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AVALIACAO COMPARATIVA ENTRE O EFEITO ANTICOAGULANTE DE
FOSFOLIPASES A, ISOLADAS DE PECONHAS DE SERPENTES DOS GENEROS
Bothrops E Crotalus E FARMACOS ANTICOAGULANTES

Resumo

A prevaléncia de acidentes ofidicos € um problema de salde publica que causa significativo
impacto econébmico e social. O Brasil € o pais da América do Sul com maior indice de
empeconhamento registrado, com aproximadamente 29 mil casos anuais. Dentre o0s
componentes que exercem papel central na sintomatologia do empegonhamento, as
Fosfolipases A, (PLA,S) atuam sobre substratos hidrolisando fosfolipidios de biomembranas.
A coagulacao sanguinea ocorre pela ativacdo de fatores de coagulacdo, juntamente com
célcio e plaguetas, e esses fatores sdo possiveis alvos para a atuacdo das PLAzs. No
presente estudo foram avaliados os efeitos farmacolégicos de PLA.s ofidicas, dos géneros
Bothrops e Crotalus, na hemostasia secundaria e proposto um mecanismo provavel de acado
anticoagulante dessas proteinas. Foram avaliados, in vitro, o Tempo de Protrombina (TP) e
o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) de amostras de plasma humano citratado
na presenca de quantidades distintas de cinco farmacos anticoagulantes ou das PLA:s.
Nenhuma das PLA:s avaliadas causou significativo prolongamento do TP, enquanto o TTPa
apresentou alteragbes significativas para todas as PLA2s. As Asp49-PLA;s basicas
botropicas foram classificadas como fortemente anticoagulantes; as Asp49-PLA.s acida
botrépica e basica crotdlica foram fracamente anticoagulantes, enquanto todas as Lys49-
PLA;s foram moderadamente anticoagulantes. Foram realizados estudos, in silico,
alinhamento mudltiplo, filogenia e interacdo entre as PLA.s e os Fatores 1Xa e Xa. Em
conclusdo, as PLA;s podem interferir na cascata de coagulacdo por trés mecanismos
independentes ou pela combinagdo deles: i) inibicAo da formacdo do complexo tenase
observado nas Asp49-PLA;s e Lys49-PLA,s bésicas botropicas que interagiram com a
subunidade B dos fatores IXa ou Xa, podendo causar um impedimento estérico; ii)
modulacao alostérica dos Fatores IXa e Xa induzida pela interagéo das Lys49-PLAs através
da regido de C-terminal, iii) hidrolise de fosfolipidios e/ou competicdo das PLA:S
cataliticamente ativas com os fatores de coagulacao pela superficie lipidica.

Palavras-chave: Estudos in silico. Hemostasia. Inibidor do Fator IXa. Inibidor do Fator Xa.
Proteinas ofidicas.



COMPARATIVE EVALUATION BETWEEN THE ANTICOAGULANT EFFECTS OF
ISOLATED PROTEINS FROM SNAKE VENOM OF THE GENRES Bothrops AND
Crotalus AND COMMERCIAL ANTICOAGULANT DRUGS
Abstract

The prevalence of snakebites is a public health problem that causes significant impact
economically and socially. In South America, Brazil has the highest recorded rate of
shakebites, with approximately 29,000 cases per year. Of the components that play a central
role in the symptomatology of snakebites, phospholipases A, (PLA2S) acts on substrates by
hydrolyzing biomembranes phospholipids. Coagulation occurs by the activation of clotting
factors together with calcium and platelets, and these factors are possible targets for PLA2s
to act. In the present study, the pharmacological effects of PLA2s from Bothrops and Crotalus
shake venom on secondary hemostasis were evaluated and a probable mechanism of the
anticoagulant action of these proteins was proposed. In vitro, Prothrombin Time (PT) and
Partial Thromboplastin Time (PTT) of citrated human plasma samples were evaluated in the
presence of different quantities of the five anticoagulant drugs or the PLA2s. None of the
evaluated PLA:s caused significant PT prolongation, while the aPTT demonstrated significant
changes caused for all PLA2s. Asp49-PLAss basic (bothropic) were classified as strong
anticoagulant; Asp49-PLA:s acidic (bothropic) and basic (crotalic) were weak anticoagulant;
while all Lys49-PLA;s were moderate anticoagulant. In silico studies, multiple alignment,
phylogeny and interaction between PLA;s and Factors IXa and Xa were performed. In
conclusion, PLA;s can interfere in the coagulation cascade by three independent
mechanisms, or a combination of them: i) inhibition of the tenase complex formation observed
in Asp49-PLA:s basic (bothropic) and Lys49-PLA:s. These PLA:s interact with the B subunit
of factors IXa or Xa, which may cause a steric hindrance; ii) allosteric modulation of Factors
IXa and Xa induced by the interaction of Lys49-PLA,s through the C-terminal region, iii)
phospholipids hydrolysis and/or competition of catalytically active PLA.s with the clotting
factors for the lipid surface.

Keywords: Factor [Xa inhibitor. Factor Xa inhibitor. In silico studies. Haemostasis. Ophidian
proteins.
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PLA; Fosfolipase A; do inglés Phospholipase A
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svMPs Metaloproteinases de veneno de serpentes

SVSPs Serinoproteinases de veneno de serpentes
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1. INTRODUCAO

1.1. ACIDENTES OFIDICOS

As serpentes sdo animais bem adaptados aos mais diversos ambientes, exercendo
um papel importante na relagdo entre os seres vivos e no equilibrio da teia alimentar de
diversos animais (CARDOSO et al,, 2003). A maior biodiversidade de serpentes é
encontrada nas regides tropicais. O Brasil possui 470 espécies de serpentes descritas, das
quais 65 sdo consideradas pegconhentas e pertencentes as familias Viperidae e Elapidae
(THE REPTILE DATABASE, 2021). A familia Viperidae tem por representantes os géneros
Bothrops, Bothrocophias, Lachesis e Crotalus, enquanto que a familia Elapidae é dividida
em 34 espécies classificadas em um Unico género, Micrurus, presente em todo territério
nacional (SILVA; BERNARDE; ABREU, 2015; UETZ, 2021).

Acidentes ofidicos constituem um importante problema de salde publica no Brasil;
eles sdo agravos de notificacdo compulséria desde o ano de 1986 e, conforme define a
portaria n°® 204 de 17 de fevereiro de 2016, do Ministério da Saude, a Secretaria Municipal
de Saude tem por obrigagdo informar o acidente ofidico as demais esferas de gestdo em
salide em até 24 horas (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

No Brasil, estudos epidemioldgicos registraram 57.699 notificacdes de ofidismo entre
os anos de 2000 e 2009. Desses casos, 35.112 ocorreram em populacdo ndo agropecuaria,
indicando que este é um problema que nédo se reserva somente as populacdes provenientes
da zona rural e/ou do trabalho no campo (MISE, 2014). Corroborando com o referido dado,
(FEITOSA; MISE; MOTA, 2020) relataram que apenas 31% dos casos de ofidismo ocorridos
entre 2007 e 2015 em populag&o agropecuaria.

Martis e colaboradores (2012) relataram que, mesmo tendo grande incidéncia e
grande impacto econdmico e social, os acidentes ofidicos ainda ndo recebem a devida
atencao, nao figurando como prioridade pelos governantes e agentes responsaveis pela
gestdo de saude de paises em desenvolvimento, como o Brasil, esses dados séo
corroborados pelo estudo de Feitosa et al., (2020) que acrescentam que o ofidismo € um
evento complexo por envolver fatores socioecondémicos e ambientais como fatores de risco.

O Brasil é o pais da América do Sul com maior indice de envenenamento registrado,
com aproximadamente 29 mil casos anuais (BERNARDONI et al., 2014; BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE., 2018). Segundo dados registrados no Sistema de Informagéo de
Agravos de Notificagbes — SINAN, somente no estado da Paraiba ocorreram, entre 2005 e

2010, mais de 3.000 acidentes ofidicos envolvendo i. majoritariamente homens; ii. faixa
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etaria entre 20 e 39 anos, iii. predominancia de casos na regido do Cariri e iv. serpentes do
género Bothrops (SARAIVA et al., 2012).

Em 2019, as serpentes dos géneros Bothrops e Bothrocophias, popularmente
conhecidas como jararacas, foram responsaveis por 77,97% dos acidentes ofidicos
identificados, com letalidade de 0,35%. As serpentes do género Crotalus (cascaveéis)
apresentaram incidéncia de 9,74% nos casos registrados e letalidade de 0,11%, enquanto
gue as do género Lachesis (surucucus) foram responséaveis por 2,31% dos acidentes
ofidicos, com letalidade de 0,01%. O género Micrurus (corais verdadeiras) esteve envolvido
em menos de 1,22% dos casos de ofidismo e as serpentes ndo peconhentas foram
responsaveis por 8,76% (com letalidade de 0,01%) dos casos registrados (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Os acidentes ofidicos ocorrem com maior frequéncia nos periodos de intensa
atividade humana no campo e nas esta¢gfes quentes e Umidas, as quais coincidem, na
maioria dos estados, com o periodo mais chuvoso (LEMOS et al., 2009). Os acidentes
ofidicos foram classificados como a segunda causa de envenenamento humano, ficando
atrés apenas da intoxicagcdo por medicamentos em 2016 (LEOBAS; SEIBERT; FEITOSA,
2016). Porém, no ano de 2018, o Sistema Nacional de Informacdes Téxico-Farmacologicas
- SINITOX classificou o acidente ofidico como a sexta causa em numero de intoxicagdes, no
entanto, o ofidismo figurou em quarto lugar entre a causa de Obitos por intoxicacdes
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

1.2 SERPENTES DA FAMILIA VIPERIDAE

A familia Viperidae compreende um grupo de serpentes que possuem um aparato
bucal altamente especializado para a injecdo de peconha em suas presas/vitimas, sendo,
portanto, um importante grupo causador de acidentes ofidicos, as serpentes dos géneros
pertencentes a esta familia apresentam como caracteristica a sinamorfia da presenca de
fosseta loreal (CARRASCO et al., 2012). Conforme consta no Banco de Dados The Reptile
Database, a Familia Viperidae compreende trés subfamilias: Azemiopinae (contendo 2
espécies), Crotalinae (contendo 271 espécies) e Viperinae (contendo 101 espécies),

totalizando374 espécies relatadas até o presente momento (UETZ, 2021).
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1.2.1 Género Bothrops

As serpentes do género Bothrops apresentam habitos noturnos e habitam zonas
rurais e locais urbanos que facilitam seus habitos predatérios (PINHO; PEREIRA, 2001). As
espécies desse género possuem adaptacdes anatdmicas como presas para inoculagéo da
peconha e a presenca de fosseta loreal, que funciona como termoreceptor (SILVA;
BOCHNER; GIMENEZ, 2011). Este género é constituido por uma diversidade de serpentes
totalizando 46 espécies, sendo a Bothrops atrox a primeira espécie relatada em 1758 e, no

ano de 2021, a Bothrops oligobalius foi a Ultima espécie relatada (UETZ, 2021).

1.2.2 Género Crotalus

As serpentes do género Crotalus, popularmente conhecidas como cascavéis, foram
responsaveis por quase 10% dos acidentes ofidicos no ano de 2017. As serpentes desse
género ndo possuem habito de atacar, no entanto quando se sentem ameacadas emitem
um ruido proveniente da presenca de um guiso em sua calda (PINHO; PEREIRA, 2001). O
género Crotalus é composto por muitas espécies, com ocorréncia desde o sul do Canada
ao norte da Argentina. No Brasil, as serpentes deste género pertencem a uma Unica espécie,
a Crotalus durissus encontradas principalmente em regidées semiaridas, com predominancia
na caatinga nordestina. Esta espécie esta dividida em sete subespécies C. d. cascavella, C.
d. collilineatus, C. d. dryinas, C. d. marajoensis, C. d. ruruima, Crotalus d. terrificus e Crotalus
d. trigonicus (RODRIGUES et al., 2016; UETZ, 2021).

1.3 COMPOSICAO DE PECONHAS OFIDICAS

Peconhas ofidicas sdo compostas por uma combinagdo complexa de substancias
farmacoldgicas e bioquimicamente ativas, sintetizadas e armazenadas em glandulas
especializadas que se ligam as presas através de dutos (ALAPE-GIRON et al., 2008:;
CALVETE et al., 2009; ZAQUEO, 2011). Cerca de 90 a 95% do peso seco de pegonhas
ofidicas € composto por proteinas, as quais sdo as maiores responsaveis pelos efeitos
toxicos e farmacoldgicos desencadeados pelo ofidismo (KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN,
2006; NUNES; NASCIMENTO; GOMES, 2021).

A diversidade de componentes proteicos e as atividades biologicas desempenhadas
pelas proteinas que compdem as peconhas ofidicas podem variar a depender do tamanho,

do sexo, idade, habito alimentar e comportamental, mudancas sazonais e climaticas e



19

ontogenia da serpente (CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991; OLIVEIRA et al., 2016).
Contudo, o alto grau de variabilidade da pe¢onha pode gerar mudancas significativas na
fisiopatologia do envenenamento ofidico.

Dentre os componentes que exercem papel central na sintomatologia dos acidentes
ofidicos, podem ser citadas proteinas das classes das metaloproteases, fosfolipases A, L-
aminoacido oxidases, hialuronidases, acetilcolinesterases, aminotransferases, ativadores de
fator X da coagulagéo, serinoproteases, nucleotidases e fosfodiesterases. Os compostos
nao-enzimaticos englobam as miotoxinas sem atividade de fosfolipases A, lectinas tipo C,
fatores de crescimento, desintegrinas, e proteinas secretdrias ricas em cisteinas. Também
fazem parte da composicdo da peconha de serpentes peptideos, aminoacidos, aminas
biogénicas, carboidratos, citrato e nucleotideos, ions célcio, cobalto, magnésio, manganés,
ferro, zinco, sédio e fosforo (CALKOSINSKI et al.,, 2010; CALVETE, 2013; NUNES;
NASCIMENTO; GOMES, 2021; RANGEL-SANTOS et al., 2004).

As serinoproteases, metaloproteases, fosfolipases A,, L-aminoacido oxidases, 5-
nucleotidases, desintegrinas e lectinas do tipo C ofidicas podem afetar a hemostasia em
diferentes pontos, atuando direta ou indiretamente nos fatores da cascata de coagulagéo
e/ou na integridade vascular ou agregacéo plaquetaria (OLIVEIRA et al., 2016). Efeitos sobre
os tecidos do sistema cardiovascular e renal também podem ser induzidos por componentes
das peconhas ofidicas exercendo amplos efeitos fisioldgicos e fisiopatolégicos (ALVES et
al., 2018; HUTTON; WARRELL, 1993).

Uma das fracBes proteicas mais estudas das peconhas ofidicas séo as Fosfolipases
A; (PLAzs). Estudos homeostéticos envolvendo svPLA,s basicas indicaram que essas
enzimas apresentam consideravel atividade anticoagulante por inibir a coagulacdo através
de véarios mecanismos: i. hidrélise e destruicdo de fosfolipidios pro-coagulantes; ii.
competicdo, por meio de antagonismo com proteinas coagulantes para ligacédo a superficie
lipidica; e iii. interagdo com o Fator Xa, impedindo a formag&o do complexo protrombinase
(FXa/FVa) e retardando a formacéo de trombina (FAURE; GOWDA; MAROUN, 2007). Além
disso, Kini (2005) classificou a poténcia anticoagulante exercida pelas PLA; como forte, fraca
ou ausente e propds um mecanismo molecular (sitio anticoagulante especifico) de interagédo
entre as PLA:s de peconhas ofidicas e os componentes plasméticos.

As L-Aminoé&cido Oxidases (sVLAAOSs, E.C. 1.4.3.2) séo flavoenzimas que realizam
a desaminacdo oxidativa de L-aminoacido em a-cetodcido gerando como produtos
secundarios amoénia e peroxido de hidrogénio (H.0,). Algumas LAAOs apresentam
atividades diretas, tais como a agregacédo plaquetéria, citotoxidade, indu¢do de edema e

atividade bactericida, enquanto que seus metabdlitos secundarios podem induzir a apoptose
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e outros efeitos bioldgicos (ABDELKAFI-KOUBAA et al., 2014; ANDE et al., 2006; CHENG
et al.,, 2012; DU; CLEMETSON, 2002; LAZO et al., 2017; LEWIS; GARCIA, 2003;
RODRIGUES et al., 2009; TAN; FUNG, 2008; ULLAH, 2020). Em adi¢éo, Lazo et al. (2017)
relataram que o peroxido de hidrogénio produzido nas reacdes catalisadas pelas LAAOs de
Bothrops atrox promoveram, in vitro, a inibicdo da ativacdo e da agregacao plaquetaria
interferindo diretamente na ligacdo entre as integrinas GPbll/alll e o fibrinogénio o que
impede a formacdo do tampd&o plaquetario.

As Metaloproteinases (svMPs, E.C. 3.4.24) s&o proteinas do tipo endopeptidases que
necessitam de célcio ou zinco ligados ao seu sitio ativo para realizar sua atividade
enzimatica. Atualmente as svMPs estdo subdivididas em trés classes i. svMP-I composta
apenas pelo sitio metaloproteinase; ii. svMP-II composta por um sitio metaloproteinases e
um sitio desintegrina; iii. svMP-lll composta pelos dominios metaloproteinases,
desintegrinas e um dominio rico em cisteinas (TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012).

As metaloproteases pertencentes ao grupo svMP-IIl sdo as que apresentam um
maior potencial hemorragico, especialmente quando comparadas ao grupo svMP-1 (BAILON
CALDERON et al.,, 2020; TERRA et al., 2009). As svMPs sdo responsaveis pela agéo
hemorragica e causam os efeitos mais drasticos do empeconhamento, pois promovem
protedlise de componentes da matriz celular (colageno tipo IV, laminina e fibronectina), de
proteinas plasmaéticas (fibrinogénio, fator de von Willenbrand e protrombina) e de proteinas
de superficie (integrinas e caderinas).

As svMPs também estdo envolvidas no processo de inibicdo da agregacéo
plaquetéria, pois possuem a sequéncia de aminoacido RGD (Arginina-Glicina-Aspartato) a
gual interage diretamente com integrinas e impede a ligacao do fibrinogénio as plaquetas.
Complementarmente, essas enzimas causam mionecrose, coagulopatias, equimose,
formacdo edema e inducéo de resposta inflamatéria (BERNARDONI et al., 2014; CUNHA;
MARTINS, 2012; PAULA et al., 2014).

As Serinoproteases (svSPs, E.C. 3.4.21) sao glicoproteinas monoméricas que
possuem em seu sitio ativo residuos de histidina (His57), acido aspartico (Asp102) e serina
(Serl95). Estdo associadas a desordens hemostaticas por possuirem acao nos
componentes da cascata da coagulacdo e do sistema fibrinogenolitico. Algumas dessas
serinoproteases sdo Thrombin-Like (SVTLE), ou seja, simulam a atividade da trombina
catalisando a converséo de fibrinogénio em fibrina sem a participacéo direta da trombina
enddgena. Outras svSPs atuam bloqueando a ativacdo do fator XllI (fator responsavel por

realizar as ligacdes cruzadas dos mondmeros de fibrina, dando resisténcia ao coagulo)
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causando a formacgéo de microcoagulos mais sensiveis a a¢ao da plasmina levando a um
estado de “desfibrinogenacédo” (MONTEIRO et al., 2020; PEREIRA et al., 2010).

Em 2006, Kini descreveu trés diferentes tipos de svSPs: i. ativadores de proteina C
gue atuam na ativagdo da proteina C com consequente inativacao dos fatores FVa e FVllla
da coagulacao; ii: svTLEs que degradam o fibrinogénio por meio da clivagem e liberacdo dos
fibrinopeptideos A e B; e iii. as fibrinogenases que causam destrui¢cao do fibinogénio por um
mecanismo ainda néo revelado. H4 também svSPs que participam da ativacdo do fator V,
da fibrinogendlise, da ativacdo do plasminogénio e da inducdo da agregacédo plaquetaria.
Algumas dessas enzimas tém sido usadas como anticoagulantes em testes clinicos e
cirdrgicos, bem como reagentes em testes de coagulacdo (MARSH; VAUGHAN, 2005;
SERRANO; MAROUN, 2005; ZAQUEO, 2011).

As Lectinas Tipo-C (LTCs) presentes nas pegonhas das familias Viperidae, Elapidae
e Crotalidae apresentam um dominio de reconhecimento a carboidratos (monossacarideos
ou oligossacarideos). Esse reconhecimento ocorre por meio de uma associagédo dependente
de ions calcio. As proteinas atuam nos receptores de membrana das hemacias induzindo a
aglutinagdo eritrocitaria, além disso, podem participar de uma grande variedade de
atividades bioldgicas, tais como adesédo celular, endocitose e neutralizacdo de agentes
patogénicos (WEIS; DRICKAMER; HENDRICKSON, 1992). Algumas LTCs, denominadas
Lectinas do tipo-C-like, apresentam um dominio de reconhecimento de carboidrato
incompleto, o que leva a perda da capacidade hemaglutinante(ARAGON-ORTIZ; MENTELE;
AUERSWALD, 1996; MORITA, 2004; OGAWA et al., 2005; WEIS; DRICKAMER,;
HENDRICKSON, 1992).

1.4 FOSFOLIPASES A:: ATIVIDADES E TOXICIDADE

As Fosfolipases Ax(svPLAs, E.C. 3.1.1.4) sdo proteinas que atuam sobre substratos
lipidicos catalisando a hidrélise da ligacdo éster sn-2 (sequentially numbered) dos
fosfolipidios de biomembranas. Como produto dessa reacdo liberam quantidades
equimolares de acidos graxos, entre eles o &cido oleico, que pode servir de reserva
energética; o acido araquiddnico, que é precursor de eicosanoides mediadores do processo
inflamatorio) e lisofosfolipideos que atuam na sinalizagdo celular e perturbacdo de
membranas) (ARNI; WARD, 1996; BURKE; DENNIS, 2009).

As Fosfolipases A, (PLA2S) sdo enzimas ubiquas na natureza, sendo especialmente

encontradas em secrecdes pancreaticas e em peconhas animais (KINI; EVANS, 1989).
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Essas enzimas possuem massa molecular entre 12-14kDa e 6tima atividade em pH 7,0
(ARNI; WARD, 1996). O mecanismo de acado das PLA;s € bem conservado consistindo em
uma diade His-Asp tendo o célcio (Ca?*) como cofator essencial (TEIXEIRA et al., 2020). As
enzimas da superfamilia de fosfolipases A, podem ser agrupadas em 6 grandes grupos:
fosfolipases secretadas; fosfolipases citosdlicas; fosfolipases independentes de calcio; fator
de ativacdo plaquetaria acetil-hidrolase; Fosfolipase adiposo especifico, fosfolipases
lisossomais; e séo divididas em 17 subgrupos (IA, 1B, lIA, IIB, IIC, 1ID, lIE, IIF, 1, V, IX, X,
XIA, XIB, XIlI, XIIl e XIV) (BURKE; DENNIS, 2009; TEIXEIRA et al., 2020).

As PLA;s ofidicas apresentam conservacdo e semelhanca estrutural entre as
enzimas das classes | (géneros Elapidae e Hydrophidae) e da classe Il (géneros Crotalidae
e Viperidae). A estrutura tridimensional é constituida por duas longas a-hélices ligadas por
pontes dissulfeto, um loop de ligacdo do Ca?" (hélices 2 e 3; residuos 37-54 e 90-109;
respectivamente). As cadeias laterais dos aminoacidos hidrofilicos estdo voltadas para o
interior da proteina, salvo os residuos que compdem o sitio catalitico (His48, Asp49, Tyr52
e Asp99). Nas PLA,s do grupo IA, ha uma regido adicional nomeada de “loop elapidico” (dois
a trés aminoécidos inseridos na regido 52-65). Diferengas marcantes entre o grupo IA e lIA
sdo: presenca da ponte dissulfeto Cysl11-Cys77 no grupo IA em substituicdo a ponte
dissulfeto no Cys51-Cys133 do grupo IlA, essa ponte dissulfeto a mais € permitida gracas a
adicdo de 5 a 7 da regido de C terminal de PLA3s IIA (ARNI; WARD, 1996).

As PLAs ofidicas do grupo IIA apresentam em sua estrutura primaria de 120 a 123
residuos de aminoéacidos que seguem o modelo de numeracao da PLA; de pancreas bovino
proposto por Renetseder et al. (1985). A estrutura tridimensional destas PLA:s € iniciada por
uma regido N-terminal (residuos 1 a 12) representada pela a-hélice 1, aregido esta envolvida
na ligacao e orientagéo de substratos a proteina. A a-hélice 1 é seguida por uma a-hélice
curta constituida pelos residuos 18 a 23. O loop de ligacdo do ion Ca?" é formado pelos
residuos 25 a 34, o qual é seguido pela a-hélice 2 composta pelos residuos 40 a 55. Essa
regido se liga a uma folha B antiparalela que compreende os residuos 75-77 e 82-84. Na
sequéncia tem-se a a-hélice 3 formada pelos residuos 90 a 107 e o loop de C-terminal (108
a 133), o qual consiste em uma regido bastante flexivel da proteina. Os residuos His48,
Asp49, Tyr52 e Asp99 formam o sitio catalitico dessas enzimas (ARNI; WARD, 1996; DA
SILVA GIOTTO et al., 1998; DE AZEVEDO JR et al., 1999).

Figura 1 - Representagéo esquematica da estrutura terciaria da PLA2s de monémero de PrTX-IIl de
Bothrops pirajai (PDB id: 1GMZ).
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Fonte: elaborado pelo autor

De uma forma geral, as PLA,s apresentam uma gama de atividades biolégicas como
atividade neurotoxica, miotoxica, inducéo de edema, agregacéao plaquetaria, anticoagulante,
hipotensiva e inflamatdria. Apesar de uma grande quantidade de atividades desenvolvidas,
frequentemente as PLA:s ofidicas apresentam maior especificidade para um desses efeitos
biolégicos e uma atividade reduzida ou ausente para os demais efeitos bioldgicos (CUNHA;
MARTINS, 2012).

Entre as PLA;s do Grupo Il, sdo encontradas duas isoformas comumente relatadas
como Asp49-PLA;s e Lys49-PLA;s, o primeiro grupo apresentando forte atividade catalitica
e 0 segundo grupo apresenta baixa ou ndo apresenta atividade catalitica (MARCUSSI et al.,
2007); outras variacdes na posicdo 49 da estrutura primaria destas proteinas ja foram
relatadas, tais como: Ser49, Asn49 e Arg49 (GALLACCI; CAVALCANTE, 2010).

A primeira vez em que PLA>-Lys49 foi relatada foi na pesquisa de Maraganore e
colaboradores (MARAGANORE et al., 1984) no qual relatam que a substituicdo do residuo
de aminoéacido Asp-49 por uma Lys-49 (anteriormente a este estudo as PLA,s eram sempre
relatadas como tendo um &cido aspartico invariavel na posicdo 49) promove alteracdes
funcionais na alca de ligacao ao célcio e na forma de ligacdo e/ou na preferéncia pelo tipo
de substrato.

No entanto, mesmo na auséncia da atividade catalitica as PLA,-Lys49 continuam a
apresentar toxicidade, em especial, miotoxicidade, e isto pode acontecer, pois, apesar de
perder a capacidade de ligar Ca?* sua atividade toxica se desenvolve por meio de grupos de
residuos catibnicos/hidrofébicos/aromaticos presentes entre os aminoacidos 115 a 129 de
C-terminal dessas proteinas (NUNEZ; ANGULO; LOMONTE, 2001). Dessa forma, a
toxicidade ou as atividades farmacoldgicas produzidas por PLA.s podem ser dependentes
ou independentes de catélise (KINI; EVANS, 1989).
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Outra importante caracteristica de PLAs-Lys49, além de possuirem alta
concentracdo de aminoacidos carregados positivamente na regido de C-Terminal, é a
presenca de grande numero de lisinas conservadas em sua estrutura (aproximadamente
15% do total de amino&cidos), em conjunto, essas caracteristicas dao origem a uma
superficie de contato que é altamente positiva quando comparado com lado oposto da
molécula (OWNBY et al., 1999).

Aparentemente, as PLA>-Lys49 apresentam um maior nivel de conservacéo de suas
sequéncias alcancando niveis entre 70 a 95% de similaridade, diferentemente de PLA;-
Asp49 gue podem exibir baixos niveis de similaridade com porcentagem de conservacao
partindo de 49% (OWNBY et al., 1999).

15 HEMOSTASIA E A CASCATA DA COAGULACAO

A hemostasia consiste em um processo fisiolégico que busca manter o sangue dentro
dos vasos sanguineos, garantindo a integridade dos vasos, bem como mantendo o sangue
em forma fluida e ndo coagulada. Quando houver extravasamento de sangue ou inicio da
coagulacdo, o sistema hemostéatico sera responsavel pelo controle da hemorragia e pelo
limite da formacdo de coagulos (HOFFBRAND; MOSS, 2013). O endotélio vascular, as
plaquetas, os fatores de coagulacao, o ion calcio e o sistema fibrinolitico sdo componentes
do sistema hemostéatico. De modo didatico, a hemostasia pode ser dividida em hemostasia
primaria, hemostasia secundaria e hemostasia terciaria (FRANCO, 2001).

A hemostasia priméria é a fase da formagédo do trombo ndo envolvendo os fatores de
coagulacdo. Considerando que houve uma lesdo vascular, as plaquetas sdo ativadas,
havera liberagcdo de substancias sinalizadoras e quimiotaticas, e consequentemente
agregacao plaquetaria impedindo o extravasamento de sangue (GALE, 2011). A hemostasia
secundaria é a fase na qual os fatores de coagulacdo séo ativados levando a producéo de
fibrina por meio da clivagem de fibrinogénio, induzida por trombina. Por fim, a hemostasia
terciaria se encarregara de limitar a formacao de trombos e de fibrina a partir da ativagcao do
processo de fibrindlise desobstruindo o Iimen do vaso sanguineo, reestabelecendo a
hemostasia normal (RODRIGUES, 2012).

Dito de outra forma, a hemostasia se divide em 3 subsistemas: i) o sistema
procoagulante produz uma rapida resposta localizada ao dano vascular, promovendo a
formacdo de um tampdo mecénico composto por plaquetas e fibrina; ii) o sistema
anticoagulante atua inibindo componentes chaves, ou seja, fatores de coagulacéo

fundamentais para o funcionamento do sistema procoagulante; iii) o sistema fibrinolitico atua
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apos a recuperacdo do tecido lesado e interrupcdo da hemorragia ao digerir
proteoliticamente o tamp&o hemostéatico (BHAGAVAN, 2002).

A coagulacédo é vista classicamente como um processo no qual atuam os fatores de
coagulagéo das vias intrinsecas, extrinseca e comum, sendo a via comum a convergéncia
entre as vias intrinsecas e extrinsecas (figura 2). Na via comum ocorre a clivagem de
trombina e producdo de fibrina com objetivo final de formar um coagulo e manter a
integridade da hemostasia. A via extrinseca da coagulagéo € ativada por meio da exposicao
do fator tecidual, enquanto a via intrinseca, também conhecida como via de contato, por ser
ativada (in vitro) por contato com cargas negativas e/ou superficies artificiais inicia-se com a
ativacdo do fator Xll (PUY; RIGG; MCCARTY, 2016).

Figura 2- Cascata da Coagulacéo e respectivos inibidores da coagulacéo
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(+ antithrombin)
D Vitamin K antagonists
[ Direct factor Xa inhibitors
[ Fondaparinux {+ antithrombin)
[ LMWHSs (+ antithrombin)
[ Direct thrombin inhibitors

Fibrinogen == Fibrin

Fonte: Perzborn et al., (2011)

A coagulacao passa pelas etapas de iniciacdo, amplificacdo e propagacao e nessas
etapas estdo envolvidos diversos componentes. Cabe ressaltar que o0s principais
componentes sdo célcio, fosfolipidio, Fator XIII, Fator XII, Fator XI, Fator X, Fator IX, Fator
VIII, Fator V, Fator Il e Fator I. De forma complementar, atuam também na hemostasia as
plaquetas e o Fator de Von Willenbrand e também as enzimas responsaveis pelo controle
do crescimento do codgulo (BHAGAVAN, 2002).
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1.6.1 Viaintrinseca

A Via Intrinseca recebe esta denominagdo porque todos os fatores de coagulacao
desta via estdo contidos na corrente sanguinea em sua forma inativa. A via intrinseca é
composta pelos fatores XIliI, XIlI, XI, IX, VIII (HOFFBRAND; MOSS, 2013).

O Fator XllI é uma transaminase presente no plasma em sua forma inativa
(zimogénio). ApGs a ativacdo do Fator Xlll pela trombina (na presenca de célcio e
fibrinogénio), a proteina passa a desempenhar sua func¢do principal realizando ligac6es
cruzadas entre monémeros de fibrina por meio de liga¢des covalentes, o que garantira maior
resisténcia fisica e resisténcia ao processo de fibrindlise (MOADDEL; FALLS; FARRELL,
2000; WILLIGE et al., 2009).

O fator XII da coagulagéo é um zimogénio do Fator Xlla, o qual € uma serinoprotease
que faz parte da via intrinseca da coagulagéo. O Fator XlI é auto ativado quando entra em
contato com moléculas ou superficies carregadas negativamente que induzem uma
modificag&o estrutural e o inicio da sua atividade proteolitica (WEIDMANN et al., 2017).

Fator XI também € uma serinoprotease plasmatica dependente de vitamina K
encontrada na forma de zimogénio, sendo a Unica serinoprotease homodimérica envolvida
na coagulacdo, uma vez que as demais sdo monoméricas. O Fator XI pode ser ativado por
feedback positivo (pelos fatores XI e/ou VIl ativados) (SMITH et al., 2008) e pelo Fator Xl
por meio da “via de contato” (BANE; GAILANI, 2014). Niveis baixos de Fator XI causam
sangramentos leves ou ndo implicam no risco de sangramento, porém, niveis aumentados
estdo correlacionados com ocorréncia de doencas tromboembdlicas (PINTO et al., 2015). O
fator XI ativado tem como funcéo principal ativar o Fator IX dando seguimento a cascata da
coagulacéao pela via intrinseca (EMSLEY; MCEWAN; GAILANI, 2010).

Fator IX também é dependente de vitamina K e esta disponivel na forma de
zimogénio. Para desempenhar sua atividade como serinoprotease pode ser ativado tanto
pela via intrinseca (Fator Xl ativado e o ion célcio), como na via extrinseca (Fator VIl ativado,
fator tecidual e ion calcio). Apés sua ativagdo, atua em associacdo com o cofator calcio,
fosfolipidios e o Fator Vllla convertendo Fator X em Fator X ativado (SCHMIDT et al., 2005).
O Fator I1X é fundamental na hemostasia e sua deficiéncia causa Hemofilia B, doenca
caracterizada por ocorréncias de hemorragias graves (LAWSON; MANN, 1991).

Fator VIl da coagulacdo € um cofator necessério para a acao do fator IX. Na corrente
sanguinea, circula complexado com o Fator de Von Willenbrand (FVW) o qual protege o

Fator VIl da degradacao pela Proteina C ativada (um fator anticoagulante). Ao chegar no
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local da lesdo vascular, o complexo Fator VIII/FVW é desfeito e libera o Fator VIII para
associar-se aos fosfolipidios e ao Fator IX, formando o completo tenase intrinseco, o qual
ativard o Fator X iniciando a via comum da coagulacdo. O Fator VIII possui uma
concentracao até 100 vezes menor do que os demais fatores da coagulacao e é conhecido
por ser o causador da Hemofilia A, quando é produzido de forma deficiente pelo organismo
humano (LASSILA, 2019).

1.6.2 Via extrinseca

Fator tecidual € o componente fundamental do inicio da cascata da coagulacdo pela
via extrinseca. Conforme seu nome sugere, é 0 Unico componente que néo esta circulando
livremente no sangue. O Fator tecidual é expresso constitutivamente em células
subendoteliais e, em niveis basais, em células do musculo liso vascular quando estimulados
por mediadores como Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), trombina e histamina. O Fator
tecidual desenvolve seu papel ao servir como receptor do Fator VIl ativado, formando um
complexo que ativara o fator X dando origem a via comum da coagulag&o. Indiretamente o
Fator tecidual pode se associar ao Fator VIl ainda inativo e este complexo pode ser ativado
por Fator VIl ativado ou pelo complexo Fator Tecidual/Fator VII ativado (DE MOERLOOSE;
BOEHLEN, 2008).

O Fator VII é dependente de vitamina K, sendo o fator mais sensivel a deficiéncia
desta vitamina. Trata-se de uma serinoprotease que desempenha um papel central na
cascata da coagulacdo atuando na ativacdo do Fator X pela via extrinseca, também pode
ativar o Fator Xl (via intrinseca). O Fator VII s6 passa a ser Fator Vlla apés estar associado
ao ion Ca?* e ao Fator Tecidual (BJELKE et al., 2007).

1.6.3 Viacomum

Fator X, também conhecido como Fator de Stuart, € um fator de coagulacéo que
circula na forma de zimogénio na corrente sanguinea e a sua conversao em Fator ativo
demarca o inicio da via comum da coagulagdo. O Fator Xa caracteriza-se como uma
serinoprotease, a qual compartilha alta similaridade com a tripsina e é convertida na sua
forma ativa pelo complexo Fator 1Xa-Fator Vllla ou pelo complexo Fator Tecidual-Fator Vlla.
Apés sua ativacdo o Fator X desempenha a atividade biol6gica de converter a protrombina

em trombina por meio de protedlise, além disso, pode também levar a ativacao de Fator VI,
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Fator VIII e Fator V, iniciando um loop de retroalimentacdo da cascata
(NEUENSCHWANDER, 2006).

Fator V é o percussor do Fator V ativado, e, juntamente com o Fator Xa, ion Ca?" e
fosfolipidios constituem o complexo protrombinase — responsavel pela conversdo de
protrombina em trombina. O Fator V ativado €, na verdade, um cofator que possui alta
capacidade de se ligar a fosfolipidios. Cerca de 80% do total do Fator V circula livremente
no plasma e o restante esta contido no granulo das plaquetas (RAND; KALAFATIS; MANN,
1994; SUN; EVATT; GRIFFIN, 1994).

Fator 1l, conhecido também como Trombina é uma proteina em sua forma ativa
resultante da protedlise da protrombina. E essencial na manutencdo da hemostasia
secundaria, desempenhando diversos papéis ao atuar desde a fase de iniciagcdo até a fase
de amplificacdo da cascata da coagulacdo (KRISHNASWAMY, 2013; NEGRIER; SHIMA;
HOFFMAN, 2019). Como atividade principal, a trombina cliva o fibrinogénio para formar
fibrina insoltvel impedindo a progressdo da hemorragia. A trombina atua também na
ativacdo de plaquetas, dos Fatores V, VIlI, XI, da proteina C, do Inibidor da Fibrindlise
Ativada pela Trombina — TAFI (HUNTINGTON, 2012).

O fibrinogénio é uma glicoproteina composta pelas cadeias polipeptidicas Aa, Bf e
Yy, encontrada no sangue de vertebrados. O fibrinogénio passa por uma clivagem proteolitica
na qual peptideos curtos das cadeias Aa e Bf3 sao clivados com consequente exposi¢ao dos
seus sitios de polimerizacao, esse evento leva a formacao de polimeros de fibrina (Fator 1),
a polimerizacdo ocorre de forma espontanea e levam ao surgimento das fibras de fibrina
(BUDZYNSKI; SHAINOFF, 1986).

1.6 ATUACAO DOS FARMACOS ANTICOAGULANTES

Atualmente é possivel classificar os medicamentos anticoagulantes disponiveis em
antagonistas da vitamina K e anticoagulantes orais diretos. Os antagonistas da vitamina K
foram introduzidos no mercado a mais de 60 anos e contribuiram para um melhor manejo
clinico de tromboembolismos, fibrilagbes atriais e em casos de substituicdo de valvas
cardiacas. Apesar de tantas aplicacdes, essa classe cria grandes desafios em seu uso por
apresentarem facil interacdo medicamentosa e alimentar, estreita faixa terapéuticas e
necessidade de monitoramento frequente de INR (razéo normalizada internacional) a fim de
evitar risco de sangramento grave mesmo em pacientes em Otimo controle da terapia
(CHAN; SOBIERAJ-TEAGUE; EIKELBOOM, 2020). Os anticoagulantes orais diretos foram
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projetados com objetivo de resolver os desafios enfrentados pelos antagonistas da vitamina
K. Esses anticoagulantes orais diretos foram desenvolvidos especificamente para inibir um
Unico fator da coagulagéo, além de possuirem menor interagdo medicamentosa e alimentar,
serem administrados em doses fixas e ndo necessitarem de monitoramento regular (CHAN;
SOBIERAJ-TEAGUE; EIKELBOOM, 2020).

O primeiro anticoagulante oral direto desenvolvido foi o Ximelagatran®. Foi
introduzido apdés estudos clinicos de fase 11l com mais de 17 mil pacientes em todo o mundo.
E um pro-farmaco que da origem ao melagatran que, por sua vez, € um potente inibidor
direto, competitivo, reversivel do sitio ativo da trombina (FRANCIS, 2004). O Ximelagatran
apresentou como efeito colateral uma alta hepatotoxicidade observada por meio do aumento
das transaminases séricas em pacientes em uso prolongado do medicamento; embora nao
houveram evidéncia de danos hepaticos permanentes, a Food and Drug Administration
decidiu interromper sua licenga em 2006 (CHAN; SOBIERAJ-TEAGUE; EIKELBOOM, 2020;
FRANCIS, 2004).

Além do ximelagatran, outros anticoagulantes orais diretos foram desenvolvidos e,
atualmente, estéo licenciados como inibidores da trombina (dabigatrana) e inibidores do
Fator Xa (apixabana, betrixabana, edoxabana, rivaroxabana). No Brasil, rivarovabana esta
registrado junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria desde 20 de julho de 2009,
enquanto apixabana foi registrado na mesma agéncia em 04 de julho de 2011 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2020).

Tabela 1 - Caracteristicas do principais farmacos anticoagulantes orais inibidores diretos
do Fator lla ou do Fator Xa.

apixabana dabigatrana rivaroxabana

Alvo Fator Xa Trombina Fator Xa
Biodisponibilidade (%) 50 6—7 66
Ligacdo proteica (%) 87 35 92-95
Tméx. concentracao (h) 1-3 2 2-4
Meia-vida (h) 8-15 12-14 9-13
Eliminac&o renal (%) 25 >80 33
Metabolismo via <32 <2 57

citocromo P450(%)
Antidotos especificos andexanet idarucizumab andexanet

Fonte: Adaptado de CHAN; SOBIERAJ-TEAGUE; EIKELBOOM (2020)

1.6.1 Apixabana

No Brasil, apixabana (figura 3A) recebe o nome comercial de Eliquis®; é um farmaco
inibidor direto, oral, competitivo, reversivel e altamente especifico do Fator Xa (figura 2).

Apresenta alta biodisponibilidade e tempo de meia vida de 8 a 15 horas, sua excrecdo
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envolve metabolismo hepatico por meio das enzimas CYP450 3A4 e por volta de 25% de
excrecao renal. Assim como rivaroxabana, apixabana ndo requer antitrombina Il e inibe
tanto o FXa livre quanto a forma ligado ao coagulo (AGUILAR; KUO; FREEMAN, 2013;
BYON et al., 2019). Apixabana prolonga o tempo de coagulacdo em testes laboratoriais
usuais como Tempo de Protrombina, Razdo Normatizada Internacional — INR e o Tempo de
Tromboplastina Parcial ativada (BYON et al., 2019).

1.6.2 Rivaroxabana

No Brasil, rivaroxabana (figura 3B) recebe o nome de Xarelto® e € um farmaco inibidor
competitivo direto do Fator Xa por possuir alta afinidade tanto pelo Fator Xa (figura 1) livre
como pelo Fator Xa ligado ao codgulo e ndo necessitar de antitrombina Il para desempenhar
seu papel. Possui 6tima absor¢éo quando ingerido junto a alimentos e um tempo de meia
vida em torno de 5 a 9 horas; dois ter¢os do medicamento sdo metabolizados por enzimas
hepaticas CYP3A4/5 e CYP2J2 sendo o produto desta reagdo excretado por via renal, o
terco restante é eliminado pela urina de forma inalterada (AGUILAR; KUO; FREEMAN,
2013).

1.6.3 Heparina sddica e enoxaparina sddica

As heparinas nao fracionadas sdo moléculas anticoagulantes amplamente utilizadas
para as mais variadas manifestacdes cardiovasculares, possuem peso molecular entre 12 e
15 kDa e servem como matéria-prima para producado das heparinas de baixo peso molecular,
gque sdo produzidas a partir da despolimerizacdo das heparinas néo fracionadas
(MADDINENI et al., 2006). A heparina sédica (Hemofol® - figura D) é formada por 10 a 15
cadeias de polissacaridicas ligadas a uma proteina central que formam um proteinoglicano
de alto peso molecular, enquanto a enoxaparina sédica (Versa®- figura E) é uma fracédo de
heparina que possui peso molecular médio de 4,5 kDa obtida a partir da despolimerizagédo

do éster benzil heparina proveniente da mucosa intestinal suina.
1.6.4 Dabigratana
Dabigratana € um farmaco relativamente novo empregado para tratamento e

prevencéo de formacédo de trombos e na emboliar pulmonar, reduzindo o risco de avidentes

vaculares encefélicos e embolis sistémicas. Farmacologicamente, o Dabigratana atua
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inibindo direta e competitivamente a trombina livre ou ligada ao coagulo. Dabigratana

consiste em um pré-farmaco (etexilato de dabigatrana) que, antes de se tornar ativo, passa
por duas etapas de ativacéo (KIM et al., 2022).

Figura 3 - Estrutura Molecular de anticoagulantes. Inibidores diretos do Fator Xa: A Apixabana., B.
Rivaroxabana. C. Dabigratana, D. Heparina sédica e E. Enoxaparina sédica.

Fonte:

PubChem
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2 OBJETIVOS

2.2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos farmacoldgicos de Fosfolipases A, isoladas da peconha de

serpentes dos dos géneros Bothrops e Crotalus na hemostasia secundaria.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 Analisar, in vitro, atividade coagulante das fosfolipases Az (PLA.S) isoladas de

peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus;

v Averiguar, in vitro, atividade anticoagulante das PLA; isoladas de peconhas

de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus;

v Avaliar, in vitro, a capacidade anticoagulante de farmacos comerciais de

diferentes mecanismos de a¢éo e atuacao na hemostasia secundaria;

v Comparar a capacidade anticoagulante de farmacos comerciais com
diferentes mecanismos de acao na hemostasia secundaria com a atividade anticoagulante

de proteinas ofidicas dos géneros Bothrops e Crotalus;

4 Identificar o sitio preferencial para ancoragem das proteinas ofidicas através
de estudos in silico (ancoragem molecular PLA,-Fator Xa e ancoragem molecular PLA,-Fator
IXa).

v Propor o mecanismo da acédo anticoagulante das diferentes PLAs ofidicas

dos géneros Bothrops e Crotalus frente as diferentes vias da hemostasia secundaria.



33

3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DA REALIZACAO DO ESTUDO

A pesquisa foi desenvolvida nos Laboratorios de Cristalografia de Proteinas Toxicas
(CPr-LabTox) e Multiusuario do Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Celular e
Molecular do Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba —
UFPB. As amostras sanguineas foram coletadas no Laboratério de Cristalografia de
Proteinas da UFPB (CPrLabTox), na cidade de Jodo Pessoa — PB.

3.2 POPULACAO E AMOSTRA

A populagéo foi constituida por estudantes universitarios voluntarios, matriculados
nos diversos cursos de graduagéo e pés-graduacéo da Universidade Federal da Paraiba. A

amostra foi composta por 60 doadores que atenderam aos critérios de inclusao e excluséo.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E DE EXCLUSAO

Conforme descrito no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido- TCLE aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias Médicas da UFPB, foram incluidos
na pesquisa estudantes dos cursos de Graduacdo e Pds-Graduagdo da Universidade
Federal da Paraiba, que ndo eram portadores de doencas crénicas e/ou infecciosas, de
ambos os sexos, com idade entre 18 e 50 anos. Foram excluidos da pesquisa voluntarios
gue tinham feito uso de qualquer medicamento nos 10 dias anteriores a coleta e aqueles
gue, na triagem, apresentaram TP e TTPa fora dos valores de referéncia. Além disso, nao
participaram da pesquisa voluntarios que declararam fazer uso continuo de alcool e drogas

ilicitas.

3.4 INSTRUMENTOS E PROCEDIMENTOS DA COLETA DE AMOSTRAS DE
SANGUE HUMANO

As amostras de plasma humano foram obtidas de doadores voluntérios sadios, nos
quais foi realizada puncdo venosa e nao traumatica de veia de antebraco por sistema a
vacuo. Os tubos a vacuo continham anticoagulante citrato de sédio em concentracao
0,109M, este, age como quelante de calcio impedindo a coagulagédo do sangue (AMORIN et
al, 2010).
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Ap0s as coletas, todas as amostras de sangue humano foram centrifugas a 3.000
RPM durante 15 minutos, conforme recomendacdes do kit reagente utilizado. Para avaliagdo
do TP o plasma foi distribuido em 3 cubetas (50ul em cada), e posteriormente foram
adicionados o reagente de TP e o tempo de formacao de codgulo foi obtidos. Para avaliacdo
do TTPa a mistura o plasma foi distribuido em 3 cubetas (50ul em cada), e posteriormente
foram adicionados o reagente 1 e apds 3 minutos foi adicionado o reagente 2, o tempo de
formacao de coagulo foi obitdo.

Os plasmas dentro do tempo de referéncia para TP e TTPa formaram um pool de
plasma, o qual foi novamente triado. Em seguida, o pool de plasma foi distribuido em tubos
esterilizados por autoclavagem e posteriormente congelados em nitrogénio liquido,
permitindo a conservagdo do plasma por até 12 meses, quando mantido em temperatura
inferior a -20°C (BRASIL. DEPARTAMENTO DE ATENCAO ESPECIALIZADA E TEMATICA.
MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Durante a realizacdo do experimento, o plasma permaneceu a 37 °C evitando a

desnaturagéo das proteinas plasmaticas envolvidas no processo de coagulagéo.

3.5 DESCARTE DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

O descarte de residuos e amostras biol6gicas seguiu as diretrizes de biosseguranca
adotadas pelo CPr-LabTox, onde os experimentos foram realizados. Sendo assim, 0s
materiais perfuro-cortantes foram descartados em caixas de papeldo rigida (descarpak)
proprias para esse fim. Os materiais contendo residuos bioldgicos, luvas descartaveis,
mascaras e seringas foram descartados em saco de residuos bioldgicos, com adverténcia
de material infectante, em seguida encaminhados para coleta seletiva sendo a incineracéo

o destino destes materiais.

3.6 OBTENCAO DAS PLA;s, DOS FARMACOS E DOS KITS DE
COAGULACAO

As PLA; (Asp49-PLA; acidas, béasicas e Lys49-PLA; basicas) isoladas das peconhas
de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus foram purificadas, liofilizadas e gentilmente
cedidas pelo professor pesquisador Dr. Andreimar Martins Soares da Fiocruz, vinculado a
Fundacdo Oswaldo Cruz — Fiocruz Rondobnia (Tabela 2).

As PLA;s isoladas foram mantidas acondicionadas a -20°C. Para realizacdo dos

experimentos as PLA:s foram solubilizadas em Tampéao Fosfato Salina (PBS - 10x, pH 7,4),
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sendo utilizadas imediatamente e mantidas em banho de gelo, durante a realizacdo do
experimento, para evitar a desnaturacdo destas PLA,.

A concentracao tedrica das proteinas foi aferida por espectrofotometria utilizando-se
0 NanoDrop 2000c (Thermo ScientificTM) com absorbancia (Abs) de 280 nm, na qual, 1 Abs
correspondeu a 1,0 pg/pL. Concentragdo: PrTX-I: 40 pg/pL; PrTX-Il: 20 pg/pL e PrTX-111: 30
po/uL; BthA-1 15 pg/pl; — MTX-I 6,5 pg/pL; MjTX-11 9,0 pg/pl; BthTX-l1 10 pg/uL; BthTX-II
12,5 pg/pL e CB5,5 pg/uL.

Tabela 2 — Distribuicdo das PLA2s quanto a espécie da serpente, da classe (Lys49 ou Asp49) e ao
carater acido ou basico da PLA:.

Espécie Lys49-PLA;

AsSp49-PLA; Asp49-PLA;

basicas acida
ja?::;];zzzu BthTX-I BthTX-II BthA-I
. SEditirofs piraa]
Babhia, Brazil
© Marco A Freitas
PrTX-I
Bo_thr_o ps PrTX-1l
pirajal PrTX-Il
Bothrops MjTX-I
moojeni MTX-II
g:;gﬂg Crotoxina B
terrificus -CB

Para definir as diferentes quantidades das PLA.s utilizadas nos experimentos de

anticoagulagéo, foram avaliadas a menor e a maior quantidade de PLA,s capazes de
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causarem, respectivamente, 0s menores e 0s maiores prolongamento no tempo de formacao
do coagulo (TP e TTPa).

Para Lys49-PLA;, as quantidades avaliadas foram 1,25ug, 2,50ug, 5,00ug, 10,0ug,
20,0ug e, para Asp49-PLA,, foram 0,25ug, 0,50ug, 1,00ug, 2,00ug, 4,00ug.

Todos os farmacos anticoagulantes foram adquiridos comercialmente (Tabela 3). Os
medicamentos Xarelto®, Eliquis® e Pradaxa® foram solubilizados em &gua injetavel nas
concentragdes de 2, 4 e 5 mg/mL, respectivamente. Os medicamentos Hemofol® e Versa®
foram diluidos em agua injetavel nas concentracdes de 4 e 10 mg/mL. Foram avaliadas as
menores e a maiores quantidades de cada farmaco (tabela 3) capazes de causarem,
respectivamente, 0s menores e o maiores prolongamento no TP e no TTPa para definir as

guantidades de cada farmaco utilizado nos experimentos in vitro.

Tabela 3 — Descricdo do nhome comercial das caracteristicas e das quantidade de farmacos
anticoagulantes utilizadas nos experimentos in vitro

Principio Via de

Farmaco Laboratério Ativo Alvo administragao Quantidade avaliada (ug)
Atividade
anti-FXa
e baixa
Hemofol® Cristalia heparina atividade Intravenoso 02 03 04 05 06
anti Flla
ou
trombina
Inativa
0s
enoxaparina fatores Subcutanea ou
Versa® Eurofarma g Xlla, Xla, . 0,3 0,5 0,7 0,9 1,1
sbdica intravenoso
Xa, IXa e
trombina
Il
. . inibidor
Pradaxa@ Doefringer - etexilaode oy g Oral 10 10 20 40 80
Ingelheim dabigratana .
trombina
Bristol- Inibidor
Eliquis® Myers apixabana diretos Oral 1,0 10 20 40 80
Squibb do FXa
Inibidor
Xarelto® Bayer rivaroxabana  diretos Oral 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40
do FXa

Fonte: elaborada pelo autor

Foram adquiridos comercialmente os kits de coagulacdo: Coagulacdo Tempo de
Protrombina (TP) Ref. 730100-1-C (lote 17A130) e Coagulacdo Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativada (TTPa) Ref. 731200-C (lote 17C171) da Wama Diagnéstica®.
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Amostras de plasma humano citratado contendo quantidades distintas de cada um
dos cinco farmacos anticoagulantes ou PLA,s foram encubados por cinco minutos a 37 °C e
posteriormente obtidos.

3.7 AVALIACAO DE EFEITO COAGULANTE E/OU ANTICOAGULANTE

A avaliacdo da atividade coagulante foi realizada de acordo com metodologia
previamente descrita por Alvarado & Gutiérrez (1988) com modificacdes, utilizando plasma
humano citratado e metodologia semi-automatizada (Coagumaster 2.0 Wama®, o qual mede
a variacdo no movimento de esferas metalicas permitindo calcular o tempo de coagulagéo
do plasma).

Para avaliar a atividade anticoagulante tubos contendo plasma humano citratado e
tampéao PBS (controle) ou PLA; ou fArmacos anticoagulantes foram incubados por 5 minutos.

Para definir as diferentes quantidades de farmaco ou PLA.s utilizadas nos
experimentos de anticoagulacdo, previamente foram avaliadas a menor e a maior
guantidade de farmaco ou PLA;s capazes de causarem, respectivamente, 0s menores e 0s
maiores prolongamento no tempo de formacao do coagulo (TP e TTPa).

Em seguida, aliquotas de plasma e PBS/proteinas/farmacos foram transferidos para
cubeta contendo uma esfera metalica. Todos o0s experimentos foram realizados em
temperatura constante de 37 °C, seguindo a metodologia proposta pelo fabricante dos kits
de coagulacdo Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(TTPa).

Para avaliagdo do Tempo de Protrombina — TP e do Tempo de Tromboplastina
Parcial ativada — TTPa, amostras de plasma humano citratado contendo quantidades
distintas de cada um dos cinco farmacos anticoagulantes ou de PLA; foram encubados por
cinco minutos a 37 °C. Para avaliagdo do TP a mistura de plasma com farmaco ou PLA:s foi
distribuida em 3 cubetas (50ul em cada), e posteriormente foram adicionados o reagente de
TP e o tempo de formacgdo de coagulo foi obtidos. Para avaliagdo do TTPa a mistura de
plasma com farmaco ou PLA:s foi distribuida em 3 cubetas (50ul em cada), e posteriormente
foram adicionados o reagente 1 e apds 3 minutos foi adicionado o reagente 2 de TTPa e o
tempo de formac&o de coagulo foram obitdos.

De acordo com o manual do usuario do Coagmaster 2.0®, ndo havendo formacéo de
coagulo apos 300 segundos da adi¢cdo do Cloreto de Calcio ao plasma humano citratado, o

plasma foi considerado incoagulavel
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3.8 ANALISE ESTATISTICA DE DADOS

Todos os experimentos para avaliar a anticoagulacdo do plasma humano citratado
na presenca das proteinas ofidicas ou farmacos anticoagulantes foram realizados em
triplicata. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados estatisticamente utilizando o teste One-way ANOVA, seguido pelo Dunnetts
multiple comparisions test. Valores de p<0,05 foram considerados significativos (*: p<0,01;
**: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<< 0,0001). Todos os resultados foram avaliados usando
o software GraphPad Prism, versado 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

3.9 DOCKING MOLECULAR E ESTUDOS IN SILICO
As estruturas tridimensionais das PLA.s, do Fator Xa associado aos farmacos

anticoagulantes e e do Fator IXa que foram utilizadas para os experimentos de ancoragem

molecular foram obtidas no Protein Data Bank — PDB (https://www.rcsb.orq). As estruturas

tridimensionais do Fator Xa estdo disponiveis sob cddigo 2P16 (modelo cristalografico do
Fator Xa em associagdo com o farmaco anticoagulante apixabana) e 2W26 (modelo
cristalografico do Fator Xa em associagcdo com o farmaco anticoagulante rivaroxabana),
enquanto o Fator IXa esté disponivel sob cédigo 1FRN As estruturas tridimensionais das
proteinas ofidicas estao disponiveis sob os codigos 2Q2J (PrTX-1), 1QLL (PrTX-Il), 1GMZ
(PrTX-I), 3I3H (BthTX-I), 20QD (BthTX-Il), 1276 (BthA-l), 6CE2 (MjTX-1), 6PWH (M]TX-II)
e 2QO0G (Crotoxina B). Como a Crotoxina B € uma proteina heterodimérica, nos estudos in
silico foram utilizadas as isoformas A e B da Crotoxina B.

Os experimentos, in silico, de ancoragem e interagdo de PLA:s (ligantes) como alvo

farmacologico pré-definido — Fator Xa ou Fator IXa (receptores) foram realizados no servidor
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online ClusPro 2.0 (https://www.cluspro.bu.edu) utilizando as configuragbes padrao do

servidor. O servidor ClusPro 2.0 gera modelos agrupados em quatro coeficientes: (1)
balanceado entre interacdes eletrostaticas e hidrofébicas, (2) favorecido eletrostaticamente,
(3) favorecido hidrofobicamente e (4) interagbes ou forcas de van der Waals (VdW) e
interacdes eletrostaticas (KOZAKOV et al., 2017). Todos os modelos gerados no ClusPro
2.0 séo classificados, pelo servidor, considerando a quantidade de representantes do cluster
(tamanho do cluster), a energia do centro do cluster (ou seja, a estrutura que tem o maior
namero de estruturas vizinhas no cluster) e a energia da molécula que apresenta menor
energia estrutural no cluster (KOZAKQV et al., 2017).

Kini e colaboradores (2005) relataram que a poténcia das proteinas anticoagulantes
depende principalmente da localizagdo de cargas positivas na estrutura tridimensional da
proteina. Dentre todos 0os modelos estruturais gerados (agrupados em quatro coeficientes)
para cada ancoragem proteina-ligante foi selecionado o melhor modelo estrutural atendendo
a dois critérios 1) pertencer ao grupo eletrostatico (considerando Kini et al., 2005) e 2) obter
0 maior numero de interacdes entre proteinas-ligante e a menor energia de ligagédo
(calculado pelo servidor ClusPro 2.0).

As avaliacbes das interacbes moleculares e atdmicas (proteina e ligante) foram
realizadas utilizando o programa computacional LigPlot+ v.2.2.4 (WALLACE; LASKOWSKI,
THORNTON, 1995). As imagens geradas pelo LigPlot+ sinalizam as distancias das
interacdes de hidrogénio e das pontes salinas, e indicam as interacdes hidrofébicas por

representacdes raiadas em torno dos atomos envolvidos.

3.10 ALINHAMENTO MULTIPLO E FILOGENIA

As sequéncias, no formato FASTA, foram obtidas no Protein Data Bank (os
identificadores das sequéncias utilizadas estdo descritos no item 3.10). O alinhamento
multiplo das sequéncias de aminoacidos das PLA:s foi realizado no servidor online BLAST-
COBALT (Edgar, 2004), utilizando as configuragfes padrdes do servidor. Foram realizados
ajustes manuais no programa computacional Bioedit v.7.2 (HALL, 2011) para adequar a
numeracado dos residuos de aminoacidos de acordo com a numeragdo proposta por
Renetseder et al. (1985).

A andlise filogenética foi realizada utilizando no programa computacional Jalview
v.2.11.1.7 (WATERHOUSE et al., 2009) utilizando os parédmetros padrbes. A arvore
filogenética foi gerada empregando o método “Neighbor-Joining”, matriz BLOSUM62 e


https://www.cluspro.bu.edu/
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utilizou-se a PLA:; isolada da peconha de Ophiophagus hannah (grupo IA, familia Elapidae)

COMO grupo externo.

3.11 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente estudo esta de acordo com a Resolugéo 466/12, que rege a pesquisa em
seres humanos e assegura a garantia de que a privacidade do sujeito da pesquisa sera
preservada. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo — A) foi impresso
em duas vias, sendo uma via entregue para o doador voluntario e outra via mantida nos
arquivos do pesquisador.

Todos os experimentos e coleta de material bioldgico (sangue) utilizados no presente
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Lauro
Wanderley/UFPB sob o nimero de protocolo 4.003.352 (CAAE 30822720.3.0000.8069), de
acordo com as normas éticas estabelecidas pela Norma Operacional n°® 001/2013 - Diretrizes
Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos e pela Resolucdo n°® 466/12
da Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa do Conselho Nacional de Satide (CONEP) do
Ministério da Saude. O armazenamento e a utilizacdo do plasma humano citratado foi
realizado de acordo com Resolugédo N° 441, de 12 de maio de 2011, do Conselho Nacional
de Saude.

3.12 RISCOS E BENEFICIOS DA PESQUISA

Embora a realizacao de puncédo venosa periférica pudesse causar desconforto, dor
durante e/ou apds a coleta, todos os procedimentos foram cuidadosamente executados,
uma vez que a obtencdo das amostras de sangue humano foi realizada por profissionais
Biomédicos habilitados, obedecendo todas as normas de biossegurangca em vigéncia.

Este estudo trouxe como beneficio a identificacdo de potenciais moléculas
anticoagulantes isoladas de peconhas ofidicas dos géneros Bothrops e Crotalus, além de

descrever alterac6es de caracteristicas hemostéticas.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTOS IN VITRO

O efeito de cada PLA; ou farmaco foi aferido em cinco quantidades distintas através
da avaliagdo do Tempo de Protrombina (TP) e do Tempo de Tromboplastina Parcial ativada
(TTPa) para determinar se as PLA; eram capazes de prolongar o tempo padrdo de
coagulacdo do plasma saudavel e para determinar experimentalmente o TP e o TTPa

especifico para cada farmaco.

4.1.1 Atividade coagulante ou atividade anticoagulante de Fosfolipases A,

Todas as Fosfolipases A, (PLAzs) foram avaliadas em cinco diferentes quantidades
(Lys49-PLA; — 1,25ug, 2,50ug, 5,00ug, 10,0ug, 20,0ug; Asp49-PLA; — 0,25ug, 0,50ug,
1,00ug, 2,00ug, 4,00ug) e ndo apresentaram atividade coagulante sobre o plasma humano
citratado mesmo apos duas horas de incubagéo a 37°C.

O plasma humano citratado, na presencga das proteinas PrTX-l (Bothrops pirajai)
nao apresentou alteracdo significativa do Tempo de Protrombina (TP) quando comparado
ao controle (plasma + PBS) em nenhuma quantidade avaliada, enquanto que na presenga
da MjTX-I (Bothrops moojeni) somente apresentou alteracdo significativa do Tempo de
Protrombina (TP) na quantidade de 5,0ug.

Para a MjTX-1l (Bothrops moojeni) foi observado alterac¢des significativas do TP nas
guantidades 5, 10 e 20ug. Ja para BthTX-I (Bothrops jararacussu) quantidades acima de
2,5ug foram necessérias para causar prolongamento do TP. Em contrapartida, o TP do
plasma na presenca da PrTX-IlI (Bothrops pirajai), apresentou decréscimo nas quantidades
de 5, 10 e 20ug.

O plasma humano citratado, na presenca de todas as Lys49-PLA; s avaliadas (PrTX-
I, PrTX-1l, MiTX-l e MjTX-Il) apresentou significativo prolongamento do Tempo de
Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) em todas as quantidades avaliadas, com excec¢do da
BthTX-I em que s6 houve prolongamento na quantidade de 5ug, permitindo que essas PLA,

fossem classificadas como fortemente anticoagulante (figuras 4a-e).
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Figura 4 - Avaliacdo da atividade anticoagulante da Lys49-PLA2s em cinco diferentes quantidades
(1,25; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0ug). TP: Tempo de Protrombina e TTPa: Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada. TP e TTPa foram utilizados para controle da hemostasia, e comparados com a toxina isolada,
solubilizada em PBS 10x (pH 7,4) sobre plasma humano citratado. Resultados expressos como média
+ erro padrdo da média (EPM) (n=3), onde ns: ndo significativo para valor de p>0,05. Valores de p
<0,05 foram consideram significativo (*: valor de p<0,01; **: valor de p<0,001; ***: valor de p<0,0001
e ****: valor de p<0,00001).
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O plasma humano citratado, na presenga da proteina PrTX-1ll (Bothrops pirajai)
somente apresentou aumento significativo do Tempo de Protrombina (TP) nas quantidade
da quantidade de 0,5, 1, 2 e 4 ug. Enquanto que o plasma na presenca de BthTX-Il (Bothrops
jararacussu) mostrou aumento do TP nas quantidade de 1, 2 e 4 pg proteina.

A avaliacdo do Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) do plasma humano
citratado na presenca da PrTX-lll e da BthTX-Il indicou aumento significativo a partir da
guantidade de 0,25ug. Ambas as Asp49-PLA;s basicas isoladas de pegonhas do género
Bothrops foram classificadas como fortemente anticoagulante (figura 5a, b).

A presenca da Crotoxina B (CB) no plasma humano citratado ndo causou aumento
significativo do TP em nenhuma quantidade avaliada. Em relacdo ao TTPa, a presenca da
Crotoxina B ocasionou prolongamento do tempo nas quantidade de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e
4,0ug. Essa Asp49-PLA; béasica isolada da peconha de Crotalus durissus terrificus também
foi classificada como fracamente anticoagulante (figura 6c).

A presenca da BthA-l, uma Asp49-PLA; &cida, isolada da peconha de Bothrops
jararacussu, causou aumento do Tempo de Protrombina do plasma humano citratado nas
guantidades de 0,5, 1, 2 e 4 ug. Em relacéo a avaliacdo do Tempo de Tromboplastina Parcial
ativada do plasma na presenca de BthA-I, houve prolongamento do tempo de coagulacéo
somente na quantidade de 4ug. Excepcionalmente, esta PLA, acida foi classificada como
fracamente anticoagulante por apresentar prolongamento de tempo de coagulacéo inferior

a duas vezes em relacdo ao controle (figura 5d).
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Figura 5 - Avaliacdo da atividade anticoagulante da Asp49-PLA:s (béasicas e acida) em cinco
diferentes quantidades (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0ug). TP: Tempo de Protrombina e TTPa: Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada. TP e TTPa foram utilizados para controle da hemostasia, e
comparados com a toxina isolada, solubilizada em PBS 10x (pH 7,4) sobre plasma humano citratado.
Resultados expressos como média + erro padrdo da média (EPM) (n=3), onde ns: nao significativo
para valor de p>0,05. Valores de p <0,05 foram consideram significativo (*: valor de p<0,01; **: valor
de p<0,001; ***: valor de p<0,0001 e ****: valor de p<0,00001).
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4.1.2 Farmacos anticoagulantes

O Tempo de Protrombina — TP do plasma humano citratado na presencga de heparina
sodica ndo apresentou prolongamento de TP em nenhuma das quantidades avaliadas,
enquanto que a presenca de enoxaparina sodica somente causou prolongamento do TP na
maior quantidade avaliada (1,1pg). O plasma na presenca do rivaroxabana apresentou
prolongamento do TP a nas qsuantidades 0,25; 0,30; 0,35; 0,40ug; ja, etexilato de
dabigatrana e apixabana, causaram prolongamento de TP em todas as quantidades
avaliadas (1; 10; 20; 40 e 80ug). O de Tempo de Tromboplastina Parcial ativada — TTPa do
plasma humano citratado na presenca de cada um dos farmacos avaliados apresentou

prolongamento em todas as quantidades avaliadas (figura 6a-e).
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Figura 6 - Avaliacdo do efeito anticoagulante de farmacos em cinco diferentes quantidades. TP:
Tempo de Protrombina e TTPa: Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada. TP e TTPa foram
utilizados para controle da hemostasia, e comparados com a toxina isolada, solubilizada em PBS 10x
(pH 7,4) sobre plasma humano citratado. Resultados expressos como média * erro padrao da média
(EPM) (n=3), onde ns: ndo significativo para valor de p>0,05. Valores de p <0,05 foram consideram
significativo (*: valor de p<0,01; **: valor de p<0,001; ***: valor de p<0,0001 e ****: valor de p<0,00001).
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4.2 EXPERIMENTOS IN SILICO
4.2.1 Alinhamento multiplo de sequéncias das PLA;s

No alinhamento multiplo da sequéncia das Fosfolipases A, 0s residuos de
aminodcidos do sitio ativo foram destacados em azul; o residuo na posicéo 49 foi destacado
em vermelho; as cisteinas que formam as liga¢ces dissulfeto foram indicadas e destacadas
em preto. A sequéncia de residuos de aminoacidos de 54 a 77 (destacada em amarelo) foi
definida, segundo Kini et al. (2005), como uma regido fundamental para a atividade
anticoagulante desempenhada por essas proteinas (figura 6). O alinhamento das
sequéncias de aminoacidos das PLAs isoladas da peconha de serpentes dos géneros

Bothrops e Crotalus foi utilizado na analise filogenética.

1 11 21 31 41 51

I | I | I |
BtxTX-I SLFELGKMIL QETG-KNPAK SYGAYG-NEG VLGRG-KPKDA TDREEYVHRS E¥KKLT
PrTX-I  SLFELGKMIL QETG-KNPAK SYGAYG-ENEG VLGRG-KPKDA TDREeYVHES [G¥KKLT
PrTX-II SLFELGKMIL QETG-KNPAK SYGAYG-ENEG VLGRG-KPKDA TDREeYVHES [G¥KKLT
MjTX-I  SLVELGKMIL QETG-KNPAK SYGAYG-[NEG VLGRG-KPKDA TDREEYVHES [G¥KKLT
MjTX-II SLFELGKMIL QETG-KNPAK SYGVYG-[NEG VGGRG-KPKDA TDREEYVHES [G¥KKLT
BthTX-II DLWQFGQMIL KETG-KLPFP YYTTYG-®YEG WGGQG-QPKDA TDRESFVHBE S¥GKLT--N-
PrTX-III DLWQFGQMIL KETG-KLPFP YY-TYGGEYEG VGGRR-GLGTK DDREeYVHBE [@¥KKLT--G-
CBIsSoB HLLQFNKMIK FETR-KNAIP FYAFYG-EY®G WGGRG-RPKDA TDRESFVHBE G¥GKLA--K-
CBISOA  SLLQFNKMIK FETR-KNAVP FYAFYG-EYEG WGGQG-RPKDA TDRESFVHBE G¥GKLA--K-

=

71

|

DPKK DRYS--YSWKDK
NPKK DRYS--YSWKDK
NPKK DRYS--YSWKDK
DPKK DRYS--YDWKNK
DRYS--YSWKDK
————— KPKT DRYS--YSRENG
————— PKTD DRYS--YSWLDL
————— NTKW DIYP--YSLKSG
————— NTKW DIYR--YSLKSG

D206

[@]

Iellellellelellellellelis] — O
=]
5

BthA-I  DLWQFGOMMN DVMR-EYVVF NYLYYG-BYEG WGGIG KPRDA TDRESFVHBE G¥GKVT--G- [§----- NPKT DSYTYTYSEENG
2 4
81 91 101 111 121 131

| | | | | |
BtxTX-I TIVEGE-NNP SLKELEEEBK AVAIBLRENL GTYNKKYRY-H LK-PFEKKAD --P§
PrTX-I  TIVEGE-NNP @LKELSEEDK AVAIMLRENL GTYNKLYRY-H LK-PFEKKAD --D[8
PrTX-II TIVEGE-NNP @LKELSEEDK AVAIMLRENL GTYNKKYRY-H LK-PFEKKAD --D[8
MjTX-I  TIVEGE-ENP SLKQIEEEDK AVAIBLRENK GTYNKK-RDVY LK-PFEDKGR --D¥
MjTX-II TIVEGE-NNS SLKELEEEDK AVAIBLRENL DTYNKKYRYNY LK-PFEKKAD --Pf
BthTX-II VIISGE-GTP SEKQIEEEDK AAAVEFRENL RTYKKRYMA-Y PD-VLEKKPA E-K§
PrTX-III TIVEGE-DDP [@K-ELSEEDK AIAVEFRENL GTYNKKYRY-H LK--PEKKAD K-P[
CBIsoB  YITSGK-GTW SEEQIEEGBR VAAESLRRSL STYKYGYMF-Y PD-SRERGPS E-T¥
CBISoA  YITEGK-GTW BKEQIBEEDR VAAEELRRSL STYKNEYMF-Y PD-SREREPS E-TJ
BthA-I DVVEGG—DDL KKQIE?R VAATFRDNK DTYDTKYWL-Y GA—KNQEES E—PE
6] U 3 4

A andlise filogenética foi realizada para investigar as relaces evolutivas entre as
PLA.s da familia Viperidae do grupo IIA dos géneros Bothrops e Crotalus. A arvore
filogenética, com excecdo do outgroup, apresentou trés ramos principais: i) PLA2s basicas
do género Bothrops (subdivididas em Lys49-PLA.s eAsp49-PLA,); ii) PLA.s bésicas do
género Crotalus (Asp49-PLA>) e iii) PLA; &cida do género Bothrops (figura 7).
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Figura 7 - Arvore filogenética das PLA2s em estudo. Lys49-PLAzs basicas botrépicas estdo na cor
verde, Asp49-PLA2s botropicas estdo em azul, Asp49-PLA:zs basicas botrdpicas estdo na cor amarela
e Asp49-PLA:s acida botropicas esta na cor vermelha.
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43  ANCORAGEM MOLECULAR

Inicialmente, as estruturas tridimensionais do Fator Xa da coagulacdo em associacao
com os farmacos Eliquis® (apixabana — 2P16) e Xarelto® (rivaroxabana — 2W26) foram
superpostas no programa computacional PyMol v.2.5.2 e o Desvio Quadratico Médio das
Posices Atdmicas (Root Mean Square Deviation — RMSD) foi de 0,190A.

Foi avaliada o sitio de ligacdo dos farmacos apixabana e rivaroxabana ao Fator Xa
no programa computacional LigPlot+ v.2.2.4 (figura 8). Os residuos de aminoéacidos
participantes dessa interacdo em ambos os farmacos e o Fator Xa foram Glu97; Thr98,
Tyr99, Phel74, Aspl89, Alal90, Cys191, GIn192, Trp215 e Cys220 e apresentaram RMSD
de 0,227 A.
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Figura 8 — interacdo Fator Xa com os farmacos apixabana (PDB id. 2P16) e rivaroxabana (PDB id.
2w26).
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Fonte: o autor

Sendo assim, o PDB 2W26 foi selecionado para os estudos in silico, pois, quando
os atomos de carbono a das estruturas tridimensionais dos FXa em associagdo com 0s
farmacos apixabana e rivaroxabana foram superpostos, apresentaram localizacéo
semelhantes e, ainda, a estrutura cristalografica do complexo Xa/rivaroxabana apresenta
melhor resolugdo estrutural. Complementarmente, o farmaco rivaroxabana apresentou
melhores resultados nos experimentos in vitro.

Kini e colaboradores (2005) relataram que a poténcia de proteinas anticoagulantes
esta relacionada, principalmente, a localizagdo das cargas positivas na estrutura
tridimensional da proteina. O servidor online ClusPro gerou e separou os modelos estruturais
em quatro grupos (balanceado eletrostatico-hidrofébico, eletrostético favorecido, hidrofébico
favorecido e balanceado Van der Waals-Eletrostatico). Todos os modelos gerados dos
coeficientes foram avaliados. Considerando Kini et al. (2005), foi selecionado o modelo
pertencente ao grupo eletrostatico que obteve o maior nimero de interagfes entre proteinas-
ligante e a menor energia de ligacéo (calculado pelo ClusPro 2.0).

A avaliacdo dos resultados de ancoragem dos ligantes (PLA2S) ao receptor (Fator
Xa da coagulacéo), permitiu inferir regies preferenciais de interacdo (figura 9): Regido 1 —
subunidade B do Fator Xa; Regido 2 — sitio de interacdo com o farmaco; Regido 3 — sitio de
interacdo com o Ca?*; Regido 4 — C terminal de FVa e Regido 5 — hélice curta do sitio de

interacdo do Fator Xa com Fator Va (tabela 1).
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Figura 9 - Complexo Protrombinase obtido da Pseudonaja textilis (PDB id. 4BXS) com o Fator Xa
substituido pelo Fator Xa humano (PDB id. 2W26). O Fator Va esta colorido em cinza o Fator de
coagulacdo Xa esta com a subunidade A colorida em verde e a subunidade B colorida em rosa),
ambos os fatores estdo desenhados em superficie. A regido do sitio ativo do Fator Xa esta colorida
em verde oliva e a regido denominada sitio de ligacédo a heparina esta colorida em azul marinho.
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Tabela 4 — Caracterizacdo da ancoragem das PLA>2s ao Fator Xa

% N° Energia Menor
PLA2s PLA2  LOCALIZAGAO  \1ombros Centro Energia
BthTX-II Regido 1 139 -716.2 -716.2
PrTX-lll Regido 1 162 -686.6 -794.6

Asp49-PLA;s CB- .
MonA Regido 1 105 -723.7 -876.4

CB- x
MonB Regido 5 124 -811.8 -900.7

Asp49-PLA; .
Acida BthA-I Regido 5 116 -691.4 -862.8
BthTX-I Regido 1 102 -706.5 -891.1
MjTX-I Regido 1 233 -617.5 -794.1
Lys49-PLA;s MjTX-1I Regido 1 134 -673.3 -865.5
PrTX-I1 Regido 1 128 -827.5 -849.1
PrTX-ll Regido 1 260 -678.6 -821.7

Fonte: o autor

As Asp49-PLA;s basicas (PrTX-lll e BthTX-Il) interagiram em ambas as subunidades
do Fator Xa. A PrTX-IIl ancorou na subunidade B do Fator Xa por interagdes de hidrogénio
entre os residuos Lys7-Asp31, Val22-Tyr42 e Cys28-Tyr42. Enquanto a BthTX-1l ancorou na
subunidade B do Fator Xa por interagdes de hidrogénio entre os residuos GIn7-Asp31,
Lys11-Asp31l e Gly30-Tyr42 (figura 10a, b).

A Asp49-PLA; acida (BthA-l) interagiu com a subunidade A do Fator Xa por
interacBes de hidrogénio entre os residuos Leu31-GIn178, Ser24-Asn166, Phel19-Asnl166,
Ser24-Lys169 e Leu23-Lys169 (figura 10c). A isoforma B da Crotoxina B (Asp49-PLA;
basica) interagiu com a subunidade A do Fator Xa por interacbes de hidrogénio entre os
residuos Serl24-Asn166, Aspl22-Lys169, Gly30-Lys169, Trp31-Lys169, Trp31-GIn178
(figura 10d).

As Lys49-PLA; bésicas botrépicas interagiram com o residuo de aminoacido acido
aspartico na posicdo 31 da subunidade B do Fator Xa. Os residuos de aminoacidos Vall31,
Leu32 e Lysl122 estabilizaram a ancoragem da PrTX-I (figura 11a) e a Asnl6 e Lys19
participaram da ancoragem da PrTX-Il (figura 11b). A BthTX-I interagiu com o FXa através
dos residuos de aminoacido Lys49, Tyr119 e Lys122 (figura 11c). O residuo de aminoacido
Lys69 da MjTX-I interagiu com o FXa através de uma ligacao salina (figura 11d). No entanto,
embora a MjTX-Il tenha interagido com a subunidade B de FXa, esta interag&do ocorreu entre
os residuos de aminoacidos Lys116, Argl1l8 e Tyrl21 com GInl6, GIn115 e Serl8,

respectivamente (figura 11e).
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Figura 10 - O Fator de coagulagdo Xa esthd com a subunidade A colorida em verde claro e a
subunidade B colorida em rosa, ambos desenhados em superficie. As Asp49-PLA2s basicas
botrépicas estédo representadas na cor azul, a Asp49-PLA; 4cida esté representada na cor vermelha
e as Asp49-PLA: bésicas crotdlicas estéo representadas na cor amarela.
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Fonte: o autor
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Figura 11 - O Fator de coagulagdo Xa esthd com a subunidade A colorida em verde claro e a
subunidade B colorida em rosa, ambos desenhados em superficie. As Lys49-PLA2s basicas
botrépicas estéo representadas na cor verde.

A) PrTX-I B) PrTX-lI

D) MjTX-I

Fonte: o autor
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Para definir as regides preferenciais de ancoragem dos ligantes (PLA;S) ao receptor
(Fator IXa da coagulacdo) foi empregada a mesma metodologia do Fator Xa: Regido 1 —
regido do sitio de interacdo do Fator IXa com o Fator Vllla; Regido 2 — regido do dominio
serino protease do Fator I1Xa (tabela 5).

Tabela 5 - Classificacdo das plazs dentro do modelo eletrostatico Fator IXa

~ N° do N° Energia Menor
PLA: PLAz LOCALIZAGAG cluster Membros Centro Energia
BthTX-II Regi&o 2 002.00 73 626.7 758.7
CB- .
basicas VorA Regi&o 1 002.00 100 -862.9 -946,6
Aspa9-PLAs - CB- Regi&o 2 002.00 142 -841.9 -951.2
MonB
PrTX-llI Regido 2 002.00 177 -813.8 -898.3
ASp49-PLAz gy n | Regido 2 002.00 42 729.3 -847.1
acida
BthTX-| Regi&o 2 002.00 86 -705.4 -806.6
M{TX-| Regi&o 2 002.00 243 -881.8 -909.2
Lysd9-PLAs iy Regi&o 2 002.00 127 -874.3 -904.3
basicas
PITX-| Regi&o 2 002.00 145 711.4 -831.6
PITX-II Regi&o 2 002.00 277 -859.3 -948.2

Fonte: o autor

Os resultados dos experimentos in silico de ancoragem molecular entre as PLAS e
o Fator IXa mostraram que, além de alguns residuos ja descritos, uma maior quantidade de
residuos de aminoacidos participou da interagdo quando comparados com os dados obtidos
para o Fator Xa. De todas as PLAs, somente a Crotoxina B isoforma A ancorou na regido
do sitio de interacdo do FIXa com o FVllla (figura 12d), enquanto que as demais ancoraram
na regido oposta ao sitio de interacdo do FIXa com o FVllla (figuras 12 e 13). A regiao oposta
ao sitio de interacao do FIXa com o FVllla corresponde ao dominio serino protease do Fator
IXa.
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Figura 12 - Resultado do experimento in silico (ancoragem molecular) de Asp49-PLA:zs ligadas ao
Fator IXa da coagulacdo. O Fator de coagulacao IXa (PDB id: 1RFN) esta desenhado em superficie
e colorido na cor cinza, a subunidade B esta representada em magenta e a regido de liga¢édo ao Fator
VIII foi destacada em laranja.

PrTX-lll BthTX-lI

CB isoforma A CB isoforma B

Fonte: o autor
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Figura 13- Resultado do experimento in silico (ancoragem molecular) de Asp49-PLA:s ligadas ao
Fator IXa da coagulacdo. O Fator de coagulacao IXa (PDB id: 1RFN) esta desenhado em superficie
e colorido na cor cinza, a subunidade B esta representada em magenta e a regiéo de ligagdo ao Fator
VIII foi destacada em laranja.

MjTX-I M TX-II

PrTX-I PrTX-Ii

Fonte: o autor
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5 DISCUSSAO

O Tempo de Protrombina — TP e o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada — TTPa
do plasma humano citratado na presenca de farmacos anticoagulantes ou de PLA:s ofidicas,
foram mensurados para avaliar o efeito anticoagulante. A analise do TP plasmatico permite
avaliar as vias extrinseca e comum da cascata de coagulacdo através da ativacdo ou
inativacdo dos fatores I, I, V, VIl e X (LOPES et al., 2005; WEITZ, 2011; ARMSTRONG &
GOLAN, 2016). Complementarmente, a avaliacdo do TTPa € utilizada para detectar as
deficiéncias dos fatores de coagulacdo associadas as vias intrinsecas (VIII, IX, Xl e XII) e
comuns (I, 1, V e X) da cascata de coagulagdo (LOPES et al., 2005; WEITZ, 2011,
ARMSTRONG & GOLAN, 2016).

O plasma humano citratado na presenca do Dabigatrana (Pradaxa®) apresentou
expressivo prolongamento tanto do TP como do TTPa. Como este farmaco € inibidor direto
da Trombina, péde-se inferir que nenhuma das PLA;s estudas atuaram diretamente sobre a
Trombina, uma vez que nenhuma das PLAs causaram expressivo prolongamento do TP. O
plasma humano citratado na presenca do farmaco Rivaroxabana, apresentou TP e TTPa
com maior prolongamento quando comparado ao farmaco apixabana (mesmo quando o
Rivaroxabana foi avaliado em quantidades até 100 vezes menores). Park e colaboradores
(2019), em um estudo clinico com pacientes em uso do rivaroxabana ou do apixabana
verificaram que o TTPa dos pacientes em uso do Rivaroxabana, apresentou um maior
prolongamento quando comparado ao TTPa dos pacientes em uso do apixabana. Embora
0s experimentos realizados em nossos estudos tenham sido in vitro, 0s nossos resultados
estdo de acordo com os observados in vivo (PARK et al., 2019).

Na avaliacdo dos experimentos in vitro, o plasma humano citratado na presenca de
todas as PLA;s praticamente ndo apresentou prolongamento significativo do TP. Enquanto
gue o TTPa do plasma humano citratado na presenca de todas as PLA,s apresentaram
alteracdes quando comparados ao controle. A presenca das Asp49-PLA:s béasicas foi capaz
de induzir um prolongamento maior do tempo para a formacao do coagulo plasmatico, apés
a adicdo dos reagentes de TP ou TTPa, quando comparado com os resultados obtidos para
as Lys49-PLA:s.

Verheij et al.(1980), ao estudarem PLA;s isoladas de pe¢conhas de serpentes das
familias Viperidae, Crotalidae e Elapidae, relataram que a maioria das fosfolipases A, que
apresentaram consideravel atividade anticoagulante eram proteinas basicas, com pontos
isoelétricos superiores a 9,0. Adicionalmente, os autores apontaram que nem todas as PLAS

fortemente basicas apresentavam efeito anticoagulante. Ainda, Verheij e colaboradores
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(1980) relacionaram o efeito anticoagulante das PLA.s com a sua capacidade de hidrolisar
camadas monomoleculares altamente compactas de fosfolipidios. Em contrapartida, as
PLAs que ndo exibiram efeito anticoagulante apresentaram baixo poder de penetracéo e de
hidrolise destas monocamadas (VERHEIJ et al., 1980).

Assim como Verheij et al., (1980), Diaz et al. (1991; 1992) descreveram que variantes
enzimaticamente ativas de miotoxinas apresentavam efeito anticoagulante e prolongavam,
in vitro, o tempo de recalcificacdo do plasma pobre em plaquetas. Considerando que apenas
variantes enzimaticamente ativas induziam a anticoagulacdo, Diaz et al. (1991, 1992)
sugeriram que a hidrolise de fosfolipidios era necessaria para este efeito, o que corrobora
com os dados obtidos no presente estudo, no qual as Asp49-PLA.s foram mais
anticoagulantes do que Lys49-PLA,s (DIAZ et al., 1991; DIAZ; GUTIERREZ; LOMONTE,
1992).

Alvarado e Gutiérrez (1988) relataram que uma PLA, miotdxica de B. asper prolongou
0s tempos de recalcificagdo no plasma de diversas espécies de mamiferos (humano, cavalo,
ovelha, cabra e coelho) e esta foi classificada como fortemente anticoagulante, uma vez que
esta enzima causou prolongamento do tempo de recalcificagdo do plasma mesmo na
concentracao de 0,2 pg/mL. Dessa forma, os autores propuseram que esta PLA; afetava a
homeostasia por interagir e clivar os fosfolipidios plasmaticos necessarios para a ativacao
dos fatores de coagulacéo.

Em nossos experimentos, a presenca de 4ug da BthTX-1l e da PrTX-11l (Asp49-PLA.s
basicas isoladas das peconhas de Bothrops jararacussu e B. pirajai, respectivamente)
prolongaram o TTPa plasméatico em até 6,2 vezes e o TP em até 2 vezes quando
comparados ao controle, recebendo a classificacdo de fortemente anticoagulantes. Andrido-
Escarso et al. (2000a) ao avaliarem o tempo de recalcificacdo do plasma na presenca da
BthTX-Il, verificaram que a atividade anticoagulante dessa proteina era dependente de sua
atividade catalitica (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000). Toyama e colaboradores (1999)
descreveram que a PrTX-Ill, em quantidades entre 2,5 a 3,5ug, causava prolongamento do
tempo de recalcificagdo do plasma em até 45 minutos e, assim como Soares et al. (2001),
classificaram esta PLA; como moderadamente anticoagulante (SOARES et al., 2001,
TOYAMA et al., 1999).

Em contrapartida, o TTPa plasmético na presenca de 4ug da Crotoxina B (Asp49-
PLA: basica isolada da peconha de Crotalus durissus terrificus) e de 4ug da BthA-I (Asp49-
PLA: 4cida isolada da peconha de B. jararacussu) apresentou prolongamento inferior a duas
vezes quando comparado ao controle, enquanto que o TP ndo apresentou alteracédo

significativa. Dentre todas as PLA,s avaliadas, estas foram as que apresentaram menor
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efeito anticoagulante e foram classificadas como fracamente anticoagulantes. No entanto,
Soares et al. (2001) classificaram a Crotoxina B como fortemente anticoagulante e relataram
gque a PLA; causou prolongamento no tempo de recalcificacdo do plasma de forma
dependente da atividade catalitica. A alquilacdo do residuo de histidina na posicdo 48 da
Crotoxina B causou a perca das atividades catalitica e anticoagulante, evidenciando que a
atividade catalitica € necessaria para a anticoagulacdo (Soares et al., 2001).

Em 2002, Andrido-Escarso e colaboradores descreveram que a BthA-I apresentou
baixa atividade anticoagulante na avaliacdo do tempo de recalcificacdo do plasma pobre em
plaguetas. Adicionalmente, Magro et al, (2005) sugeriram que a alquilacdo do residuo de
histidina na posicdo 48 pelo brometo de p-bromofenacila poderia inibir indiretamente a
atividade anticoagulante e outros efeitos farmacoldgicos (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002)
(ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; MAGRO et al., 2005)

Todas as Lys49-PLA.s basicas botropicas avaliadas foram classificadas como
moderadamente anticoagulantes, pois, quando comprado ao controle, o TTPa plasmético
apresentou prolongamento inferior a quatro vezes.

Soares e colaboradores (1998) avaliaram o tempo de recalcificacdo do plasma na
presenca da miotoxina I, uma Lys49-PLA, de Bothrops moojeni (MjTX-Il) e relataram que
esta proteina ndo apresentou atividade coagulante ou anticoagulante. Posteriormente, em
2000, Soares et al. analisaram a capacidade anticoagulante da MjTX-I (miotoxina | isolada
da peconha de B. moojeni) e constataram que a presenca dessa Lys49-PLA, ndo provocou
aumento do tempo de recalcificagdo do plasma mesmo na quantidade de 100ug.

Mancuso et al. (1995) ao avaliar o tempo de recalcificacdo plasmatico da PrTX-I (uma
Lys49-PLA; da peconha de B. pirajai), constataram que essa proteina apresenta uma
atividade anticoagulante muito baixa. Segundo Lomonte et al. (1994), os ultimos 20 residuos
de aminoacidos do C-terminal das PLA:s estéo relacionados ao efeito anticoagulante, uma
vez que esta regido é atribuida ao sitio de ligagcéo a heparina e é rica em residuos cationicos.
Em (1998), Toyama et al. compararam a sequéncia de aminoacidos da PrTX-I com a BthTX-
| (Lys49-PLA; da peconha de B. jararacussu) e atribuiram que a baixa atividade
anticoagulante poderia estar relacionada a substituicdo de um residuo de lisina na posi¢éo
116 por uma leucina e a substituicdo de uma prolina na posi¢ao 132 por um acido aspartico,
0 que contribuiria para a perda da atividade anticoagulante devido a uma diminuicdo
adicional do carater catidnico da regido C-terminal.

Quando foi avaliado o tempo de recalcificagcdo, outras Lys49-PLA,s foram relatadas,
tanto como enzimas fracamente anticoagulantes (miotoxina 1V, isolada da peconha de

Bothrops asper (DIAZ et al., 1995) e miotoxina |, purificada da pegonha de B. Schlegelii
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(ANGULO et al., 1997), como fortemente anticoagulantes (BP-IlI, isolada da pe¢onha de
Protobothrops flavoviridis (MURAKAMI et al., 2009) ou mesmo desprovida de atividade
anticoagulante (BnSP-7, isolada da pe¢onha de B. neuwiedi pauloensis (SOARES et al.,
2000), BmooMtx, isolada da pegonha de Bothrops moojeni (QUEIROZ et al., 2011) e
miotoxina |, isolada da peconha de Bothrops asper (NUNEZ et al., 2004).

Dhillon (1987) compararam o efeito anticoagulante de diferentes PLA:s isoladas da
peconha de Agkistrodon piscivorus piscivorus em plasma de coelho e concluiram a Lys49-
PLA; apresentou apenas 4% da poténcia anticoagulante em relacdo a Asp49-PLA;, pois foi
necessaria uma quantidade 24 vezes maior de Lys49-PLA; (Asp49-PLA; = 2,5ug) para
produzir um tempo de recalcificacdo superior a 30 minutos. Dessa mesma forma,
observamos que para causar o mesmo efeito anticoagulante, as Lys49-PLA,s necessitaram
de quantidades até cinco vezes superiores do que as Asp49-PLA.s.

Cabe ressaltar que todos os experimentos de coagulacao in vitro, foram executados
seguindo rigorosamente os procedimentos pré-analiticos e analiticos determinados nas
bulas dos kits de coagulacdo TP e TTPa, portanto, até mesmo os fatores labéis (como o
Fator VIII) e outros fatores sensiveis a degradacdo pelo tempo e/ou temperatura foram
preservados. Os nossos experimentos de atividade anticoagulante consideraram o0s
componentes das vias extrinseca, intrinseca e comum da coagulacdo usando kits reagentes
especificos para avaliar as vias da coagulacdo de forma distinta, pois como reagentes de
TP tém-se o Fator Tecidual (tromboplastina) e o Calcio e como reagentes de TTPa tém-se
o Fator Tecidual (cefalina), o ativador de contato (acido elagico) e o Calcio, os quais
permitem iniciar a coagulacdo em diferentesalvos da cascata.

A toxina Daboxin P é uma Asp49-PLA; isolada da peconha de Daboia russeli e
apresentou forte atividade anticoagulante, in vitro, atrasando o tempo de forma dose
dependente nos testes de recalcificacdo e no TTPa, porém, causou pequeno prolongamento
no TP, sugerindo sua atuacdo em fatores que antecedem a via comum (SHARMA et al.,
2016). Sharma e colaboradores (2016) descreveram que esta PLA; inibiu a atividade dos
complexos tenase extrinseco e intrinseco, seja na auséncia ou na presenca de fosfolipidio,
significando que essa enzima possui um mecanismo de atuacao tanto enziméatico como nédo
enzimatico. Complementarmente, os autores relataram que a Daboxin P inibiu a formacéo
do complexo protrombinase (a PLA foi pré-incubada com Fator X, fosfolipidio e célcio e,
somente depois, o Fator V foi adicionado) e inferiram que esta enzima poderia interagir com
o FX em uma regido diferente do sitio ativo ou mesmo inibir a formacéao deste complexo pela

formacgéo de um obstéculo estérico (SHARMA et al., 2016).
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Damico e colaboradores (2012) avaliaram a atividade anticoagulante da LmrTX, uma
Asp49-PLA;isolada da pegonha de Lachesis muta rhombeata e verificaram que esta enzima
causa o prolongamentodo TTPa em plasma de ratos, porém, ndo prolonga de forma
significativa o TP; desta forma, os autores sugeriram que a atividade anticoagulante de
LmrTX ocorre sobre fatores da via intrinseca. Os autores ainda relataram que quando o
residuo de histidina na posi¢éo 48 da LmrTX foi quimicamente modificado pelo brometo de
p-bromofenacila, foi observada uma reducéo de 89% da atividade catalitica e a atividade
anticoagulante foi neutralizada, reafirmando a relacéo direita entre as atividades catalitica e
anticoagulante desempenhadas pelas Asp49-PLAs.

Toyama et al. (2000) relataram que as PrTX-1, PrTX-1l (Bothrops pirajai), BthTX-I (B.
jararacussu) e Basp-ll (B. asper) tém cerca de 97% de similaridade sequencial e
provavelmente sdo descendentes de um gene ancestral codificador. Os nossos estudos
filogenéticos estdo de acordo com o relatado por Toyama et al. (2000), uma vez que as
Lys49-PLA;s foram agrupadas em um unico clado, o que pode corroborar com a semelhanca
dos resultados observados em nossos experimentos in vitro.

A importancia de identificar regides especificas de atuagédo das PLA:s ja foi exposto
por Saikia et al. (2017) quando esses autores afirmaram que a identificacdo dos sitios de
interacdo entre residuos de aminoacidos das PLA;s anticoagulantes e os residuos de
aminoacidos dos fatores de coagulacao contribui para o desenvolvimento de novos farmacos
e/lou terapias baseadas em peptideos para o uso em pacientes com doencas
cardiovasculares.

O Fator Xa é um elemento central da cascata da coagulacdo. Sharma e
colaboradores (2016) relacionaram este fator como alvo de diversas PLA;s anticoagulantes
(CBc, Crotoxina B, BthTX-II, AtxA, CM-Ill, CM-IV). Este fator possui regides fundamentais
para interacdo proteina-proteina ou proteina-ligante. A estrutura terciaria do Fator Xa é
composta por um dominio GLA + dominio EGF1 + dominio EGF2 + dominio serino protease;
a associacdo entre estes dominios € mantida por pontes dissulfeto (FAURE; GOWDA;
MAROUN, 2007)).

Uma regido de grande importancia do Fator Xa € o sitio de ligagdo da heparina (um
glicosaminaglicano polianionico), regido formada por residuos de aminoacidos basicos
(Arg93, Lys96, Argl65, Ly169, Lys236 e Arg240). Outra regido relevante desse Fator é a
triade do sitio ativo formada pelos residuos de His57, Asp102 e Ser195; esses residuos de
amino&cidos sdo conservados em sequéncias de serino proteases do tipo tripsina-like como,
por exemplo, o Fator IXa, a Proteina C e a Protrombina (PADMANABHAN et al., 1993).
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Em 2007, Faure et al relataram e, em 2017 Saikia et al. reafirmaram que diversos
mecanismos podem estar envolvidos na atividade anticoagulante de PLA:s ofidicas bésicas:
() hidrdlise de fosfolipidios procoagulantes e inibicdo do complexo da tenase extrinseca
(seminteracdo da PLA,s com o FXa); (ii) competicdo com proteinas coagulantes pela ligacédo
a superficie lipidica (devido a alta afinidade da PLA; pelo fosfolipidio)- efeito antagonista; (iii)
mecanismo ndo enzimético no qual a PLA; interage com o FXa, independentemente do
fosfolipidio, inibindo a formag&o do complexo FXa/FVa e aumentando o tempo de geragao
de trombina.

Em nossos estudos in silico, as Asp49-PLA;s botropicas basicas (PrTX-Ill e BthTX-
Il) interagiram com os residuos de aminoacido Asp31 e Tyr42 da subunidade B do Fator Xa
através de residuos localizados na a-hélicel e no loop de ligag&o de calcio, respectivamente.
Além disso, a regido catalitica dessas PLA»s permaneceu livre e acessivel para a interagao
e hidrolise de fosfolipidios, fato este que pode estar correlacionado ao pronunciado efeito
anticoagulante observado em nossos experimentos in vitro.

Faure e colaboradores (2007) avaliaram as regifes de interacdo da AtxA (uma
Asp49-PLA;s isolada da pegonha de Vipera ammodytes ammodytes) com o Fator Xa e
identificaram que o inicio da folha B antiparalela (residuos Arg72, Lys74, His76 e Arg77) e o
fragmento C-terminal (Arg118, Lys127, Lys128 e Lys132) estavam envolvidos na interagao
com o Fator Xa. No mesmo trabalho foi também avaliada a interacdo da isoforma B da
Crotoxina B (Asp49-PLA;s isolada da peconha de Crotalus durissus terrificus) com este
mesmo fator da coagulacao e as regides do loop de ligagéo de calcio e do loop de C-terminal
da enzima interagiram com os residuos de aminoacidos Asnl166, Lys169 e GIn178 da
subunidade A do Fator Xa. Em nossos estudos de ancoragem molecular, foi observado que
tanto a BthA-lI como a isoforma B da Crotoxina B interagiram, através do loop de ligacdo de
calcio com a subunidade A do Fator Xa e os mesmos residuos de amino&cidos do FXa
citados por Faure et al.(2007) estavam envolvidos.

Zhong e colaboradores(2002) relataram que a bAhp, uma Asp49-PLA; isolada da
peconha de Agkistrodon halys pallas, apresentou atividade anticoagulante, porém, apdés a
substituicdo de uma lisina na posicéo 67 por um acido aspartico foi observado reducéo dessa
atividade. Nos experimentos de ancoragem molecular, o amino&cido localizado na posicao
67 da BthA-l1 é um acido aspartico, o qual interagiu, por ponte salina, com uma argininana
posicdo 93 da subunidade A do Fator Xa. O mesmo foi constatado para a isoforma B da
Crotoxina B a qual apresentou um Asn67 interagindo por ligacao de hidrogénio com a Arg93
da subunidade A de FXa. Tanto a BthA-I como Crotoxina B (isoformas A e B) néo

apresentam um aminodcido catiénico (lisina) na posicao 67 o que, de acordo com Faure et



62

al. (2007) pode explicar a fraca atividade anticoagulante observado nos experimentos in
vitro. E importante complementar que a BthTX-Il e a PrTX-1ll possuem uma lisina na posico
67 e apresentaram forte atividade anticoagulante.

Em nossos experimentos de ancoragem molecular somente residuos de
aminodcidos catibnicos estao envolvidos na interacao entre as Lys49-PLA;s e a subunidade
B do Fator Xa. As Lys49-PLA,s (com excecdo da MjTX-Il), assim como as Asp49-PLA;s
bésicas botropicas interagiram, principalmente, com o residuo de aminoacido Asp31 da
subunidade B do Fator Xa. A participacdo desse residuo de aminoacido do FXa na interacao
com as PLAzs parece ser crucial para ancoragem e consequente efeito anticoagulante
destas proteinas.

As Lys49-PLA;s ndo possuem atividade catalitica, no entanto, conforme observado
€m nossos experimentos in vitro, apresentaram moderada atividade anticoagulante, atuando
principalmente na via intrinseca da coagulacdo. Conforme proposto por Saikia et. al (2017)
ainteracdo do Fator Xa com as PLA>s pode ser dependente ou ndo da atividade catalitica,
e, mesmo ha auséncia de atividade catalitica, as Lys49-PLA.s podem desempenhar efeitos
farmacologicos diversos, como a anticoagulagéo independente de catalise.

Faure et al. (2007) realizaram estudos in vitro e in silico para determinar a regido de
ancoragem de diversas PLA,s ao fator Xa, e mostraram que o sitio catalitico do Fator Xa
permaneceu acessivel e nao esteve envolvido na interface entre a PLA;s e Fator Xa, uma
vez que atividade catalitica de serino-proteinase desse Fator foi conservada mesmo apos a
associacdo as PLA.s. Da mesma forma, quando todos 0s nossos experimentos de
ancoragem entre PLA,s e Fator Xa foram avaliados, ndo foram observadas interagdes das
proteinas na regido do sitio catalitico de FXa, o que condiz com os estudos apresentados
em (2007) por Faure e colaboradores.

Carredano e colaboradores (1998) destacam que PLAs isoladas de peconhas
ofidicas da familia Viperidae séo proteinas multifuncionais e que seus efeitos farmacolégicos
podem ser causados por mdltiplos sitios farmacolégicos diferentes do sitio catalitico;
relataram, ainda, que estes sitios podem estar sobrepostos ou ndo. Um exemplo é a RVV-
VD (uma Asp49-PLA; isolada da peconha de Vipera russelli russelli) a qual apresenta o seu
sitio neurotoxico sobreposto a regido anticoagulante (CARREDANO et al., 1998).
Adicionalmente, Faure e colaboradores (2007) descreveram que Varios residuos da regiao
de C-terminal da AtxA (Asp49-PLA; isolada da peconha de Vipera ammodytes ammodytes)
estavam claramente envolvidos tanto no efeito anticoagulante quanto no efeito neurotoxico.

Saikia et al. (2017) afirmaram que algumas das PLA;s podem interagir com outros

fatores de coagulacdo do sangue (Xa, Va, protrombina, trombina). Hopfner e colaboradores
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(1997) descreveram o Fator IX como uma proteina formada por multiplos dominios; um
dominio N-terminal de GLA (acido y-carboxiglutdmico) seguido por dois dominios
semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGF), um peptideo de ativagédo (AP) e um
dominio C-terminal de serino protease com um sitio ativo semelhante a tripsina. Esta
estrutura de dominios define a familia de genes FIX de fatores de coagulacdo (HOPFNER,
1997) e é observada em outros fatores da coagulacédo, como os Fatores VI, X e a proteina
C (PC).

A similaridade estrutural e de arquitetura funcional dos Fatores IXa e Xa (KUNDU;
WU, 2021), em adicéo ao fato de que o complexo tenase intrinseco (FIXa —FVllla + superficie
fosfolipidica), aumenta a ativacdo do FXa em até 10° vezes, torna o FIXa essencial para a
hemostasia (DUFFY; LOLLAR, 1992). Embora farmacos anticoagulantes inibidores
especificos do Fator 1Xa estejam em desenvolvimento, ainda ndo estdo disponiveis
comercialmente. Complementarmente, tanto 0s nossos resultados in vitro indicaram
expressivo aumento no TTPa, como os resultados de ancoragem molecular indicaram que
as PLA,s ancoraram na regido do dominio serino protease do Fator IXa, reforcam a possivel
participacdo do FIXa na anticoagulagédo causada pelas PLA;s estudadas.

Kini e colaboradores (2005), ao estudarem PLA,s isoladas da peconha de Naja
mossambica, descreveram que as PLA,s fortemente anticoagulantes apresentavam uma
regido (entre os residuos 54-77, incluindo a regido de alca elapidica) formada por residuos
catibnicos (basicos), enquanto que para as PLA,s fracamente anticoagulantes essa regiao
€ formada por residuos anibnicos (acidos). Deve-se destacar que as PLA,s descritas por
Kini (2005) sdo Asp49-PLA:s, pertencentes ao subgrupo IA (familia Elapidae) que atuam
inibindo o complexo tenase extrinseco. No enquanto, todas as PLA;s avaliadas no presente
estudo pertencem ao subgrupo IIA (familia Viperidae) e causaram significativo
prolongamento do TTPa indicando interacdo com componentes da via intrinseca e, portanto,
um mecanismo diferente do exposto por Kini em 2005.

Uma das mais importantes propriedades que afetam o efeito anticoagulante é a
capacidade das PLA;s de se inserir em membranas fosfolipidicas e hidrolisar os fosfolipidios
(KINI, 1997; MUKHERJEE, 2007). As PLA;s classificadas como fortemente anticoagulantes
apresentam a capacidade pequena, embora especifica, de hidrolisar fosfolipidios essenciais
para a hemostasia. Em contrapartida, as PLA,S que apresentam menor atividade
anticoagulante hidrolisam os fosfolipidios plasmaticos sem especificidade (Kini e Evans
1989; Saikia et al. 2011). Portanto, PLA;s que atuam em fosfolipidios ndo essenciais para a
hemostasia, necessitam exercer maior atividade catalitica para que a atividade
anticoagulante seja observada (KINI; EVANS, 1989).
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Stefansson et al. (1990) descreveram que uma PLA; bésica isolada da peconha de
Naja nigricollis foi capaz de inibir o complexo protrombinase mesmo na auséncia de
fosfolipidios. Adicionalmente, uma Asp49-PLA; &cida purificada da peconha de Daboia
russelli desempenhou seu efeito anticoagulante tanto hidrolisando enzimaticamente os
fosfolipidios plasmaticos, como competindo com os fatores de coagulacao pela ligagdo aos
fosfolipidios essenciais para a coagulacao (SAIKIA; MUKHERJEE, 2017).

Por outro lado, Dutta et al. (2015) relataram que a NnPLA»-l, uma PLA
enzimaticamente ativa isolada da peconha de Naja naja, apresentou capacidade de iniciar a
atividade amidolitica do FXa sem interferir na sua capacidade de ativar a protrombina. A
NnPLA:-I ndo causou o prolongamento do TP, porém, o TTPa foi prolongado, indicando que
esta enzima atua na inibicdo de fatores das vias intrinseca ou comum da coagulacao.
Contudo, os autores sugeriram que a NnPLA-I provavelmente ativa alostericamente o FXa,
mas, esta ativagdo nao induz a ativagdo da protrombina pelo FXa.

Apesar de diversos estudos terem sido e continuarem sendo realizados em busca de
um minucioso e especifico mecanismo de atuagdo das PLA:s ofidicas na hemostasia, um
modelo ainda nado esta claramente estabelecido justificando a importancia de novos estudos
e proposi¢cdes. De acordo com os resultados obtidos em nossos estudos de ancoragem
molecular entre as PLAs e os Fatores IXa e Xa da coagulagéo e, de acordo com os dados
de Faure et al (2007), a regido 54 a 77 das PLA;s elapidicas proposta anteriormente por Kini
(2005) também poderia ser considerada para as PLA.s viperidicas, no entanto, outras
regides deveriam ser adicionadas, incluindo a a-hélices 1, o inicio da folha B, o loop de

ligacdo de calcio e o loop de C-terminal.
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6 CONCLUSAO

Nenhuma das quantidades avaliadas das PLA;s isoladas das peconhas ofidicas dos
géneros Bothrops e Crotalus causaram a coagulacéo do plasma citratado humano, mesmo
apos 2h de incubacéo a 37°C.

A capacidade anticoagulante das PLA,s foi mensurada através da avaliacdo dos
Tempos de Protrombina — TP e de Tromboplastina Parcial ativada — TTPa. Nenhuma das
PLA,s avaliadas causou significativo prolongamento do TP, enquanto o TTPa apresentou
alteracfes significativas para todas as PLAzs. As Asp49-PLA2s basicas botrdpicas foram
classificadas como fortemente anticoagulantes; as Asp49-PLAzs acida botrdpica e basica
crotalica foram fracamente anticoagulantes, enquanto que todas as Lys49-PLA,s foram
moderadamente anticoagulantes.

As PLA:s estudas podem interferir na cascata de coagulagéo por trés mecanismos
nas Asp49-PLA;s e Lys49-PLA,s béasicas botrdpicas que interagiram com a subunidade B
dos fatores IXa ou Xa, podendo causar um impedimento estérico; ii) modulagcéo alostérica
dos Fatores IXa e Xa induzida pela interacdo das Lys49-PLA;s através da regido de C-
terminal; iii) hidrélise de fosfolipidios e/ou competicdo das PLA,s cataliticamente ativas com
os fatores de coagulacdo pela superficie lipidica. Estudos complementares sdo necessarios
para avaliar se as Asp49-PLA;s basicas botrépicas fortemente anticoagulantes exibem seu
efeito anticoagulante através de uma combinagdo de mecanismos enziméticos e nao

enzimaticos.
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Malignant Hyperthermia in Bariatric Surgery: A Case Study
With Clinical, Pathophysiological, Biochemical
and Biophysical Correlations
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Abstract

Malignant hyperthermia (MH) is an acute pharmacogenetic disorder,
which while uncommon is potentially fatal. MH is a calcium chan-
nelopathy of skeletal muscle in which a constant increase of intracy-

plasmic Ca’* cc ion occurs ing a ch: in cellular me-
tabolism. A hypermetabolic state develops when susceptible patients
are exposed to halogenated volatile inhalational anesthetic agents and
depolarizing muscle relaxants and/or extreme physical activity in hot
environments. MH presents variable clinical expression. During an
episode of MH, the patient may present clinical signs and laboratory
findings including masseter muscle spasm. tachycardia, rise in end-
tidal CO, (EtCO,), tachypnea, hyperthermia. cyanosis, metabolic
acidosis, rhabdomyolysis, hyperkalemia, myoglobinuria, hyperlac-
tacidemia, and acute renal failure. The aim of this case report is to
describe an episode of MH associated with the use of halogenated
anesthetic during bariatric surgery. A 29-year-old Brazilian man was
admitted to the hospital to undergo a bariatric surgery. The patient’s
relevant medical history included morbid obesity grade I1I, allergy to
sulfa-based drugs and severe obstructive sleep apnea. Preoperative
evaluations with cardiopul y exercise testing. echocardiogram
and electrocardiogram showed no anatomical and functional chang-
es of the patient’s heart. Surgical procedures lasted for 4 h, without
complications, but the evolution of the patient’s condition indicated
oliguria and acute breathing insufficiency. Five hours after the pa-
tient was placed under mechanical ventilation in the intensive care
unit, he started to present clinical signs of hypermetabolic state, with
tremors, excessive sweating, and rapid body temperature increases.
In the postoperative period, the patient had hyperglycemia, hypocal-
cemia, hypernatremia, hyperkalemia, changes in creatine phosphoki-
nase (CPK), aspartate transaminase (AST), alanine aminotransferase
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(ALT). urea and creatine concentrations, and metabolic and respira-
tory acidosis. Urinalysis showed traces of proteinuria. presence of
ketones, leukocytes, red blood cells, and urobilinogen. In our case
report, MH crisis was diagnosed late; the dantrolene was not adminis-
trated because it was not available and the patient died. This detailed
case report of MH episode triggered by isoflurane anesthetic during
bariatric surgery allowed us to describe the severity and lethality of
this hypermetabolic syndrome. Dantrolene should be mandatory in all
operating rooms. Knowledge of the symptoms, an early diagnosis and
an adequate treatment can prevent the death of patients in MH crisis.

Keywords: Pharmn ic disorder; Halog i anesthetic: Hy-
permetabolic state; Metabolic acidosis; High CPK concentration;
Respiratory acidosis; Dantrolene sodium; Caffeine-halothane con-
tracture test

Introduction

Malignant hyperthermia (MH) is an acute pharmacogenetic
disorder, which while uncommon is potentially fatal [1, 2]. In
humans, susceptibility to MH is an inherited disorder and it has
an autosomal dominant pattern [3-7]. To date, genes located at
six chromosomal loci associated with MH have been described:
1) Ryanodine receptor type 1 (RvRI) gene, ryanodine recep-
tor found in skeletal muscle (chromosomal locus 19q13.1.): 2)
CACNAIS gene, which encodes for the alpha-1S subunit of di-
hydropyridine (chromosomal locus 1q32): 3) A variant of the
STAC3 gene, which encodes an important protein for excitation-
contraction coupling via trafficking the voltage sensor into the
correct T-tubular location (chromosomal locus 7q21-22); 4)
SCN4A gene (possible), related to voltage-dependent sodium
channel of skeletal muscle (chromosomal locus 17q11.2-q24):
and, not yet identified genes for 5) chromosomal loci 3q13.1
and 6) 5p [2, 5, 7-10). However, these genes associated with MH
show incomplete penetrance and variable expression [4, 5. 7].
MH is related to muscle function and calcium levels. A
muscle contraction starts when the action potential arrives at
the neuromuscular junction, starting a muscle depolarization
and causing a conformational change in the T-tubular L-type
voltage-dependent calcium channel (dihydropyridine calcium
channel receptor. DHPR). This conformational change acti-
vates the RvR/ leading to a rapid release of Ca’*, from sar-
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coplasmic reticulum, increasing the intracytoplasmic Ca>*
concentration [5, 11-13]. Muscle relaxation occurs when stim-
ulation of the motor nerve stops and the intracellular adenosine
triphosphate (ATP)-dependent Ca2™ pump transports intracy-
toplasmic Ca>" into the sarcoplasmic reticulum lumen [5, 7,
13, 14]. MH is a calcium channelopathy of skeletal muscle
[15] in which a constant increase of intracytoplasmic Ca*
concentration occurs causing a change in cellular metabolism
[5, 7-9, 13]. A hypermetabolic state develops when suscepti-
ble patients are exposed to halogenated volatile inhalational
anesthetic agents (halothane, isoflurane, enflurane, sevoflu-
rane, desflurane and methoxyflurane), depolarizing muscle
relaxants (e.g., succinylcholine), and/or extreme physical ac-
tivity in hot environments [3, 7, 8, 16-18]. The MH clinical
incidence is estimated to be from 1 in 10,000 - 30,000 to 1 in
100,000 - 250,000 in patients undergoing anesthesia, depend-
ing on geographic localization and age [6, 9]. Nevertheless, the
prevalence of genetic variants or mutations of an individual
susceptible to MH is estimated to be 1 in 2,000 - 3,000 [5,
6, 10]. MH affects all ethnic groups and both sexes, although
there is a greater predisposition for men and children, and it is
atypical in the elderly [3, 5-7]. The MH episode can occur both
in the first exposure to the substances that triggers the crisis
and in subsequent contacts [8, 19, 20].

MH presents variable clinical expression [2, 5]. During an
episode of MH, the patient may present clinical signs and labo-
ratory findings including masseter muscle spasm, tachycardia,
rise in end-tidal CO, concentration (EtCO,), tachypnea, hy-
perthermia, cyanosis, metabolic acidosis, rhabdomyolysis, hy-
perkalemia, myoglobinuria, hyperlactacidemia and acute renal
failure [1, 3, 7, 8, 17, 21]. When the pathology is diagnosed,
the exposure to the triggering agents should be discontinued
followed by immediate infravenous administration of dant-
rolene sodium, a hydantoin-derived skeletal muscle relaxant
drug [5, 11, 17, 22, 23]. Dantrolene remains the drug of choice
for MH prophylaxis and treatment [8, 11, 22]. In addition, pro-
tocols must be established to control or prevent complications
associated with the clinical condition of the disease. These in-
clude external (if necessary, internal) cooling of the patient’s
body, hyperventilation with 100% oxygen, correction of meta-
bolic acidosis, adjustment of cardiac arrhythmias, dialysis to
remove anesthetic residues and aid in blood filtration to revert
metabolites to normal levels [3, 6, 8, 9].

Several tests have been proposed or are being investigated
as less invasive diagnostic tests to determinate MH susceptible
patients [24], including: 1) Evaluation of creatine kinase con-
centrations; 2) In vitro measurement for the concentrations of
ATP, phosphocreatine or other phosphomonoesters, along with
pH, in muscle and other tissue by nuclear magnetic resonance
spectroscopy; 3) Evaluation of calcium flow at RYRI receptors
on B lymphocytes; 4) Assessment of the enhanced intracellular
calcium from cultured muscle tissue; and 5) Molecular genetic
tests to look for mutations in the genes associated with MH
susceptibility. However, the caffeine-halothane contracture test
(CHCT) remains the standard method used in Brazil [1, 12, 24,
25]. CHCT must be performed on a biopsy of approximately 2
g of muscle from the vastus lateralis or vastus medialis [3, 12,
24]. The muscle fragment is longitudinally dissected into strips
and the level of muscle contraction is assessed before and after

exposure to caffeine and halothane (RYR! agonists) [6, 24].
Individuals who are susceptible to MH have a CHCT positive
result when abnormally high levels of contractile force are de-
tected after the caffeine and/or halothane exposure [6, 12, 24,
26]. The aim of this case report is to describe an episode of MH
associated with the use of halogenated anesthetic during bari-
atric surgery. The case study is intended to serve as inclusive
knowledge and a reference tool for healthcare professionals
and academic-scientific area with respect to clinical, patho-
physiological, biochemical, and biophysical correlations.

Case Report

Informed consent was obtained from the patient’s family as
well as authorization to use and disclose protected health in-
formation. L.R.M.S was a 29-year-old man, born in Jau, Sao
Paulo, Brazil but with European ascendance. He was admitted
to the Hospital Santa Casa de Jahu to undergo a bariatric sur-
gery, vertical gastroplasty to Roux-en-Y gastric bypass with-
out a ring, using the conventional technique (not performed by
laparoscopy).

The patient’s relevant medical history included morbid
obesity grade III, allergy to sulfa-based drugs and severe ob-
structive sleep apnea (i.e., apnea and hypopnea index greater
than 30 hypopneas and apneas per hour). The patient com-
plained of episodes of gastroesophageal reflux and the repeat-
ed occurrences of calf cramps. In addition, due to the obesity
condition, the patient possessed a lack of energy, impaired
mobility, episodes of peak hypertension, and mood changes.
The patient was using antidepressant medications to treat anxi-
ety. Preoperative evaluations with cardiopulmonary exercise
testing, echocardiogram with color Doppler and electrocar-
diogram showed no anatomical and functional changes of the
patient’s heart. However, some signs of hepatic steatosis were
detected from a total abdominal ultrasound and spirometry test
showed a mild obstructive ventilatory defect. On pre-anesthet-
ic evaluation, the patient reported that he had never undergone
general anesthesia. Furthermore, none of his family members
had presented complications in surgical procedures with gen-
eral anesthesia.

Upon arriving at the operating room, the patient’s preop-
erative blood pressure was 200/130 mm Hg with an oxygen
saturation of 94%. Although the patient’s oxygen saturation
showed normal in the preoperative exams, while lying down a
significant drop in this saturation was observed. Surgical pro-
cedures started at approximately 8 am on February 14, 2011
and ended at 12:50 pm, without complications. General anes-
thesia was induced and maintained with the following agents
as described in Table 1.

After the end of the surgical procedures, the patient re-
mained in the operating room for another hour until he re-
sponded to stimuli. Then, the patient was taken to the recovery
room, where he stayed until 2 pm. According to medical re-
ports, the evolution of the patient’s condition indicated oliguria
and acute breathing insufficiency. Therefore, the patient was
placed under mechanical ventilation in the intensive care unit
(ICU).
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Table 1. Anesthetics, Analgesic and Muscle Relaxant Agents Used During the Intraoperative Period

Administration schedule

Agents Drug class Route of administration

8am 9 am 10 am 12 am
Propofol Injectable general anesthetic Intravenous 15mL - - -
Fentanyl Opioid analgesic Intravenous 10 mL 5.0mL 5.0mL -
Alfentanil Opioid analgesic Intravenous 50mL  5.0mL - -
Atracurium Non-depolarizing neuromuscular blocking Intravenous 5.0mL 2.5mL - 2.5mL
Isoflurane Volatile general anesthetic Inhalational 80 mL

Five hours after the patient arrived at the ICU, he started
to present clinical signs of hypermetabolic state, with tremors,
excessive sweating, and rapid body temperature increases. In
early postoperative, the temperature was being adjusted with
an antipyretic (dipyrone) administration. On postoperative
days 0 (02/14), 1 (02/15), 2 (02/16) and 3 (02/17), nursing
reports described an unstable blood pressure, tachycardia and
persistent hyperthermia, as shown in Table 2.

In the early postoperative, a chest X-ray was performed,
which indicated an elevation of diaphragmatic domes. In addi-
tion, the routine tracheal aspiration for intubated patients was
carried out and the patient had serosanguinolent secretion.

Some laboratory tests and arterial-blood gas analyses were
performed to monitor the patient’s clinical conditions (Table
3). The blood sugar levels were measured in the pre- and post-
operative periods and hyperglycemia was observed in postop-
erative tests. Postoperative changes in creatine phosphokinase
(CPK) concentration were also observed. The first CPK test
was carried out on February 15 at 08:26 am, indicating a high
CPK concentration, more than 2,380 U/L. After 5 h, a new
CPK evaluation was done showing an increase of 164%. The
level of serum calcium was normal in the preoperative evalu-
ation; however, the calcium test performed on postoperative
day 1 (morning) showed hypocalcemia, whereas in the fol-
lowing postoperative tests the concentration of this ion was

returned to the normal level. Serum sodium levels increased
from postoperative day 2, while hyperkalemia was observed
in the afternoon of postoperative day 1. Serum levels of urea
and creatinine were evaluated in the pre- and post-operative
periods. Urea and creatinine concentrations were normal in the
preoperative tests; however, on postoperative day 1, urea was
78% higher and creatinine increased more than 350%. On the
following postoperative days, both urea and creatinine con-
centrations kept increasing. Aspartate aminotransferase (AST)
and alanine aminotransferase (ALT) enzymes were evaluated
in the pre- and postoperative periods. In the preoperative test,
the AST and ALT levels were normal. On postoperative day 1
(morning) the AST and ALT levels were approximately 22 and
15 times higher, respectively. A new AST and ALT test were
carried out after 5 h and the values almost doubled.

Two arterial-blood gas analyses were performed on post-
operative day 1. The first arterial-blood gas analysis (08:26
am) showed normal rates, although the partial pressure of oxy-
gen (Pa0,) increased due to the patient being on mechanical
ventilation with pure oxygen. The second arterial-blood gas
analysis (01:18 pm) indicated acidification of the blood pH and
significant changes in both the concentration of base excess
and in arterial-blood distribution of gases. In addition, the bi-
carbonate concentration remained in a normal range and the
partial pressure of carbon dioxide (PaCO,) increased in both

Table 2. Postoperative Vitals Control According to the Nursing Reports

Temperature (°C) Heart rate (beats/min) Blood pressure (mm Hg) Blood O, saturation (%)
Hour 02/14 02/15 02/16 02/17 02/14 02/15 02/16 02/17 02/14 02/15  02/16  02/17 02/14 02/15 02/16 02/17
2 am 384 399 401 124 128 142 190/120 131/30  152/49 92 94 95
4 am 385 403 406 120 126 140 160/100 150/32  153/51 95 96 95
6 am 385 403 407 122 130 142 140/80  139/66  149/66 95 90 97
8 am 386 385 408 133 129 145 140/60  125/34 161/56 91 95 96
10 am 38.0 383 408 128 135 142 169/51  113/35  124/46 90 - 95
12 am 39.3 404 408 132 132 142 171/53  123/37 151/50 90 90 97
2 pm 39.3 406 412 126 134 143 140/60  139/40  150/50 99 95 97
4 pm 39.5 39.9 415 128 139 154 120/50  134/44  150/47 93 96 100
6 pm 39.7 403 H(42) 121 133 174 130/60  125/41  99/27 97 94 92
8pm 380 394 403 H(427) 121 132 174 156/31  127/43  62/27 97 92 84
10pm 37.8 39.8 404 100 126 138 180/90 136/34  133/42 97 94 96
12pm 389 399 40.5 120 127 145 160/80 117/31  153/48 97 93 91
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Table 3. Follow-Up Labs and Arterial-Blood Gas Results

Preoperative Postoperative
Parameters (levels range®)

12/27/2010 02/15 morning 02/15 afternoon 02/16 afternoon 02/17 afternoon
Glucose (mg/dL) (75 - 99) 91 98 141 128
CPK (UL) (< 190) 2,384 6.280 6.890 7,200
Calcium (mg/dL) (8.5 - 10.3) 10.2 6.8 9.5 84
Sodium (mEq/L) (138 - 146) 141 143 155 147
Potassium (mEq/L) (3.8 - 5.5) 5.0 59 4.8 4.0
Urea (mg/dL) (18 - 40) 28 50 140 207
Creatinine (mg/dL) (0.6 - 1.2) 0.6 2.0 2.8 6.9 13.0
AST (U/L) (10 - 34) 26 579 1,088 649
ALT (U/L) (9 - 43) 42 667 1.160 554
pH (7.38 - 7.44) 7.41 Ful
PaO, (mm Hg) (80 - 90) 127.6 105.5
PaCO, (mm Hg) (31 - 41) 355 68.4
HCO; (mEq/L) (21 -27) 220 243
BE (mEq/L) (-2.4 - +2.4) -1.9 -5.8
ab-SatO, (%) (95 - 97) 98.0 95.7

3L evels range for adult men. CPK: creatine phosphokinase; AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase; pH: potential of hydro-
gen; PaO,: partial pressure of oxygen; PaCO,: partial pressure of carbon dioxide; HCO;: bicarbonate ion; BE: base excess; ab-SatO,: arterial blood

oxygen saturation level.

arterial-blood gas analyses (Table 3).

Preoperative and postoperative blood counts were per-
formed. In the preoperative blood counts, the absolute num-
ber of leukocytes was 7,900 mm? (level range: 4,000 - 10,000
mm?). On postoperative day 1, two blood counts were carried
out; the first one showed a significant increase of leukocytes
(14,700 mm?), characterizing a leukocytosis. After 2 h, a new
leukocyte count was performed and the absolute number de-
creased to 12,000 mm?. On postoperative day 2, the absolute
number of leukocytes was 13,800 mm?, while the last blood
count performed on postoperative day 3 showed 13,000 leu-
kocytes per mm?3.

On the postoperative day 1, an echocardiogram was per-
formed and showed mild symmetric hypertrophy. On the same
day, a new chest X-ray was carried out and indicated little pul-
monary inspiration, bilateral basal interstitial infiltrate, veiled
left diaphragmatic dome, and globose cardiac area.

On the postoperative day 2, an abdominal ultrasound was
carried out and did not indicate any anatomical alteration of
the liver, gallbladder, spleen, kidneys, and bladder. In addition,
it did not indicate signs of ascites or pleural effusion. A third
chest X-ray was performed revealing a veiling of the base of
the right lung, cardiomegaly, aortic stretching, permeable cost-
ophrenic sinuses and free diaphragmatic domes.

On the postoperative day 3 (08:15 am), an urinalysis was
accomplished and showed traces of proteinuria, presence of
ketones, leukocytes (17,600/mL), red blood cells (12,000/mL),
and urobilinogen (0.2 UE). On the same day (3:50 pm), the
medical records reported the establishment of multifactorial
acute respiratory and renal failures, rhabdomyolysis, systemic
inflammatory process and, for the first time, MH crisis was

assumed. At night, nursing reports recorded edema formation
of lower limbs, cold and cyanotic extremities, distended abdo-
men, paleness, and septic shock a few hours before the death
of the patient.

The MH diagnosis of L.R.M.S. was conducted less than 5
h before his death, and the administration of dantrolene sodi-
um was not performed. The patient’s exposure to the substanc-
es that triggered the crisis was completed when the surgical
procedures were over. External body cooling and hyperven-
tilation with pure oxygen were administered in the following
postoperative days. Dialysis was done a few hours before the
patient’s death; however, according to medical reports this pro-
cedure caused decompensation of several of the patient’s clini-
cal and laboratory parameters. The patient died at 9:20 pm on
February 17, 2011 in the Hospital Santa Casa de Jahu.

Discussion

In MH crises, there is a persistent increase in the intracyto-
plasmic calcium concentration. The initial manifestations of
a hypermetabolic state induce fast depletion of ATP causing
increased carbon dioxide production, increased oxygen de-
mands, respiratory acidosis, and increased temperature [6,
13, 14]. The constant rise in oxygen consumption will lead
to a hypoxia and progressive lactic acidosis, while depletion
of ATP due to hypermetabolism of skeletal muscle cells will
result in metabolic acidosis [7, 13]. Based on the clinical and
lab findings, a late diagnosis of MH crisis was established for
patient L.R.M.S. According to Litman et al (2008) [27], a MH
crisis may occur at any time during anesthesia as well as in
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the early postoperative period, although not usually 1 h after
discontinuation of volatile agents. However, in our case the pa-
tient displayed initial symptoms of MH after 11 h of isoflurane
administration, a late postoperative crisis.

Hyperthermia is a key indicator of MH, since the rapid
increase in body temperature occurs due to the process of sus-
tained muscle contraction [3, 5, 8]. In the initial postoperative
period, the patient’s temperature increase was being controlled
with the administration of antipyretic. Thereafter, hyperther-
mia no longer responded with the antipyretic administration,
and the patient’s body was cooled extemally. However, even
with measures taken to control the temperature, it continued
to increase. Tachycardia is another clinical sign characteristic
of MH and it has been registered since the early postoperative
period, as described in Table 2.

Constant muscle contraction causes a decrease in ATP
levels and consequent difficulty in muscle relaxation, which
explains the masseter rigidity presented by patients during the
MH crisis [5, 6, 13, 28]. The patient L.R.M.S. was placed on
spontaneous ventilation after the surgical procedure but was
maintained with Montgomery T-tube due to his morbid obe-
sity. After being transferred to the ICU, the patient presented
a drop in oxygen saturation and needed to be placed on a me-
chanical respirator, in which he remained until his death. How-
ever, it was not observed whether the patient showed masseter
rigidity as described in other MH case reports.

High temperatures (at times over 42 degrees) achieved
during MH crisis, together with the toxins released due to rapid
and severe catabolism. It causes profound and acute inflam-
matory and functional changes of internal organs, leading to
changes in the information contained in the blood [7, 8, 29-
31]. If diagnosed late, MH causes multiple organ dysfunction
(e.g., kidneys, pancreas and liver), disseminated intravascular
coagulation (DIC), cardiac dysrhythmias (cardiac arrest), and
can progress to multiple organ failure [3, 5, 6, 17, 32].

The pre- and early post-operative patient’s blood sugar
tests were normal. After the afternoon of postoperative day 1,
the glucose concentration increased. The hyperglycemia pre-
sented by the patient could be due to both a dysfunction of the
pancreas caused by the hypermetabolic state and the need of
the body to try to supply glucose for the ATP production and,
consequently, muscle relaxation.

Creatine phosphokinase is one of the most sensitive in-
dicators of muscular damage. High serum levels of CPK ob-
served after general anesthesia is a strong indicator of an MH
crisis [4]. Expressively high values in the serum CPK concen-
tration indicate damage to contractile cells [31, 33], since this
enzyme plays an important role in regulation of muscle con-
traction [34]. Although serum CPK levels were not evaluated
during the intraoperative period, our patient presented high
levels in all dosages performed in the postoperative period.
The increase in serum CPK concentration occurs due to cell
lysis, as this enzyme is not able to naturally cross the sarco-
plasmic membrane [29, 31, 33].

Calcium is essential for the integrity and structure of cell
membranes, proper conduction of electrical stimuli (cardiac
and muscular) blood clotting, and bone formation growth [35].
‘When serum calcium levels decrease, excitability of nerve and
muscle cells increases significantly [30]. Given the abundance

of calcium in the body, hypocalcemia always means failure in
the regulatory mechanisms and can have several causes such
as rhabdomyolysis, cardiac arrhythmias, and incessant muscle
contractions [35, 36]. The patient’s hypocalcemia detected on
postoperative day 1 could be directly related to the renal fail-
ure and with increased muscle cell excitability presented.

Sodium is a cation found in high concentration in extra-
cellular fluids [30, 37]. Hypernatremia is always associated
with plasma hyperosmolarity and is usually caused by a water
deficit (low intake or abnormal losses) or excessive sodium
intake [35, 36]. The patient’s hypernatremia observed from
postoperative day 2 may be related to renal failure, elevated
temperature and hyperventilation.

Potassium is the main intracellular cation and it is criti-
cal in many physiological functions, such as in the regulation
of neuromuscular excitability and muscle contraction [35, 38].
Acid-base balance can affect the balance between cellular and
extracellular potassium concentration. Metabolic acidosis,
hyperglycemia, hyperosmolarity, cell lysis, rhabdomyolysis,
and renal failure increase the plasma potassium concentration
[36, 38, 39]. Hyperkalemia was noted in our patient on the
afternoon of postoperative day 1. Although the literature de-
scribes case reports with contradictory serum potassium con-
centration, reviews of MH specify that hyperkalemia is indica-
tive of MH crisis triggering [1, 3, 7, 8, 12, 17]. According to
Mahmood (2018) [40], hyperkalemia can induce fatal cardiac
dysrhythmias. The patient’s hyperkalemia contributed to the
pertinent tachycardia observed from the postoperative period
until his death.

Urea is the main nitrogen metabolite derived from the
breakdown of proteins by the body, 90% of which is excret-
ed by the kidneys. Urea is freely filtered by the glomerulus
and 40-70% returns to the plasma through a passive diffusion
process, dependent on the urinary flow [41]. Creatinine is a
residual product of creatine. The transformation of creatine
into creatinine takes place in muscle tissue, in which 1-2%
of free creatine is spontaneously and irreversibly converted
to creatinine every day. The amount of creatinine produced
is dependent on muscle mass. Creatinine is freely filtered in
the glomerulus, too. Unlike urea, 7-10% of creatinine is ac-
tively secreted in the urine [42, 43]. However, decreased renal
function causes increased concentrations of urea and serum
creatinine [44]. Lab test results showed a progressive increase
in serum levels of urea and creatinine in our patient during the
postoperative period, indicating the inability of the kidneys
to clear these metabolites and, consequently, the decrease in
renal function.

Although our patient’s serum myoglobin was not evalu-
ated, the darkening of urine was described in medical reports
during the postoperative period. Dark tea or cola-colored urine
is caused by an excessive amount of myoglobin in the urine
[31, 33]. In addition, a thabdomyolysis characterized by high
levels of CPK [29, 31] resulted in myoglobinuria [29, 45] ob-
served during the patient’s urinalysis.

The leukocytosis observed in the blood test and the pres-
ence of leukocytes in the urine analysis are indicative of an
infection. The presence of leukocytes in urine reinforced the
suspicion of acute renal injury due to myoglobinuria [46]. As a
result of rhabdomyolysis (generalized inflammatory process),
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there was an increase in circulating leukocytes. Kidney dam-
age caused leukocyte migration to combat this inflammatory
response. In addition, the intestinal bacterial proliferation sig-
nificantly increased due to the high and persistent temperature.
This bacterial growth caused distension of the intestine and the
intra-intestinal pressure became markedly high and triggered
a phenomenon called bacterial translation. However, a large
amount of bacteria was pushed into blood circulation and trig-
gered a defensive rise in leukocytosis.

AST enzyme is present inside several tissues of the body;
the highest concentrations are in the heart and kidneys, but the
enzyme is also produced in the liver and skeletal muscles. ALT
is found almost exclusively in liver cells and is responsible for
the metabolism of some proteins such as L-aspartate, alpha-ke-
toglutarate, and alanine. Quantification of AST and ALT serum
levels is performed to evaluate potential liver damage. High
AST level indicates trauma or muscle damage and is a quite
common finding in rhabdomyolysis. The significant increase
in serum AST and ALT concentrations observed in the postop-
erative exams of our patient may be related to skeletal muscle
injuries due to exhaustive muscle contraction.

The patient’s hyperglycemia, hypernatremia, hyper-
kalemia, and metabolic acidosis contributed to the blood pH
reduction recorded by arterial-blood gas analysis.

Respiratory acidosis is characterized by an elevation of
PaCO,, with or without compensatory increase in bicarbonate
ions (HCOy), plus pH acidification [47]. The causes are as-
sociated with decreased respiratory rate, inspired volume (hy-
poventilation) and blood oxygen saturation due to muscle dis-
eases, respiratory or neurological conditions [37].

Specific situations such as those that occur during the MH
crisis cause an increase in temperature, and blood pH acidifica-
tion with a decrease in the affinity of hemoglobin for oxygen.
Although there is an increase in both PaO, and oxygen supply
as a result of mechanical ventilation with pure oxygen, the af-
finity of oxygen for hemoglobin is reduced. The increase in
carbon dioxide production due to continuous muscle contrac-
tion causes an increase in carbon dioxide concentration and,
consequently, the PaCO,. In addition, the increase in carbon
dioxide concentration increases the association between car-
bon dioxide and water, forming carbonic acid (H,CO,). Car-
bonic acid, by the action of carbonic anhydrase, dissociates
into bicarbonate ions and hydrogen ions, further decreasing
blood pH [30, 37].

Throughout the postoperative period, even with constant
oxygen supply, the patient’s blood O, saturation was low (Ta-
ble 2). The high temperature, acidification of blood pH, and
the increased PaCO, contributed to decrease the affinity of
hemoglobin for oxygen. During the MH crisis, although the
decrease in hemoglobin affinity for oxygen caused the incor-
poration of hydrogen ions in hemoglobin, the blood pH acidi-
fication occurred both by metabolic acidosis and by increasing
the carbon dioxide concentration.

The patient’s arterial-blood gas analysis showed blood pH
acidification and increase in PaO, and in PaCO,. The patient’s
bicarbonate ion concentration was in normal range, but the
base excess concentration indicated a deficit of bases dissolved
in his blood during the postoperative period.

The increase in the occurrence of dyspnea in obese pa-

tients is evident and its intensity is directly proportional to the
body mass index [48]. The patient’s medical history included
obesity grade III and severe obstructive sleep apnea. During
the postoperative period, the patient remained lying down, in
high decubitus, with a distended abdomen, making breathing
difficult. The patient had low blood O, saturation even under
mechanical ventilation with hyperventilation of pure oxygen.
However, chest X-rays and ultrasound ruled out a possible pleu-
ral effusion or pneumothorax due to mechanical ventilation. In
addition, atelectasis due to intubation, one of the most common
respiratory complications after surgery, was discarded.

Zutt et al (2014) [31] suggest that complementary cardiac
assessments should be performed when the patient has electro-
lyte disturbances during the MH crisis. On postoperative days
2 and 3, chest X-rays were carried out and indicated globose
cardiac area and cardiomegaly, respectively. On the postop-
erative day 1, an echocardiogram was performed to evaluate
anatomical and functional aspects of our patient’s heart. The
echocardiogram indicated mild symmetrical hypertrophy as an
adaptive response of the heart to arterial hypertension present-
ed by the patient during the postoperative period, as described
in Table 2.

As soon as the MH crisis is diagnosed, the patient’s expo-
sure to the substances that triggered the crisis must be stopped
and the administration of dantrolene sodium must be initiated
immediately [5, 8, 11, 17, 22]. Dantrolene sodium is the only
clinically available drug for the specific MH treatment [23].
Several case reports have different descriptions with or with-
out the dantrolene addition. In some cases, dantrolene was
administered immediately after the MH crisis triggering, both
during the intraoperative [4, 13, 40, 49, 50] and postoperative
[32, 51, 52] periods and all patients were discharged from the
hospital in stable conditions. Late addition of dantrolene is
also reported in intra- and postoperative MH cases with differ-
ent results, and some were fatal, while others had no additional
complications [2, 45, 53, 54]. On the other hand, there were re-
lated intra- [28, 55] and postoperative [54] MH cases in which
dantrolene was not administrated due to non-availability of the
drug in the hospital. Igbal et al (2017) [28] reported the clini-
cal signs and laboratory parameters altered by the MH crisis
were reversed with internal (ice cold saline intravenously) and
external (ice packs and cold towels over the body) cooling, and
the patient had full recovery before being discharged. Pan et al
(2016) [54], in the case report III, described that the inhalation
anesthetic was not used in the operation, but the body tempera-
ture rose slowly during the postoperative period and, after 2
days, the patient was in critical condition. Meanwhile, Lazraq
et al (2019) [55] and Pan et al (2016) (case report I) [54] re-
ported that patients had persistent high fever and died despite
all the resuscitation procedures administered. Unfortunately,
in our case, dantrolene could not be used because it was not
available at the hospital or in other hospitals in nearby cities
and the patient died. In Sao Paulo, the Law 10.781, published
on March 9, 2001, provides for the state policy for the preven-
tion, diagnosis and treatment of MH and the second Article
describes that all public or private health services in the state of
Sao Paulo, Brazil must have appropriate medications to fight
the disease, especially dantrolene sodium.

Larach et al (1994) [56] proposed a clinical grading scale
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(CGS) to predict MH susceptibility and help to confirm the
MH diagnosis after halogenated volatile inhalational anesthet-
ic administration. Based on the Larach scale, our patient had
the almost certain probability to developed MH. He was rated
grade 6, the highest grade with a score higher than 50.

In 1998, Richthofen et al [57] compared the results ob-
tained with the use of the CGS with the results obtained in
carrying out the in vitro contracture test (IVCT) and concluded
that the CGS cannot replace IVCT. However, the indication of
prediction for MH susceptibility through CGS can guide the
patient and/or their family members in IVCT carried out to
confirm the MH diagnosis/susceptibility.

The CHCT was carried out on the patient’s brother to con-
firm the MH diagnosis. G.H.M.S, 21-year-old, born in Jau, SP,
Brazil and never underwent halogenated anesthesia, was per-
formed the CHCT at the Malignant Hyperthermia Diagnostic
Center of the Federal University of Rio de Janeiro, in August
2011. The CHCT indicated a contracture of 1.27 g in a muscle
strip exposed to caffeine at 2 mM and the results were con-
sidered positive indicating MH susceptibility [24]. Almeida da
Silva et al (2019) [1] evaluated the profile of MH susceptibil-
ity reports confirmed with muscle contracture test in Brazil. In
the period 1997 - 2010, approximately 80% of the individuals
submitted to CHCT presented positive results for MH suscep-
tibility [1].

The patient’s sister underwent the same surgical proce-
dure, with the same doctor and in the same hospital 2 years
earlier and did not present any complications during the in-
traoperative and postoperative periods. In addition, she had
undergone three other surgical procedures with halogenated
anesthesia without complications. The literature findings de-
scribed that the MH crisis can occur during the first or even
after the exposure to a triggering agent due to incomplete pen-
etrance and variable expression of the genes encoding the MH
disease [8, 19, 20, 58, 59].

The delayed diagnosis of MH crisis reported here could
be associated with the onset of clinical symptoms and changes
in laboratory parameters observed in the late postoperative pe-
riod, and with the low clinical incidence of MH. For instance,
L.RM.S. was the first patient diagnosed with MH at Hospi-
tal Santa Casa de Jahu (and in Jau city, SP). However, this
MH episode and the patient’s brother CHCT results should be
reported on pre-anesthetic evaluations of the patient’s family
members before undergoing procedures under general anes-
thesia to prevent MH crisis.

Conclusions

The detailed report of the development of the MH episode
triggered by halogenated anesthetic during bariatric surgery
allowed us to describe the severity and lethality of this hy-
permetabolic syndrome. The dissemination and accessibility
of data on MH are of high relevance for the medical, academic
and scientific communities. The need to understand in detail
the clinical and the pathophysiological, biochemical and bio-
physical mechanisms associated with MH is of fundamental
practical importance in preventing and reversing an MH crisis.

Knowledge of the carrier’s situation allows patients and

family members to alert the medical team if there is a need
to perform any surgical procedure, thus avoiding the use of
halogenated anesthetics. In addition, it is essential that dant-
rolene sodium be included in emergency medications that are
mandatory in all operating rooms. However, knowledge of the
symptoms, an early diagnosis and an adequate treatment can
prevent the death of patients in MH crisis.
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ANEXO A — PARECER DE APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo comparativa entre os efeitos coagulante e anticoagulante de pegonhas
brutas e de proteinas isoladas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus e de
farmacos anticoagulantes comerciais

Pesquisador: PIERRI EMANOEL DE ABREU OLIVEIRA

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 30822720.3.0000.8069

Instituicdo Proponente: UFPB - Centro de Ciéncias Médicas/CCM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.003.352

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma pesquisa de carater experimental, que sera desenvolvida nos laboratérios Cristalografia de
Proteinas — CPr-Lab e Multiusuario do programa de Pés Graduagdo em Biologia Celular e Molecular do
Departamento de Biologia Molecular da UFPB. As amostras serdo coletadas no Laboratério de
Cristalografia de Proteinas da UFPB na cidade de Jodo Pessoa — PB.A populagdo é formada por estudantes
voluntarios dos diversos cursos de graduacao e pés-graduacdo da Universidade Federal da
Paraiba,devendo compor a amostra um quantitativo de aproximadamente 60 doadores que atenderem os

critérios de inclusdo e exclusdo propostos pelos pesquisadores.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Avaliar os efeitos coagulante e anticoagulante de pegonhas brutas e de proteinas isoladas de peconhas de

serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

Objetivo Secundario:

Avaliar atividade coagulante e/ou anticoagulante de proteinas isoladas de peconhas brutas de serpentes
dos géneros Bothrops e Crotalus;

Avaliar o efeito anticoagulante de farmacos comerciais de diferentes mecanismos de acédo e
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atuacdo na hemostasia secundaria;Comparar o potencial anticoagulante de farmacos comerciais com
diferentes mecanismos de agdo na hemostasia secundaria com a atividade anticoagulante de proteinas
isoladas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Essa pesquisa pode oferecer risco minimo previsivel ao voluntario, visto que sera realizada pungdo venosa
periférica, dessa forma o paciente pode sentir um leve desconforto e dor na coleta, risco esse que sera
minimizado uma vez que o procedimento vai ser realizado por profissional biomédico ou outro profissional
habilitado para tal atividade. Além disso, o procedimento de coleta obedecera todas as normas de
biosseguranga em vigéncia.

Beneficios:

Esta pesquisa pode trazer beneficios como a identificagdo de um potencial anticoagulante novo originario a
partir de proteinas ofidicas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus, além de conhecer, in vitro, a
alteracdo das caracteristicas hemostaticas promovidas pelas proteinas ofidicas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Com esta pesquisa espera-se conhecer as alteragées hemostaticas promovidas por pegconhas ofidicas,
entendendo de que forma essas proteinas interagem com os fatores de coagulagéo da via extrinseca,
intrinseca e via comum, além de comparar esses efeitos com os efeitos de anticoagulantes comerciais com
mecanismo de agdo definido.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os termos de apresentagdo foram apresentados, porém ndo se encontram assinados, o que é aceitavel
devido as orientagdes sobre a pandemia do coronavirus. O TCLE encontra-se com endereco de outro CEP.

Recomendacgoes:
Solicitamos ao (a) pesquisador(a) responsavel que entregue, assim que possivel, presencialmente, ao
CEP/CCM/UFPB os seguintes documentos:

1.Folha de rosto assinada
2.Carta de anuéncia assinada
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|

A entrega presencial justifica-se, pois ndo é possivel ao pesquisador anexar tais documentos via Plataforma
Brasil, apés a avaliagdo do projeto.

-Reformular enderegco em TCLE, fazendo constar endereco do CEP CCM/UFPB.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Parecer favoravel,condicionado as assinaturas dos documentos obrigatérios, incluindo folha de rosto e carta
de anuéncia, bem como corre¢cdo do enderego do CEP (enderego do CEP/CCM/UFPB) no TCLE
apresentado.

Os documentos assinados devem ser entregues presencialmente no CEP/CCM, assim que possivel.
Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Seguindo as recomendagdes da CONEP em carta publicada em 01 de abril de 2020: ORIENTAGOES PARA
CONDUGAO DE PESQUISAS E ATIVIDADE DOS CEPS DURANTE A PANDEMIA PROVOCADA PELO
CORONAVIRUS SARS-COV-2 e | INFORME AOS COMITES DE ETICA EM PESQUISA PROTOCOLOS
DE PESQUISA RELATIVOS A COVID-19, publicado em 14 de abril de 2020, a Camara Técnica considerou
o protocolo de pesquisa APROVADO, ficando na responsabilidade do pesquisador a entrega ao CEP dos
documentos que nao foram assinados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 13/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1539121.pdf 15:09:38
Projeto Detalhado / [PROJETO_DE_PESQUISA_PARA_PO | 13/04/2020 |PIERRI EMANOEL Aceito
Brochura STAR.doc 15:08:40 |DE ABREU
Investigador OLIVEIRA
Declaragéo de CARTA_DE_ANUENCIA. pdf 13/04/2020 | PIERRI EMANOEL Aceito
Instituicéo e 15:07:03 |DE ABREU
Infraestrutura OLIVEIRA
Declaragédo de TERMO_DE_COMPROMISSO_PESQUIl 13/04/2020 |PIERRI EMANOEL Aceito
Pesquisadores SADOR RESPONSAVEL.pdf 15:06:32 |DE ABREU
Declaracgédo de TERMO_DE_COMPROMISSO_PESQUIl 13/04/2020 |PIERRI EMANOEL Aceito
Pesquisadores SADOR PARTICIPANTE.pdf 15:06:00 |[DE ABREU
Cronograma CRONOGRAMA.docx 13/04/2020 | PIERRI EMANOEL Aceito

15:04:55 |DE ABREU
Orgamento ORCAMENTO.docx 13/04/2020 | PIERRI EMANOEL Aceito

Endereco: Centro de Ciéncias Médicas, 3° andar, Sala 14 - Cidade Universitaria Campus 1

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAO PESSOA
Telefone: (83)3216-7308 E-mail: comitedeetica@ccm.ufpb.br

Pagina 03 de 04



UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
MEDICAS DA UNIVERSIDADE
- FEDERAL DA PARAIBA /CCM

Continuagéo do Parecer: 4.003.352

Orgamento ORCAMENTO.docx 15:04:32 | ABREU OLIVEIRA Aceito
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 13/04/2020 |PIERRI EMANOEL Aceito
Assentimento / 15:03:24 |DE ABREU

Justificativa de OLIVEIRA

Auséncia

Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 13/04/2020 | PIERRI EMANOEL Aceito

14:38:25 [DE ABREU
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
JOAO PESSOA, 02 de Maio de 2020
Assinado por:
Cristina Wide Pissetti
(Coordenador(a))
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Meu nome é Pierri Emanoel de Abreu Oliveira, eu sou pés-graduando Programa de
Pés-Graduacao em Biologia Celular e Molecular e o Sr. (a) est4 sendo convidado (a), como
voluntario (a), a participar da pesquisa intitulada sobre “Avaliacdo comparativa entre os
efeitos coagulante e anticoagulante de peconhas brutas e de proteinas isoladas de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus de farmacos anticoagulantes comerciais”.

JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E PROCEDIMENTOS: Diversos mecanismos
farmacoldgicos como a cascata de coagulacdo, a fibrindlise, a neurotransmisséo na jungao
neuromuscular, o processo inflamatério e o sistema complemento tém sido elucidados
gracas a estudos envolvendo peconhas ofidicas. Por isso, estudos dos efeitos da peconha
bruta e do mecanismo de acdo de suas proteinas isoladas permitem compreender a
fisiopatologia do empegonhamento, por conseguinte o desfecho clinico, aumentando a
possibilidade de desenvolver terapias personalizadas e reduzir as sequelas decorrentes do
ofidismo.

DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFICIOS: Essa pesquisa pode oferecer risco
minimo previsivel ao voluntario, visto que sera realizada puncdo venosa periférica, dessa
forma o paciente pode sentir um leve desconforto e dor na coleta, risco esse que sera
minimizado uma vez que o procedimento vai ser realizado por profissional biomédico ou
outro profissional habilitado para tal atividade. Além disso, o procedimento de coleta
obedecera todas as normas de biosseguranca. Esta pesquisa pode trazer beneficios como
a identificacdo de um potencial anticoagulante novo originario a partir de proteinas ofidicas
de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus, além de conhecer, in vitro, a alteragédo das
caracteristicas hemostaticas promovidas pelas proteinas ofidicas.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA: Caso os doadores
apresentem algum tipo de desconforto serdo encaminhados para a Unidade de Pronto
Atendimento mais préxima ao local de coleta.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO:Os voluntarios serdo esclarecidos sobre a pesquisa em qualquer aspecto que
desejar, sendo livre para recusar-se a participar da pesquisa, retirar seu consentimento ou
interromper a participagcédo a qualquer momento. A sua participacéo é voluntaria e a recusa
em participar ndo ira acarretar qualquer penalidade ou perda de beneficios. O pesquisador
ird tratar a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo. Os resultados do exame
clinico, procedimento, da pesquisa, permanecerdo confidenciais podendo ser fornecidos
apenas para os voluntarios. Seu nome ou o material que indique a sua participacéo néo sera
liberado sem a sua permissdo. Vocé nao sera citado(a) nominalmente ou por qualquer outro
meio que o identifique individualmente ou em nenhuma publicacdo que possa resultar deste
estudo. Uma cépia deste consentimento assinada pela gestante ficara sob a
responsabilidade do pesquisador responséavel e outra seré fornecida a gestante.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZA(;AO POR
EVENTUAIS DANOS: A participacdo no estudo ndo acarretara custos para os voluntarios e
nao sera disponibilizada nenhuma compensacao financeira adicional. Nao é previsivel dano
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decorrente dessa pesquisa as gestantes e caso haja algum, sera garantido indenizagéo por
parte do proponente.

DECLARACAO DO PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELO
PARTICIPANTE: Eu, , fui
informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci
todas minhas duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informacoées,
poderei desistir de participar da pesquisa se assim o desejar. Os pesquisadores Pierri
Emanoel de Abreu Oliveira certificaram-me de que todos os dados desta pesquisa serédo
confidenciais, no que se refere a minha identificagéo individualizada, e deverao ser tornados
publicos através de algum meio. Elas se comprometem seguir os padrdes éticos definidos
na Resolucdo CNS 466/12. Também sei que em caso de dlavidas poderei contatar com o
pos-graduando Pierri Emanoel de Abreu Oliveira, residente na cidade de Jodo Pessoa- PB,
telefone: 83-99656-4836 e e-mail: pierre.eao@gmail.com ou a professor orientador: Daniela
Priscila Marchi Salvador, telefone 83 99916-5909 e atravées do e-mail:
danimarchi@dbm.ufpb.br. Além disso, fui informado que em caso de dividas com respeito
aos aspectos éticos deste estudo poderei consultar o Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude, situado Centro de Ciéncias da Saude - 1° andar, Campus | -
Cidade Universitaria CEP: 58.051-900 - Jodo Pessoa-PB. Declaro que concordo em
participar desse estudo. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido
e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Nome Assinatura da Participante Data

Nome Assinatura da Participante



