z | s | ez | 148 | 154 65 | 171 ] 10 | 108
120 | 134 | rap | s | 180 | 187 EE | 174 | 12 | 100
111 147 143 14.8 154 160 171 Ut 1.4 1.2
133 | 138 | 145 | s | sy | ez 174 | w0 | 148 | A
196 | 142 | 148 | 153 | 158 | 165 177 | ied f 198 | 115
138 144 150 158 162 16.8 180 188 120 (AL
140 | 146 | 153 | 155 | 165 | 7 183 | &S § 12| 108
143 ) 148 | 155 | 161 | 967 [ 17 186 | 19z ) o124 | 1@
M5 | 1571 | 158 | 164 | 170 | 176
147 | 154 | tew | t6e | v | 1ng | 186 | 182 | taa | 128 | 13
150 | 156 | 163 | 168 | 17E | &2 | 188 | 185 | 202§ 130 | 135
152 158 165 172 172 185 101 1948 A 1.02 127
154 | 161 168 | 174 151 | 1BE | 184 | 200 we | 13 129
156 | 163 | 7t | 177 | 184 | too | 147 | Mhd | HAOf 136 | 130
158 | 166 | 173 | 17a | 168 | 183 | 0 | RT | H4 ) 138 | 1
161 | 168 | 176 | 162 | 88 | 196 | 3 | 2O | HT§ 1A
%3 | 1o | 178 | 185 | e | w8 | 28 | M3 | o) 14
166 | 173 | 160 | 167 | 104 | M2 | 29 | M6 | 23] 148
s | 175 | 1ma | oo | 197 | M4 | Nz | N9 | 26 ] 146
70 | 178 | 1as | w2 | M0 | N7 | 25 | 22 | 128 ) 148

Amosta hehn | Nuesira Test |/ Tast sampl

g
=
Ll
B
R
P EEEE BB EE E R EE HE HE GG G E R

173 [ 180 | eaf | 185 | M3 | 10 ) 2.6 | 25 | B3| =0 | 1 Al
175 | 182 | a0 | 198 | 25 | 13 ) 220 | 28 ) HE |12 | 148 6
AR ENREDDEIEA RS E-CE REN R 46
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Lodes'Lat: 5005 I8I: 0.86
Amoetra / Tempa de coagulese (sequndos) RNl
Muesia Tiempo de coaguiaciin (segundis) / R FiN A%
Samgie Oaaguizson e [seconds) B owa
Puol de Relencia /

_am_huﬁﬂm?_ M5 | 120 | 125 | 130 | 135 | 140 | 145 | 158 [ 155 [ 100 | 100 | 1e0
IR T D EE  EO S NG

182 | 190 | 198 N3 | 0| B2o | 27 | M5 | 152 | 148 14

184 | 192 | 20 N6 | 24 | ;2 | M0 ) M8 | 150 | 150 | 4

16 | 194 | 23 A5 | a7 | 235 | 23 | 251 | 82 | i 42

189 | oF | A6 | 23 | 221 | 230 | 238 | M5 | 254 | B4 | 953 4

199 | 190 | 208 | 26 | 224 ) 22 | M4 | 249 | 357 | 166 | 155 0

W3 | 202 | 200 | M8 | 27 | 25 | 244 | 252 | 260 | 168 | 158 Ty

195 | 204 | M3 [ 224 | 230 | 2 | 27 [ s | ma || 15 3

198 | 206 | M5 [ 224 | 232 | 20 | e | ma | mr 2| s | m

mo | 208 | 28 | 22a | 985 | maa | o2 | zEr | oo |1 | s | a7

w2 | 2 | 2o | zea | wms | ooae | 255 | 2ee [ @wa ] ae | 1| m

05 | #a | 223 | 23 | oo | oo | ose | sy | we | e | 1m0 | s

0F | 26 | 25 | @4 | M3 | 22 | 261 [ om0 | 2o | ta0 | 1s8 | as

.m mo | za | o22e | oay | s | 255 | 264 | e | ez | naz | 167 | w0
i MNE | 2 | 20 | 238 | M8 | 258 | 267 | 75 | 285 | 14 | 159 BT
m 24 ) 223 | B3 | M3} By | 20 | 20 | s | o2ss | o1me | 1 31
m HAAEE AR E A A
m MG | 2B | 28 | M7 | 57 | 66 | ME | M8 | xs | 1w | 174 | 22
= 220 ) 230 | pan | esm | 258 | e | 26 | e | ma 1w | s | a3
m ElE R R R O T
B P25 | #35 | 25 | 255 | 265 | 274 | w4 | e | e | 1se | | @
E N ENE A R A E A AR
30 | M0 | 250 | mo | 70 | 200 | 200 | a0 | 3o | o200 | 1= 30

B2 | M2 ) W5 | W3 | o3| ey | 294 | a0a | ma | 2oz | 1a =]

235 | 245 | 255 | 265 | #75 | 266 | 206 [ a06 | me | eoa | 1 | =

237 | 247 | 258 | 268 | w8 | 288 | a9 | 08 | ;o | 208 | 186 | 2

239 | 250 | 260 | 20 | ;o | 20 | oz | sz | ez | oeoa | rae | ==

ME | R | A | 23 | 284 | 24 | 305 | mis | 326 | 2o | 1me M

B4 | 254 | 265 | 276 | M | =T | o7 | ma | oaee | o2a2 | am a7

ME | 257 | 68 | 278 | 280 | sno | o | e | sz | oea | 1w | @

e R AR RS EREE R L ET ES E A R o

B4 | 22 | 73 | o3 | 2ou | aos | me | v | ma | 2] 15 | w6

AR AR A AR TR ETR T TR 26

B ) 0| A1 | 23| 04 ) ms | 26 | me | | 2 | am )

AR I AR A T DR EE M

02 porngués . Espanhial . Ingis - Ret; 50152

Labtest g%

42



Lote/Lok: 5005 151: 0.86

Amogira | Tempa 6 cosquiagan |sagandos) | B AN

Wuesta / Tiermpa de coagelacken (sequndas] pp | M| A%
Sampi Casgukiion Sme {aeondsy INR

Prol da Aebendncia /
Pronl e Fferencia s 120 125 1348 135 (L] s 15.0 5E 1.00 1M i
Felerancs Pool

arn | oz | s | sos | ;7 | e | 341 | 353 | A4 | a5 | zoe | 2

276 | 4 | 0 | M| 324 | 36 | 348 ) 360 | D) 240 | 202 | 2

282 | 294 | 6 | 314 | 339 | 343 | 355 | 36A | EE0 § 245 | 206 | 2

208 | 300 | ;3 | 325 | 338 | 350 | 363 | 75 | MW § 250 | 230 | N

20,3 05 na 1332 344 35T awn 1313 5 2.55 ZH 20

0.0 L B ns 114 3E1 364 T 0 403 2.60 217 )

0.5 EAR- k=] M5 IR | 371 384 na 411 2.5 f21] 1

N1 | 324 | ma | 351 | 365 | 378 | 382 | 405 | €19 ) 270 | 235 | 18

e iy 4 368 wi 385 00 413 &5 275 23 18

2.2 e 350 JEA ITE | 302 A6 420 LF) 2480 | 242 17

298 | 42 | 356 | 371 | 385 | 309 | 413 | 428 | eaR § 245 | 246 | AT

4 LT ) ki) wr | w2 406 421 435 450 280 | 250 16

3.9 54 389 184 ] 413 42,8 H3 a7 285 | 28 1B

.m. M5 ) 30 | 975 | J90 | 405 | 420 | 435 | 450 | 465 ) 200 | 257 | 1B

= A 386 | 384 30T | 4R | 427 | 442 | 458 | 473 | 206 | 281 15

m w7 | are | e | 402 | 410 | g2 | 450 | 485 | 481 | 390 | 265 15

m %z | a7e | 34 | 10 | 425 [ 444 | 487 | 473 | 488 ) 345 | 268 15

g 358 | 984 | 400 | 416 | 432 | 448 [ 464 | am0 | ame | nm0 | 2rz | W

H A kL) 406 | 423 | 434 455 471 438 504 35 276 “

m 380 | 3G | 403 | 429 | ed6 | 482 | 470 | 495 | 512 | 330 | 2T it

m 385 | 402 | 49 | 435 | 452 | 489 | B2 | 503 | S0 | 335 | 283 4

m 3w 408 425 442 4549 47.8 3 .0 2T 340 .86 13

a7 | 4ra | 430 | 449 | 286 | 483 | 500 | 518 | 535 | 346 | 240 13

403 420 | 438 455 473 490 | S0E 52.5 43 .50 204 13

40.8 426 | 444 462 474 487 515 53.3 50 458 29 13

414 | 432 ) 450 | 268 | 488 | S04 | 522 | 840 | 58 | A6 | A0 12

420 | 4a8 | 456 | 475 | 483 | 511 | 528 | 548 | s66 | a6s | A 2

425 44 2 4a.1 439 | 518 | 536 5.5 573 .70 am 12

491 | 450 | eB89 | 487 | 506 | 525 | 544 | sE2 | S8 ) ave | Aak | 2

437 | 456 | ars5 | 434 | 513 | 532 | 850 | sro | 584 ) 380 | 3aF | 2

443 2 481 SO0 | 520 | 538 5.0 ST 5.7 385 § 319 11

440 | 445 | 487 | 507 | 526 | G546 | 865 | 585 | G604 ) &0 | a2 | 1

454 a4 494 513 | 533 58.3 874 2 ii12 395 | A2 11

40 | 440 | 500 | 520 | sS40 | 560 | S84 | G0 | G20 | 400 | 328 il

466 | 4A6 | 506 | 526 | S47 | G567 | 49 | GOT | 628 ) 405 | 338 | 1
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Lote/Lad: 5005 I51: D.B&

Amesra ! Temga de coagelacio (sagundas) / R il
Mugstia Tiemps o coaguiasion (seoundee) PR AN | A%
Sampie Coagulaion fime jsconds) 15}
Poel de Referfingia /
Pl de Referencia ! 5 | 420 | 125 [ 130 | 135 | 140 | 145 | 150 | a5 | 100 | o0 | 00
Fasiarance Pool

Amvstra st A | 482 | 512 | 533 | sea | sS4 | sed | Bs | eas | 400 | asm | w
Metsira Tost AT | 498 ) 519 | s34 | 60 | s | 602 | ge2 | 6ea | 4as | 240 0
Test cample 483 | S04 | 525 | 548 | %67 | sas | om | gan | 61 | 420 | 244 | W

Faex oblengi 808 resultadesPara cbiorer los resultados For obtals the results;
1. Determires npmog de i faste.
Determinas i temp isa el p "
Deterrrune: tha prothromiin ime of P relerernce posi and awstsampie.

Z Euigﬁuagi:—nﬂ-& 22 hzha "Ponl ", VW D (B e destacatio i
DAY esultac abtari=n s 3 poo 68 sbrencia en b finea "Pooi de Rel sencia® derabilos femacs de e
Fired v ctiined resultfor e reterencs pocd inhe Fisference Poo e, whem the: et -

3. Loeiear re olura cemespandasts o tempo de coagelic® da “Amostva Tasie,
Locatzr ena colimea conspondenie, el Bempo e coapuiackn e b “Meesin e
Firdd in T maschisg colamn the coaguiiion me for the *Test Sampis®

4. 05 rosulios da anestrs \est, expressos o Aeendn (), Rt Rormalasa nemacionsl () & Alvidade % podess sir sblides n masmi bshs am que sa
Pl 0RETO B SEUNE0G 41 anesta e, ks (Rimas coberas databela. e
Tﬂginggg!gé.ggEE,...B-ES:S:EE.F!E»:E!:Q

:ﬁy {i: ']
Thereeaults bar e tmst sompke, expressed &3 PR, MR, & A%, can be
b,

a5 T e seconts i

Inthe iest s cobamas ol e

EpiraciaEaracinBxiretion: 201870416 ReL: 2309155015005

04 Fortugues . Esparinol . Ingies - Ret- 501577
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ANEXO 05

APTT HEMOSTASIS, Ref. 502 - “instrugdes de uso”.
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T E

Tempo de tromboplastina parcial ativada

Finalidade . Rezpente pera determiesgio do tempo de
mbopias pucal dhvada (TIPA} e medighe dos datores da
CoEgulafan baszada no tampo G irormboplasting parciel etveda.

[Somense parausadiag misticoinvir.}

Principio . 0 reageno eantondo stivader plzsmtic (ke sgen)
despncarda 0 mecaniamo de coagelarin da via infrinseca aTavis da
FTvacan do taor X (Hageman), gue WETEL UM CompioNs ceém o
tininogania oe ahn pesn MOEcuEr HAWK) & com a pr-caliceina (PK).
D tain K afivaca sty sedes o fator ¥ gersnd o fator M que na presenga
e fosfolipides o cilco rensforme o tehor D #M B AT atva (i
D), e st o frtor VI, formznd o complesin G- fashlipioe- Wk que
athvy o Fitor ) Esse falor etvads traneforma 3 profeombing em trombing
e s sobee o fidnopinio gerando Sbena. A formagdo de T &
marascopicaments demonzimda palo Eparecimante de wm codguln,

0 TTPA ¢ realiiado incubando o plasma ciitaiado com 0 resgenis
contendo givador e losfolipides.

Aptis & sdigio de cilcio. faz-se a medigio do tempo de fomagaa da
coaguio.

Caracleristica do sistema . 0 produto AFTT Homostasts -
Lattest contém substtunns 93 fostoipides plaquetsnog que, Inamens
com un athador solive, dcido eligico, proporciona condigdes Gmas
P A ativag o per comtito dosfeiones decoagulagao (wainfringaca).

Apessar de ser sensived a defickinoias de tooos os tahes da

Ret: 502

M5 10009010135 ‘
D e gueries o aberta, quando

shoesiiveis gt a datade nﬂ..jﬂ..:_.ﬁﬂu_.i_.ﬂi-.p____ abestas s
FRagEES devem S8 manuscados de eotrdo com &5 beas prdticas de

Fa eviar O NANNEZA QUIMICE B ITEC robdans
0.6393!.33:.5.___._!__ EFEE

O Feageste 1 dewe pemantcor aberto ¢ for da fmpersture oe
armareeama o somerle o fempo necessiria pars obler o volime 2 321
wizadg no teste. A epasicho probegada do Reapends 1 an ar
SlmoEténic pode COMpEMElE 0 desempenhd 0o mesmo. A
eglehilcade to Reagente 1 pads s comprometida com a introdcdy de
porinirEs ma lavardas.

Os cusdades hebimals de segurnga devem s apfcados ra
rranipuia; io 4o rezgenin.

(Reagerto 2 comiém adda stdes que @ dedea. MEo lnganire, no c2s0.de
contse com os offios, lvar COM (rende e
figaa & progura oo midico.

1\ BRI POCE KFMAr ERMpOSis tamirte eglosivos com ubulaghes oe
chumbo & cabva Portanta, uiiizar grandes valumes de dgua pam
ORsearian o reagenta.

Material necessério e ndolornecido

oM exeeo da fahar'Vi, o ststama APTT Hemestasis delects desondans
hemommigicas secusdanas principakmenta A dehiciineiz das fasnes VIl
U, 0, X0 & Pre-cakcreina.

O APTT Hemosiasis pode ser utitzado ._n.._Ea_S.._.__EEmSEH
mankorer paciemies em fempia com hepaing. 0 sisteme &
suficiememente sensivel para
dests do _n._.-! e
S&-RQEEE»EE&JSSS—IEE%

Melodolagia . Ceaguimetia
Reagenie

1. [BIil- Resgents | - Armazanar anire 2 - B°C.

Cortim &cido shgicn =39 umotl, fosholipde de cérsbio de coslho
20,007%, fepet 320 mmell, akursna bovira 0 005X, estabiizadomes &
|presErvative. Froat pars g2 o.

2 [EIZ] - Reagorte 2. Armazonar artre 2 - 30 °C.
Cortsm clarety % cicio 20 mmalL g azida soica < 0,095%

01 portugues - Ret: 502

1. Banha e atrs cofstants (377Gl
2. Pipetas pam medr smasyas e magante;
3. Crontmesn.

Inlluéncias pré-analiticas . 0 TTPA pode sster aumontads em
Foividuns em ws0 dp ACido RCEUSENCENCO, ETITEONEM, OR0ECING,
imetonidazl ¢ fenitoing,

A redugan do TTRA pode ser observac Bm indhviduns em uso d& anti-
hestaminicos, digitéices. confrecaptives orals. ‘ebmecicling e ssinigenns
oyt

E importams mbém gue 8 emoska se@ coktada, pepands 8
e Comomne descrita no fiem AMOSTRA

Usarplasmac ftra

idrn 108 mmobL (3.2%).

Duwe ser cizde um Procedimento Opsraciond Paddo (FOF) qus
estabbiiga procedimentos sdequados para colefa, pregaragdn &
armazeramento da amostre. Enfatizamos gue os e devidos § 3mostra
podemser OF C5 e 5 £T05 Coomridoes duranie o procods

Labtest g%

Gonsiderande que 2 quabidat 03 BMasiTa & TENSEM et Dars & EEtidia
o resuftaces, recomenda-ge 3 iacin dos procedimens qua s
seguem’”.

. Obter o Sasigpi & ek pung i venasa e eviar

B. Kpresenca e codgekis Imphc s sepeicho & smostra

Jmastras do sangus davem 6f corideradas como polercidments
imectanins. Porfamio, a0 menesat-las deve-o SEQUIT &5 AORMES

Beméfiss, forrrag S0 de bolbas ¢ aspiragin de liguids Bssuler (Taor ). A

aguha dive perefryr dirstamente na veia na peimea tntatva (pEngio

Wendsa N0 EUMANCE) O sanges deve Ml ITEREN: S Qus S5

TSN 3piar dermarsinga o3 30 Smbol. N30 realzar o TTPA em
PR o R (gl

2. Colenar a armosiva om s2iga o pSIC 3 cemPgar em hidos &
prrsbea. [ s de maasal da vid R0 sHconIdn S0va O tnons g
coapiacin e s Fasaments o TTPA. hpos namover 4 aguita, ufiiteara
poin ceniral da amosina ma saringa, deandn &3 pordes amator a
posisnor pare oulnos lestes,

. Mo cas0 0 shrlsma de coletz & vicus, usa tubo de plistics o viden
sliconizady. An resite coleh somenme par estes 08 CoApUECED,

[Paf descartar o5 magenies ¢ o material blekigico, suparimes eplice &
nmmas bocais, ewtaduais ou fedarals de protegan ambiemal

Amostas icifricas, Mpémicas o femofisadss podem meodificar o5
resufados demodo impeisial.

1 aquinea wacadiments seapiie 4 orica manual §prodn poge ser
empagado pera deteemicacio o TTPA wilzande oquipamanios
automitices o som-astométicns. Aecomendi-se saguit watament: 15

lear dhs MOGTRS. A DrITENT B um lho sem
o enmlendo chrann (Samp a2 qus e s Gesgnerade.

A sequnda amesira cobetada smiubo contendo civatn fampn anl) serd
uilizady pera 2 nefiagio dos tesies. Mo cese dp coite mirspE, &
B0 pArE Ees g2 oagelacio deverd ser obods ands & CoiEts &8
EOSYA BT B0 BT ATCOEElmS & ANt 4 GOl o ehe canhindo
EOTA.

&, Wisterar  partes te sangue com | parts 02 ciio 2 3L o8 san e
1 gota da Trombstab [Labtest et - 45). Momogenszar 30 & vems por
PRSI0 S NS isar cedlain, pois o Faier V & muilo sarsfvel a asle
Bmicnagabirte.

5. bm pacistes que epresostar hemetieris maionges 55% a eelagda
enfre 05 volumes de sanges B de anfcasguiants devn s ajusiada pem
paanti aeeatidin do moakadn. Pare calculer ovalama e snicnapuinis
necessiri sm Amcn do hamaicin & oo volems 08 539(UE, U 3
T eE 2 agLE

oksme: de: aicosgulante (aL) = 0,00155 x wolums de sanger el 1
(100 hemaigerin)

[Exemplo . Fara sm bematicni de 60% 1sar 0,22 mi de oo e
compleiar pan 30 ml eom sasgee. Pera usar Trambetsh (Latmast
Fiet.: 45}, adicionar 2 gotey & 05 ml &0 dqua @ wsar ne propongda
indicada pefio célcun.

6. Cantritagar st 1 hare apée 2 eniet 2 3000 m ou 1500 g durars 15
ainitns. Mo § Fecessing remaver 0 plasma do hbo. Memer o iibo
AROA0D 8 B BB A0 1850 PAr Svital MdinGa de pH da amosTa,
e e e feris nos resufaos.

T. Marcer as amoswas antre - 24°C & etz o TIPA 206 4 botas aphs 2
colet. Casd eisty possibiifad de corgelamente ripido, o plasma,
seEFte dis cluls, pode sa conpeladn 3 ) 0 megatives por 2
semates o T0°C negatvas por§ masea. Supanmes eongaisr 3 materal
e sliuorias de 0,5 ml e, para evisar evaparagio do materal deranls o
pewlado do ErraZenamants, uliits frascos adequados pam
Congeiamentn | Civubes |. A5 ETHGTEE dEVEM S dSCoepaEdes
407 e estada

02 portugots - Ret: 502

g operagda opeas pola fabricarie.

1. Reaitzar o teste stitzanda fuhes devidm fgorosamente impss.
2. AAEMpEraIr 0 Hania-Maria 85 e5tar ke A6 3350
3. Pri-aquecer o Rragemte £ (20 mmonL) 237 .

&, Wicuber 237 °C, 1,1 mL o plasmaa ser merido jcontiole os paciems]
[T PG FPUATI LIS TN 2 0 mdims 4 O mininas:

8. Adicianar [, ml do Reagenis 1, bomogensizas sincuber 137 40 por
da mﬁ-ﬁg?g_gi!@_;gﬂa

ngn.ﬂsguei!riﬁ!s AT}
igparar s 8 mamar
ro basha-mania & anuﬂ_m uaﬂu__.aﬂ

T. Fomover o b, IncAng-40 suCeSEMENG: £M IMENVEI0Y Mendrss
e | sagunde b osenver & gk de om codguin que iemompe 3
0 bgedo. Farar DEmatmetT & ragsarn

famgn.

Controbe imterno da quadidade . 0 bsroi deve mamsr sm
programa de cortmis intema da qualidads que defies cleramams o5
auiamenios apicivets, objefivs, procedimenios, crifiios pam
especticagtes da qualdads & limites o2 1terEncia, arfes COMEES &
reqisty i wividedes. Materias de comtroie devem ser utiaaces e
mOMIONEE & IWOBCIS 0 03 meOiE). Segereds LAEA i
aspactieas s CLIA parao s e’

Intervalo de referdncia*®

Qs imervalos devers 5or usados Epenes Como ofiamago. Recamands-
abqui Ghda kiboralivio estabelera, napopuiagin alendida, sous priories
InErveios de G

Labtest g%
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Idade Intervalo (sogundes) g {riores, tais como

TR WA 464 el acecuade 08 sntirsmbra H, shas plsetisa w sihasgiuss

Lt 51, &9 %Egﬁmgzgs

TG 8 vl o 8 asses 28.1-378 e 8.0 bmypn anire a ek radkzh 8 o fesietorhorémng st

A sensbilieas nava o mager AFTT HIMOStass Dirs & Neparisa

. nodn ser ume curve B

Caracieristicas dodesempenho NEpENL A NV GEVE SE EOMSTUISD ACMCHAEMIOSE qEMidides

Eiiga.aiﬁgﬁaﬁgg
i de similar, o

icenhacides de haparina 2 sm peol de plasma eormal & realizands o tesm
jpara dewrmiragdo do TTFR. O ihoraltirio deve resitz@r o s de
‘saesiiliacs IHIZENOD B hefeniad O Mesme Wnie 4 sdmnisal a0

\pacienls B EYENND-58 20 5 varkivei Que 100
teate.
Wanar Méboda 0 mmgin ahabm PUstra & ralaghn EMTe CONCENTEGED O heparng & 0
Comparalive Labiest tempe am SEjundns obitido com o esapents APTT Hemastasc & um
========= i 35 -0,
Tempa o tromBoplasing
parcil stivada (sagandasy | 219200 21,0- 1678
Vibda tas exBmabas oo Hegaries TTPA
provm ME T (umidades,/mL) {sagundos)
Tabbest = 0800 % — [X1] 243
Equagin da ragressin Comparsivo + 4.25 [X] 7.4
Cosdciins ¢ comlagdn 0,965 L 336
[E] EF]
[ 53,0
Utikzandn & eGUAGAN da TREISSAN, 0 MTD BiEMAICH totsl astimaty fo 0.5 5,5
feeapo de 26,7 soqundos  igualia 1,76% & no tempo g 65,6 sagendes 0.8 L]
iguel 311,75 (¥ T

Estudos de precisio . 0s seguintes mautasos foram olridos ees
Estudos de presisio;

Sensibilidade & deficincia de falores da coagulagio

Plsmas cor deic@ncla modersds B grave 06 wins. St foram

aValEd0s LOM o MEagami AFTT HAmOSISSE & 0 resgents damonatg
i 45 deficiinias dos foones da

Repetitividade - Impreciséo intra-ensaio corforme st mostade rd tabefa s segi.
] Meidiz or W (%)
Amostra 1 0 EX I [E] .
T 10 BE6 0,50 [ -ﬁ. __.!F-..n.”,_ e _B.. -u !
il 20 [7Y]
- - [ =1 B35
Reprodutibilidade - Imprecisdo total = W )
Médln op G %) A <1 12
Amagtra 1 5 2.7 [KE] ot ] 20 478
Amustia 2 ] 6 0.7 1.2 E] =1 =200
Al 20 ]
Pré-caberging < 5

Avaliagao do erro 1013l . 0 e toal fero alasing + srm
sisfmitico| eximedy o terpo de 28,7 sagundos & igual 2 3.1 3% eoo
lempo d¢ BEE seguidns & iqusl 1 13,6% Oz resultados indicam que o
métus CUAn {5 )

Sensibilidade & heparina . 0 TR ¢ stizago pars monmrar
Teeapia com hepsring, corsiterands qua o prokangamento do tempa de
lormagde do codguio @ dimiments proporcingl 30 mumenty da
nuartidada e beganta,

03 rortuguss - Ret; 502

Signiticads clinico . 0 TTPA svalls & vias evinsea & comum de

e 15% & 30% oo normal profengam o TTRA. O TTPA & Lsadg per
deizc;an de defciéncias: oo nbidores dos fatores da coaguiagie dl via
inififsacy aU eofum, aim de se pestar para monftoszagio da
anfecaguiagin com beparia ¢ pam eEmamentn dy ameoagelanie
pice.

Labtest g@

Desturbios da v intrinseca da cascata da coaguiard.o s3 oo
{ptia TTPA prolongada ¢ o Tempa o Pratrombina [TP) nermal, Formas
heredtirias ncuemia deficidncia dos faloms ou (X fiomofizs A oz B

Iespectiaments), fe 4, pub-calen, crigngéno de alt pess
molecular @ tainT XIL A deficiéncia dos més Shimos faiores 00 esti

o ._.. ..
com TP noemal & TIPA proloreadoinelusm e irshido rkipics ou inbidares
s Fatores VI, [¥ 630, 2lém do ssoda hapering

Distirbins da ¥a CoREM camsem o polngamento do TP ¢ TIPA o3
quals, quends deredninos, indcam fonvas s O defckincta de m
tos seguintes fafores: fator X, fajor ¥, protrembing ou fibrinogEno. Por
ourrn bado, arficitncins aquifitas & Aiguns cestes s geEmente
40 ACOMEANRERYS [OF DErs anarmaldaces £ vl paisecd Op
Ipirinsacs, COMO OCIFTE Nas 1 COdgiagEY
disseminad (CVD) ena deficiinoia dsweaming K. S desa, guanto o
TF & o TTPA estio peolongades, tema-se importarte a realeaghe da
dosapem de fibrirogénio = dotempado tmmbina {TT), pois pode frafar-ss

Observagies

1. A bmpeza ¢ secagem adoquadas do material utkmde S5 feers
Fiara & estaitan: £ DWENCA OB TES LITBI0E

CorEiog.

2. 0 isoratérin cinics tim como objesu frmece meukatos exzs §
pracisos. A viizegie de Agun de qealdade inadequada & uma caiss
patencial de s arabficos. A dpua deioe fzada oo destiada utiizdano
taborattria deve b 3 Qualdace sdaquath a tada apicacdin, Assim, e
DrRparys feagentes, BS4r nas mediches @ para uso no emagle fnd de
vigratia, dewe bt sesislividade =1 megsshm e su conditiidede
=1 RCPOS M ENBCT & CONCINTE;E0 d2 sllcalos <0,1 mgiL. Duands &
cikna 51 0 Sz BT OG0
e dgua acalind com berardo & viriss i0ng, sHtnes e abstingiis
com giande poder de coddagle ouradecEo que deierioeam of naagenies
BM poeces dias ou mesme BorEs, Femndo o5 resuftedos de mado

Agim, & um prgeama de onik
datualdade d dga

3. Pare wma ravis o s fortes Ssiopaioiogices B medeimentosas o
interforiecia s nsulbades o ta mefodulogia sugere-se consute
i o e

Reteréngias
1 Comentiss for n Han Trromb
iﬁ_ﬂmgnmmﬂ.mun

2. MOCLS. Colecton, Transport, avdProcessing of Siood Spacmens for
Tessting Plasm e Baaed G Assays: i ot
Editiar. NOCLS document H21 -4 2000,

3 NGGLS. Procedwes for the Golectios of Diegnestic Sood Sgecimens
iy Vanpuncture: Appmved StardardFEth Edtiom, NCOLS nourmest
H3-A%, 2000.

4, NGCLS. Ore-Stage Proshvambia Time (FT) Test and Activated Partal
Theomibopiastin Tive (8PTT) Test, Appitscd Guideine. WGCLS
onCumestHAT-A, 1996,

04 poruguis - Ret.: 502

5. CLIA Requiraments tor Amalylical Ouaiity Disposivel em
<P WS GANE, COFTCE M,

& Conway AM, Finchifle iF, Finn A, Bal £, Clin. Lab Haprm 1908 21:427-
az8.

7. Fadies MM, Crist RA, Roberts WL, Rodgers GM, Cinical Chemistry
200551:A730-1742,

£, Jasebs 05, DeMo WH, dudey OK. Leboraiory Test Haschosk, 5z
e, Lse-Garep Inc: Hudsan (Clowtand), 2001, 328-330,

9. Labtegf; Dadors de anquisg.
Apresentagao
Pradutiy Ralerincia Cosbenda
E  1X4ml
APTT Hemostasis 0214 T 1x6mL

Estin disponiveis apicapfies par sisiomas miondticss # semi:
ammiticos.

Inlormaghes a0 consumidar
[Tarmies s Candbsbes da Garastis|

ALablest Disgnietics Garams o Sarempenno dests produis destg das
EEpacicages B9 3 deta or sl Ao indiceda nos rindes desde que o5
culdados da wtlizagin o amnansmamento indicados s eios € nests

o Labtnar Diagntatica 5.4,
CHPE JE.514.286 0011 -8
e Faudo Famsru s Casss, 600 - Vis Negre- (2P 1000000
Lagna Saniy | Mo Geras Bresd - wem labiosl som b
Serviga ts Apoio a0 Closbe | (000 001 34 11 Ligapda lratsis)
PR ——

Coppight by Ladisst Clagpditica £
Fageieog 0 101 ris Bseriagin

Labtest gW

%5
B

46



ANEXO 06
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Platalforma

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDOS HEMOSTATICOS COMPARADO ENTRE O YENENO BRUTO E
PROTEINAS ISOLADAS DO VEMEND DE Crotalus durissus terrificus

Pesquisador: Ivanca Donato de Luna Sousa
Area Temati
Versio: 1
CAAE: 60251516.0.0000.5188

Instituigde Proponente: Universidade Federal da Paraiba
Patrocinador Principal: Financiamento Prdprio

DADOS DO PARECER

Mdmero do Parecer: 1768 115

Apresentagio do Projeto:

O Projeto de Pesquisa ESTUDOS HEMOSTATICOS COMPARADO ENTRE O VENENO BRUTO E
FROTEINAS ISOLADAS DO VENENO DE Crotalus durissus terrificus- tem como responsavel lvancia
Donato de Luna Sousa/Programa de Pos- Graduagdo em Biologia Celular € Molecular/CCEN/UFPE.

Desenho:

Sabe-se até o momento que o veneno de C d ternficus possui atividade coagulante in vitro, porém no
OIgENISMo VIvo as interagdes entre as proteinas do veneno fazem com que prevaleca pequenas atividades
hemorrdgicas devido ao provavel consumo de fibrinogénio, deixando-se a divida de se realmente 1al fato
esta correto ou se ndio ha interagdes entre as proteinas do veneno com alguns fatores de coagulacdo que

passam ser suprimidos ou alterados que possam levar a incoagulabilidade do sangue em organismos vivos.

CObjetive da Pesquisa:

Objetivo geral:

O presente projeto propie estudes hemostaticos para descrever a atuagdo das proteinas pressntes no
veneno de Crotalus durissus terrificus sobre os fatores de coagulagdo das vias extrinseca, via infrisseca e
via comum em humanos

Enderego; UNMWERSTARIO SN

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 58051000
UF: PB Municipin:  JOAD PESS0A
Telefone: (83)3216-7791 Fax: (8303216-7781 E-mail: eticaces@ees.ulpb br
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Coninuagho do Pemcer: 1.758.115

Avaliagae dos Riscos ¢ Beneficios:

Riscos

Nio hd riscos previstos envolvidos no projele, visto que os lestes realizados sario In Vitro com enzaios de
plasma utilizando kits comerdiais ja preparados;

Beneficios:

O teste do TP ¢ TTPA podera auxinilar em uma possivel resposta para essa questiio, pois medird em qual
fator hemeostatico o veneno estara atuando na via bem como cada proteina isclada do veneno, sendo
necessario investigacdo para um melhor esclarecimento da atuagao do veneno sistematicamente.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

O referide Projeto de Pesquisa estd escrito e organizado com as diversas etapas necessirias para que o
mesmo seja desenvolvido: apresentacfio, desenho do estudo,resumo, introdugdo, objetivos,
riscos/beneficios, metodologia, cronograma, ergamento e outros. & documentagdo exigida pela Resoluciio
4586/2012/CNS/MS que regulamenta as pesquisas envolvendo seres humanos estd incluida no Processo.

METODOLOGIA:

1-E um estudo de laboratériosisolar fragdes proteicas que compdem a pegonha das serpentes Crotalus
durssus ternficusiragar o perfil cromatografico dos venenosisolar as proteinasicoletar sangue humano de
doadores voluntanos e sadios em jejum de no minimo duas horas/realizar o teste de coagulag ao com o
plasma obbidos do sangue de doadores veluntanos/teste de protrombina/punficagdo, caractenzagao de
efeitos bioldgicos do veneno bruto e de fragdes de pegonhas de serpentesfisolamento das proteinas e
oulros ensaios,

2-Populacfo/Amostra-coleta de sangue-individuos/T4,

3-Coleta de dados: resultados dos ensaios de laboratdria;

4-Andlise dos dados:as fragBes obtidas do veneno por cromatografia de fase reversa serd feita uma
eleroferese para identificacdo das bandas proteicas obtidas. Os dados obtidos dos testes de coagulagio
serdo plotados em Graficos utilizando o programa GraphPad Prism 6 e serdo analisados.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagido obrigatariac
O termas de apresentacio do presente Projeto encontram-se coerentes com o tema abordado no

Endersgo:  UNIVERSITARIO SN

Balrra: CASTELO BRANCD CEP: 53.051-800
UF: PE Municipio: J0AO PESS0A
Telefome:  (23)3216-7731 Fax: {83]3216-7761 E-mail: eficacesfiees ufphbr

Fagna 02 de DF
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Projeto.
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Nao tem pendendias, portanio Aprovado.

Recomendagdes:
Aprovadao

Conelusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Eszte parecer foi slaborade baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informag Bes Basicas|PB_INFORMACOES _BASICAS DO_P | 23/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 772125 pdf 095143
TCLE / Termos de  |termo.doc 230972016 | vanoa Donalo de Aceito
Assentimento / 0895100 |Luna Sousa
Justificativa de
Ausencia
Cronograma cronogramalvancia docx 2309/2016 | vancia Donato de Aceito

09:41:46 Luna Sousa
Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 230972016 | wancia Donato de Aceito
0g:41:10 Luna Sousa
Projeto Detalhado [ | projeto docx 15082016 |Mancia Donato de Aceito
Brochura FH2219 |Luna Sousa
Invesiigador

Situagio do Parecer:
Aprovado

HNecessita Apreciagao da CONEP:

Mo

JOAD PESSOA, 03 de Qutubro de 2016

Assinado por:

Eliang Marques Duarte de Sousa

[Coordenador)
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