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RESUMO

Acidentes ofidicos (ofidismo) sdo listados, pela Organizacdo Mundial de Saude, como doenca
tropical negligenciada e sdo considerados um problema de saude publica. Dentre as atividades
desencadeadas pelo empeconhamento por Crotalus durissus terrificus, a coagulante é curiosa
e contraditoria, pois a pegonha apresenta, em sua composicdo, proteinas precursoras da
coagulacdo e proteinas anticoagulantes. O presente trabalho descreve, in vitro, a atuacdo da
peconha bruta, de fracbes proteicas e proteinas purificadas da peconha de Crotalus durissus
terrificus sobre os fatores de coagulacdo da hemostasia secundaria do plasma humano. A
atividade coagulante e/ou anticoagulante da peconha bruta, fracGes proteicas e proteinas
purificadas foram avaliadas diretamente sobre o plasma citratado humano e as alteracGes no
Tempo de Protrombina (TP) e no Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) foram
aferidos com kits comerciais. Os coagulos formados na presenca da peconha bruta, da fracédo
proteica #7 e da Giroxina apresentaram-se como uma massa hialina de textura flexivel e
pontual. A avaliacdo do tempo de formacdo dos coagulos na presenca das fracdes proteicas #1
até #6 e das proteinas isoladas Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina, apés a
aplicacdo dos testes comerciais (PT e APTT), possibilitou inferir que essas proteinas interferem
em todas as vias da cascata de coagulagdo. Por conseguinte, as proteinas Crotoxina A,
Crotoxina B, Crotoxina e Crotamina podem atuar de forma semelhante a alguns anticoagulantes
inibidores direto de trombina, do fator Xa e do ativador da antitrombina I1l. Ainda, a Crotoxina
B pode inibir a formacdo do complexo protrombinase por interacdo direta com o fator Xa.
Consequentemente, o contetdo proteico da peconha de C. d. terrificus pode atuar de forma
sinérgica na coagulacdo e na disfuncdo e/ou inibicdo dos anticoagulantes naturais

desequilibrando a hemostasia.

PALAVRAS-CHAVE: Ofidismo; Tempo de Protrombina; Tempo de Tromboplastina Parcial

Ativada; Proteinas Anticoagulantes.



ABSTRACT

Snakebites (Ophidism) are listed by the World Health Organization as a neglected tropical
disease and are considered a public health problem. Among the activities triggered by
envenoming from Crotalus durissus terrificus snake venom, the coagulant one is intriguing and
contradictory, curious and contradictory, since the venom has, in its composition, coagulation
precursor proteins and anticoagulant proteins. The present work describes, in vitro, the
performance of crude venom, protein fractions and purified proteins of Crotalus durissus
terrificus venom on the coagulation factors of human plasma secondary hemostasis. The
coagulant and / or anticoagulant activity of crude venom, protein fractions and purified proteins
were evaluated directly on human citrated plasma. Changes in Prothrombin Time (PT) and
Activated Partial Thromboplastin Time (APTT) were measured with commercial Kits. Clots
formed in the presence of crude venom, protein fraction # 7 and Gyroxin displayed as a hyaline
flexible mass and steady state. The evaluation of the clot formation time in the presence of the
protein fractions # 1 to # 6 and isolated proteins (Crotoxin complex, Crotoxin A, Crotoxin B
and Crotamine), after the commercial tests (PT and APTT), allowed to infer that these proteins
interfere in all pathways of the coagulation cascade. Therefore, the Crotoxin A, Crotoxin B,
Crotoxin and Crotamine proteins may act similarly to some anticoagulants direct inhibitors of
thrombin, factor Xa and antithrombin Il activator. Moreover, Crotoxin B can inhibits the
formation of the prothrombinase complex by direct interaction with factor Xa. Consequently,
the protein content from C. d. terrificus snake venom can act synergistically in coagulation and

dysfunction and / or inhibition of natural anticoagulants unbalancing hemostasis.

KEYWORDS: Ophidism; Prothrombin Time; Activated Partial Thromboplastin Time;

Anticoagulants Proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1. ACIDENTES OFIDICOS

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

A peconha de serpentes € constituida por uma complexa mistura de substancias
farmacoldgicas e bioquimicamente ativas (proteinas, enzimas, peptideos e compostos
inorganicos) as quais podem apresentar diferentes atividades fisioldgicas, hematoldgicas e
neurotransmissoras. O estudo das atividades desencadeadas pelo empeconhamento contribuiu
para a descoberta de varios mecanismos moleculares envolvidos em processos fisioldgicos de
atuacdo da peconha, além de possibilitar o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para
o tratamento de doencas (FUNASA, 2001; VIEIRA, 2014).

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

Os sinais e sintomas apresentados pelo ofidismo causado pelo género Crotalus séo
tanto locais quanto sistémicos; dos locais, os mais frequentes sdo dor, edema e hemorragia,
enquanto que os sistémicos incluem alteraces nos sistemas cardiovascular, respiratorio e
urinario (OWNBY, 1982). A peconha de Crotalus durissus terrificus, a cascavel sul americana
mais estudada (FIGURA 01), apresenta atividade coagulante de pequena intensidade
(FUNASA, 2001; LEIS & CHEBABO, 2001). Testes de coagulacdo comerciais como 0S
utilizados para avaliar o Tempo de Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada (TTPA) podem ser aplicados para identificar quais fatores de coagulacdo estdo
comprometidos e, assim, caracterizar a patologia.

A composicdo da peconha e os aspectos clinicos e laboratoriais decorrentes do
ofidismo causado pelas subespécies Crotalus durissus terrificus e C.d collineatus sdo os mais
estudados (ALMEIDA et al., 2015; RANGEL-SANTOS et al., 2004). MELANI et al. (2015)
caracterizaram a composi¢do molecular da peconha de Crotalus durissus terrificus (FIGURA

02) e descreveram as atividades toxicas e farmacologicas desencadeadas por suas biomoléculas.
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FIGURA 01 - Espéci adulto de Crotalus durissus terrificus. Disponivel em <http://cobrasserpentes.blogspot.
com.br/2012/09/cascavel.html>, acesso em 19/08/2016.
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FIGURA 02 - Composic¢do proteica da peconha de Crotalus durissus terrificus. Componentes toxicos: Fosfolipase
A, (PLA: incluindo crotoxina), Serino proteinase (SVSP), L-aminoacido oxidase (LAAO), Metaloprotease
(SMVP), Lectina do tipo C (SnaClLec), Fator de crescimento endotelial vascular (SVVEGF), Fosfodiesterase
(PDE), Crotamina (CRO), Hialuronidase (HYA), ecto-5-nucleotidase (extremidade 5'), Fator de crescimento do
nervo (SVNGF), Proteina secretdria rica em cisteina (CRISP), Fosfolipase B (PLB), Potenciadores de bradicinina
e Peptideos natriuréticos do tipo C (BNP); Componentes nao-toxicos: Peptideo glutaminilo ciclotransferase
(GPCT), Alfa-desoxirribonuclease-2 (DNase), Peptidil-prolilcis-trans isomerase (PPI), Transferrina (TF),
Polipeptidio proativador (PSAP), CPVL serino carboxipeptidase (CVLP), Dissulfureto isomerase proteina (PDI),
Pepressor celular de genes 1 estimulado por ELA (CREG1), Enzima conversora da angiotensina (ACE), Proteina
1 de proliferacdo neural e diferenciacdo/controle (NPDC), Albumina sérica (AS), Proteina de choque térmico
(HSP), Inibidor de fosfolipase Az (PLI), e Catepsina (CTS). Fonte: MELANI et al, 2015.

v Crotoxina (CTX): principal componente ativo da peconha de C. d. terrificus. Foi a
primeira toxina animal isolada (FAURE & BON, 1987; SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT,
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1938) e caracterizada como uma neurotoxina de agdo pré-sinaptica que atua nas terminagdes
nervosas inibindo a liberacdo de acetilcolina (neurotransmissor responsavel pela transmisséo
do estimulo nervoso). A CTX é um complexo heterodimérico formado por dois componentes
ligados ndo covalentemente. A Crotoxina A (CA) ou crotapotina, possui ponto isoelétrico (pl)
de 3,4 (componente acido) e massa molecular entre 8 e 9kDa (HENDON, 1976; AIRD et al.,
1986, 1990). A Crotoxina B (CB) ou fosfolipase A> (Asp49-PLA>), possui pl de 8,6
(componente basico), massa molecular entre 14 e 16kDa (MARCHI-SALVADOR et al., 2008)
e foi descrita por SOARES et al. (2001) como um potente anticoagulante. Estas duas
subunidades agem de forma sinérgica. A crotoxina B bloqueia a transmissdo neuromuscular
inibindo a liberacdo de acetilcolina causando paralisia motora e respiratéria (VITAL-BRAZIL
& EXCELL, 1971). A crotapotina é enzimaticamente inativa, porém atua como uma chaperona
para a CB inibindo a sua atividade enzimética e neurotdxica até que o complexo crotoxina atinja
o local de atuagdo do componente basico (BREITHAUPT, 1976; HABERMANN &
BREITHAUPT, 1978). A crotapotina potencializa a toxicidade da fosfolipase A2 “in vivo” mas,
inibe sua atividade hemolitica “in vitro” (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971;
RUBSAMEN et al, 1971). Diversas isoformas, tanto da CA como da CB foram isoladas e
sequenciadas (FAURE et al., 1994; FAURE & BON, 1988). A andlise da sequéncia de residuos
de aminoécidos de isoformas CB indicou a presenca de duas isoformas principais que diferem
entre si por oito residuos de aminoacidos. Estas substituicGes resultam em modificacGes de
atividades enzimaticas e farmacoldgicas: uma das isoformas, apresenta baixa atividade
enzimatica e alto potencial letal, enquanto que a outra é menos toxica, contudo exerce elevada
atividade enzimatica (FAURE et al., 1994; FAURE & BON, 1987, 1988).

v Crotamina (CTM): toxina capaz de induzir a despolarizacao do potencial da membrana
por se ligar aos canais de sodio causando o influxo deste céation em células musculares
(CAMILLO et al., 2001; MARCUSSI et al.,, 2011; PRADO-FRANCESCHI & VITAL-
BRAZIL, 1981; TOYAMA & CARNEIRO, 2000). MANCIN et al (1998) descreveram uma
CTM neurotoxica, de massa molecular de 4,88 kDa, capaz de induzir um efeito analgésico
dependente de dose e tempo através de um mecanismo de agdo opioide, 30 a 50 vezes mais
potente do que a morfina. KERKIS et al (2004) relataram que a Crotamina pode penetrar em
celulas em divisdo e se alocar no nucleo.

v Giroxina (GRX): caracterizada como uma serinoprotease neurotdxica, monomerica e
de massa molecular estimada em 34kDa (RAW et al., 1986). A GRX apresenta atividade
semelhante a trombina; possui um Unico dominio tripsina semelhante ao subdominio

serinoprotease da trombina apresentando atividades esterasica (BARRABIN et al., 1978)
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amidasica e fibrinogenolitica (ALEXANDER et al., 1988). A maioria das enzimas similares a
trombina, como a Giroxina, clivam somente a cadeia Aa do fibrinogénio, proximo aos residuos
de aminoécidos Arg*-Gly!’, localizados na regido N-terminal, formando o fibrinopeptideo A,
0 que origina uma forma frouxa (ou soluvel) de fibrina (ALEXANDER et al., 1988;
KAMIGUTI et al, 1998; YONAMINE et al., 2009, 2014). Alem de atuar sobre a coagulacéo,
a GRX apresenta acentuada atividade neurotdxica, diferenciando-a de outras serinoproteases
existentes. BARRIO (1961) descreveu que a GTX apresenta capacidade de induzir, em animais
de experimentacdo, alteracbes de equilibrio tipicas de fendbmenos motores causando uma
sindrome convulsiva, caracterizada por movimentos rotacionais em volta do eixo central do
corpo.

v Convulxina (CVX): descrita por PRADO-FRANCESCHI e VITAL-BRAZIL (1981)
como uma neurotoxina de massa molecular de 68kDa indutora de distirbios respiratérios e
circulatérios e por MURAKAMI et al. (2003) como uma glicoproteina heterodimérica da
familia das lectinas tipo C. Atua como um potente ativador de plaquetas de acdo trombotica
(ativa plaquetas através de receptores de colageno de plaquetas p62), porém ndo interfere nos
fatores da cascata de coagulacdo (POLGAR et al., 1997; MURAKAMI et al., 2003).

Dentre as atividades desencadeadas pelo envenenamento por C d terrificus, a mais
contraditéria é a coagulante. A peconha € composto por proteinas que sdo precursoras da
coagulacdo, como a Convulxina e Giroxina e por proteinas que atuam sistematicamente como
anticoagulantes, como o complexo Crotoxina, a Crotoxina B e a Crotamina. A GRX cliva a
cadeia Aa do fibrinogénio formando o fibrinopeptideo A os quais se polimerizam e originam
uma rede frouxa de fibrina (CAMILLO et al., 2001; BARROS et al., 2011). Esta rede anormal
é instavel e mais susceptivel a acdo de agentes fibrinoliticos. A ndo coagulacdo sanguinea,
parcial ou total, observada em casos graves de pacientes acometidos por acidentes crotalicos
pode ser decorrente do consumo do fibrinogénio, o que leva a uma atividade hemorragica
pronunciada (FUNASA, 2001; YONAMINE et al., 2009; BARRQOS, 2010; BUCHI, 2010).

Contudo, diversos questionamentos se fazem pertinentes. Por que e como a pegonha
bruta (e algumas proteinas isoladas como a Giroxina e Convulxina) de Crotalus durissus
terrificus apresenta atividade coagulante in vitro e in vivo, pode causar hemorragia? Qual ou
quais mecanismos e interacOes proteicas pode(m) desencadear tal atividade hemorragica?

As acles e interacfes que causam os efeitos toxicos e farmacologicos fazem da
peconha de serpentes, bem como de seus constituintes, um atrativo para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos ou ferramentas a serem utilizadas no estudo de alvos moleculares presentes

em estados fisiopatologicos.
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1.2. EMBASAMENTO TEORICO

A hemostasia refere-se ao mecanismo fisiologico que previne a perda de sangue
que ocorre ap6s alguma lesdo vascular no organismo e induz a formacdo de um coéagulo,
permitindo a cicatrizagdo. A formagdo de um coagulo localizado na &rea de leséo vascular
ocorre em quatro estigios que se superpdem cronologicamente. Primeiramente, ocorre
vasoconstricdo localizada que, imediatamente, desencadeia hemostasia primaria ativando as
plaquetas, as quais aderem a matriz subendotelial exposta formando um tampédo hemostatico
primario (CAGNOLATI et al., 2007; ARMSTRONG & GOLAN, 2016)

1.2.1 Hemostasia Secundaria

A hemostasia secundéria, também denominada cascata da coagulacao, € uma série
de modificagbes de um conjunto de proteinas do plasma que tem por objetivo formar um
coagulo de fibrina estavel no local da lesdo vascular. Essas proteinas, denominadas Fatores de
Coagulacdo (TABELA 01), circulam no sangue sob a forma inativa (exceto o fator IV que é o
mineral Célcio) e sdo numeradas de | a XIII, na ordem pelo qual foram descobertas (VIEIRA,
2014).

Fatores de s ~ /x
x Denominacgédo Funcéo(des)
Coagulacéo
Fator I Fibrinogénio Formag&o do coagulo (fibrina)
. Em sua forma ativada (11a) ativa os fatores I, V, VIII, XIlII,
Fator Il Protrombina P
proteina C e plaquetas
Eator 111 Tromboplastina /  fator | Ativa o fator VII; a presenca de Ca®* é necessaria para que
tecidual ocorra esta ativacéo
Fator IV Célcio Necessario para que os fatores se ligarem aos fosfolipidios
Ativador protrombina, ou | Cofator do fator X com o qual forma o complexo
Fator V . . s .
Pré-acelerina ou fator 1abil protrombinase
Fator VII Prq—convertma o Quando ativado, ativa os fatores IX e X
estavel
Fator VIII Fator anti-hemofilico Cofator do fator IX com o qual forma o complexo tenase
Fator IX Fator de Christmas Ativa o fator X e forma o complexo tenase com o fator VIII
Fator X Fator de Stuart-Prower Ativa o fator Il e forma o complexo protrombinase com o
fator V
Fator XI Antecedente’ . Ativa o os fatores XII, IX e pré-calicreina
tromboplastinico do plasma
Fator XII Fator de Hageman Ativa a pré-calicreina e o fator XI
Fator XII1 Estabilizador de fibrina Estabiliza a fibrina ligando-se de forma cruzada

TABELA 01 - Fatores de coagulagdo, suas respectivas denominac@es e funcbes. Adaptada de ARMSTRONG &
GOLAN (2016).
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A formac&o do coagulo de fibrina envolve trés vias metabodlicas: a via intrinseca, a
via extrinseca e a via comum. Para ativar um fator de coagulacéo, € necessario uma enzima, um
substrato e um cofator ou acelerador da reacdo (LOPES et al., 2005; CAGNOLATI et al., 2007;
LEIRIA et al., 2007).

A Via Extrinseca é assim denominada por ndo conter na circulacdo sanguinea o
fator tissular (Fator I11), o qual € liberado apenas quando ocorre uma lesdo (BARROS et al.,
2015). Apos a lesdo tecidual, o Fator Illa que € ativado pelo fator lla, une-se ao Fator VII
ativando-o em Vlla e, na presenca do co-fator calcio (Fator V), promovem a ativacdo do Fator
X em Xa iniciando, assim, a via comum da coagulacdo (FIGURA 03) (ARMSTRONG &
GOLAN, 2016; SILVA, 2012; USTINOV et al, 2016).

Via intrinseca Via extrinseca
Xl Lesao tecidual
\ - Vii
z Pré-calicreina
IX Trombina (lla)
Vila
XI Xla
Caz* Xa
Trombina (lla) y
Fator
viil Vilia) X Lol Y leedusl
cah X8 Yca&
Via comum
Xa
Trombina (lla)
Vv Va | _
21 Xa
Xl
Protrombina (Il)  Trombina (lla) Ca?*
Xlliz
Ca2 >
) Polimero
Fibrinogénio Fibrina—s POliMero  de fibrina com
a0 as U° f|l3‘r;na Iigagée}s)c}rt;zadas
X }1 I ))J D 15;
‘) } )))

FIGURA 03 - Hemostasia Secundaria. Indicacdo das vias Intrinseca, Extrinseca e Comum da cascata de
coagulacdo, bem como os Fatores que atuam em cada via (Fonte: (ARMSTRONG & GOLAN, 2016).
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A Via Intrinseca possui esta denominacdo porque todos os seus fatores estdo
presentes na corrente sanguinea. Essa via € iniciada quando o Fator XII é ativado, através de
processos enzimaticos que transformam pre-calicreina em calicreina. O Xlla ativa o Fator XI
em Xla na presenca do cininogénio de alta massa molecular (HMWK). A ativacao do Fator XII
também pode ser feita in vitro atraves do contato direto com o recipiente. Ativados os Fatores
Xlla e Xla + calcio, ocorrerd a ativacdo Fator 1X; o fator 1Xa, na presenca de célcio, formara
um complexo com o fator Vllla (ativado pela trombina — Fator 11a) e o complexo Vllla/IXa
ativara o Fator X (FIGURA 03) (BARROS et al., 2015; HOSPITAL ALBERT EINSTEIN,
2012; ARMSTRONG & GOLAN, 2016; LIU et al., 2016; SILVA, 2012).

O Fator Xa é o ponto de inicio da Via Comum de coagulacdo e de intersecdo das
duas vias extrinseca e intrinseca. O fator V € ativado pelo Fator Ila; o Fator Va complexa com
o Fator Xa e, na presenca de Ca?*, cliva a protrombina (Fator 1) em trombina (Fator 1la). A
trombina desencadeia quatro importantes atividades na cascata de coagulacdo: 1. Converte, na
presenca de célcio, o fibrinogénio em fibrina, a qual se polimeriza e forma o coagulo primario;
2. Ativa, na presenca de calcio, o Fator XI1I; o XlIlla forma um polimero com a fibrina e forma
0 coagulo estavel; 3. Catalisa a ativacao dos fatores V, VIl e VIII por retroalimentacdo; 4. Ativa
as plaquetas, que liberam seus granulos, formando a agregacdo plaquetaria e gerando
microparticulas derivadas das plaquetas (FIGURA 03) (PINTAO & GARCIA, 2003;
USTINOV et al, 2016).

A formacdo do coagulo é o resultado de alteracbes complexas nos fatores de
coagulacdo que culminam na transformacao do fibrinogénio, pelo Fator lla na presenca de
calcio, em fibrina. Por consequéncia, é formado um coagulo estavel, composto ligacGes
cruzadas de fibrina + Fator Xllla e a hemorragia é cessada (BUCARETCHI et al., 2013;
FONSECA, 2005).

Apbs a formacdo do coadgulo e o controle da hemorragia, o excesso de fibrina local
é removido por fibrindlise pela atuacdo de duas proteinas: o plasminogénio e a plasmina
(GANDO et al, 2016; ICHIKAWA et al., 2016).

A plasmina é uma serino protease que degrada a rede de fibrina. Essa proteina esta
presente no organismo sob a forma de um precursor inativo, o plasminogénio. Por acdo de
ativadores end0genos ou exogenos, a estrutura molecular do plasminogénio é alterada e, este €
convertido a plasmina. A acgéo proteolitica da plasmina € maior no substrato da fibrina do que
do fibrinogénio gerando polipepetideos e peptideos denominados de produtos de degradacéo

do fibrinogénio e da fibrina (PDFF). Um desses PDFF é a antiplasmina-alfa 2, um
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anticoagulante que bloqueia a acdo da trombina e impede a fibrindlise generalizada
(ARMSTRONG & GOLAN, 2016; KOAMI et al., 2016; LIBOUREL et al., 2016).

1.2.2 Parametros Qualitativos da Hemostasia

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

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

O uso de anticoagulantes orais (inibidores diretos ou indiretos de trombina ou do
Fator Xa) causa o0 aumento do TP devido a reducéo dos niveis do Fator VI que, por conseguinte,
reduz a quantidade dos Fatores X e 11. A reducéo dos niveis dos Fatores VII, X e Il é observada,
respectivamente, apds 6, 40 e 60 horas do inicio da anticoagulacdo (REIS et al., 2005).

A avaliacdo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) é o teste de
coagulacdo utilizado para detectar a deficiéncia de fatores de coagulacdo relacionados a via
intrinseca (Fatores VIII, IX, XI e XII) e comum (Fatores I, Il, V e X). O TTPA consiste na
determinacdo do tempo de coagulacdo do plasma citratado ap6s a adicao da cefalina, um fator
de contato (Fator Xlla), que ativa reacdes da via intrinseca da coagulacdo. Deve-se ressaltar
que a cefalina ndo possui atividade de fator tissular, portanto, ndo € capaz de ativar o fator VI,
fato este que gerou sua denominacédo de tromboplastina parcial (DIAS et al., 2007; LEIRIA et
al., 2007; USTINOQV et al, 2016).

Inibidores da coagulacéo que afetam o TTPA podem ter uma acdo imediata ou ser
tempo-dependente. O aumento do TTPA pode estar relacionado a deficiéncia do Fator XII, no
entanto, essa deficiéncia ndo causa hemorragia, mas pode estar relacionada com tromboses
(DIAS et al., 2007; LEIRIA et al., 2007; MCCLEARY & KINI, 2013; SILVA et al., 2012). Na
presenca da heparina, um anticoagulante com acdo depende de antitrombina Ill, o TTPA

aumenta proporcionalmente a dose utilizada (SERRALVO et al, 2015).
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1.2.3 Principais Doencas da Hemostasia Secundaria

As coagulopatias ou doengas da coagulacdo podem ser genético-hereditarias ou
adquiridas e, ao serem diagnosticadas, podem ser devidamente tratadas (CHANG et al., 2016;
DABIRI et al., 2016). Testes de coagulacdo como o TP e TTPA podem ser aplicados para
identificar quais fatores de coagulacdo estdo comprometidos e, assim, caracterizar a patologia.

Doencas da rota extrinseca da coagulacdo

A verificagdo do TP prolongado e do TTPA normal é indicio de uma deficiéncia do
Fator VII. Essa deficiéncia pode ter origem genético-hereditaria ou ser adquirida pelo uso de
cumaricos, doencas hepaticas, deficiéncia de vitamina K ou inibidor adquirido do Fator VII
(DELABRANCHE et al., 2016; LEHMBERG et al., 2016; RIZZATTI & FRANCO, 2001).

Doencas da rota intrinseca da coagulacéo

As doencas da rota intrinseca da coagulacdo sdo caracterizadas por um TTPA
prolongado e um TP normal. As doencas genético-hereditarias incluem: Hemofilias A, Be C
(deficiéncia dos Fatores VIII, 1X e XI, respectivamente); Angioedema Hereditério tipo Il e
Moléstia de Hageman (deficiéncia do Fator XII); deficiéncia do Fator XI1I (coagulos formados
sdo instaveis e mais susceptiveis a degradacao pela plasmina), deficiéncia do Fator Fletcher
(auséncia de pré-calicreina), Doenca de von Willebrand (diminui¢do ou disfuncdo do Fator de
von Willebrand devido a diminuicdo dos niveis séricos do Fator VIII) e deficiéncia do
Cininogénio de Alto MassaMolecular (CHANG et al., 2016). Ja, os distarbios adquiridos
podem ser decorrentes de anticoagulantes como a heparina e o Iipico ou inibidores dos Fatores
VI, IX e XI (BUCARETCHI et al., 2013; RIZZATTI & FRANCO, 2001; LEHMBERG et
al., 2016).

Doencas da rota comum da coagulagdo

Os TTPA e o TP prolongados podem ser indicios de deficiéncias adquiridas ou
genética-hereditarias de um dos Fatores I, 1l, V ou X (GANDO et al, 2016). A ocorréncia de
deficiéncias genético-hereditarias dos Fatores I, Il, V e X sdo extremamente raras: deficiéncia

do Fator | - causa hemorragias de intensidade leve a grave e podem ser de dois tipos:
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hipofibrinogenemia ou afibrinogenemia; deficiéncia do Fator Il - apresenta quadro clinico
heterogéneo, com sangramentos de leve a moderada intensidade; deficiéncia do Fator V Leiden
- interfere na atuacdo da proteina C, na sua forma ativada, e causa uma predisposicao a
hipercoagulabilidade e a trombose; deficiéncia do Fator X - altera a producdo de trombina a
qual converte o fibrinogénio em fibrina e, também, ativa o fator estabilizador da fibrina (Fator
XI1) para formar o codgulo de fibrina hemostatico. Doengas adquiridas como a deficiéncia de
vitamina K, doencas hepaticas, anticoagulante lipico ou heparina, inibidores dos Fatores |1, V
ou X e Coagulacdo Intravascular Disseminada (CIVD) também podem causar um
prolongamento do TP e do TTPA (LIBOUREL et al., 2016; RIZZATTI & FRANCO, 2001;
SANO-MARTINS & DAIMON, 1992).

A CIVD ou coagulopatia de consumo € uma sindrome secundaria adquirida
caracterizada pela ativacdo desordenada da coagulacdo que pode ser causada por distdrbios
hemodindmicos. Para desencadear a CI\VVD é necesséario que o Fator 111 (Fator tissular) e o Fator
Vlla formem o complexo I11/VIla, o qual vai desencadear a via extrinseca e comum da
coagulacao e ativar a protrombina, a qual serd convertida em trombina. A presenca de trombina,
além de quebrar o fibrinogénio em fibrina, aumenta os niveis do inibidor do ativador de
plasminogénio (PAI) e ativa diretamente os Fatores V e VIII. A néo ativagéo do plasminogénio
ndo permite a fibrindlise gerando um acimulo de fibrina. Ainda, para formar fibrina, é
necessario o consumo de quase todos os fatores de coagulacdo; o acimulo de fibrina desregula
a hemostasia que, consequentemente, causara inibicdo ou disfuncdo dos anticoagulantes
naturais como antitrombina Ill, proteina C, proteina S e inibidor da via do fator tissular
resultando em manifestacbes hemorragicas. Contudo, o acimulo de fibrina depositado na
microvasculatura forma trombos que podem causar o tromboembolismo venoso (PINTAO &
GARCIA, 2003; LOPES et al., 2005; GANDO et al, 2016; LIBOUREL et al., 2016).

1.2.4 Mecanismo de Acdo de Alguns Anticoagulantes Comerciais

Inibidor da Trombina e do Fatores 1Xa, Xa, Xla e Xlla

Heparina néo fracionada: mucopolissacarideo de carga negativa; seu mecanismo

de acdo é dependente de antitrombina Ill. A antitrombina Il inativa a trombina e inibe os
Fatores 1Xa, Xa Xla e Xlla (LANGELOH et al., 2012; ICHIKAWA et al., 2016).
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A heparina ndo fracionada atua de duas formas: 1. Como superficie catalitica da
antitrombina 111, permitindo a interagdo da antitrombina |1l tanto com a trombina como o0s
Fatores ativados IX, X, Xl e XII e 2. Induzindo mudanca conformacional no sitio catalitico da
antitrombina 11, tornando-o mais especifico para interagir com a trombina e os Fatores 1Xa,
Xla e Xlla (FIGURA 04) (ARMSTRONG & GOLAN, 2016).

N .
ATIN + Heparina —_— —
ATII
. Moléculas endégenas
Yo semelhantes a heparina ou S
. . heparina nao-fracionada eparina
Antitrombina [11 ex6gena
Fatores da Fatores da
coagulacao ativos coagulacao
inativos
: [ [ [
Trombina | Trombina _Trombina
) ) AT — ) ATIN
[ d =
Heparina
Xa r
[y
_— AT | —— s AT | —— e -"I,qn" + Heparina
IXa = a — ~
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FIGURA 04 — Mecanismo de acdo da heparina. (A) Complexo Antitrombina 111 (ATIII) e Heparna; (B) A ligacao
da heparina a ATl induz alterac@o conformacional da ATIII e permite sua interagcdo com a Trombina ou com um
dos fatores 1Xa, Xa, Xla e Xlla. (Fonte: ARMSTRONG & GOLAN, 2016).

Quando a concentracdo de heparina no plasma é de 0,1 a 1,0 unidade/mL, a
trombina e os Fatores IXa e Xa s&o rapidamente inibidos pela antitrombina 111 resultando no
prolongamento do TTPA, porém o TP é muito pouco alterado (LANGELOH et al., 2012;
ARMSTRONG & GOLAN, 2016; SERRALVO; ZAMBOTI; FAVERO, 2015; ICHIKAWA et
al., 2016).

Inibidores do Fator Xa

1. Heparina de baixo massamolecular: atua como superficie catalitica da
antitrombina I1l mas, ndo promove a interacdo desta com a trombina, no entanto induz mudanca
conformacional na antitrombina Ill para permitir sua interagdo com a trombina ou com 0s
Fatores IXa, Xla e Xlla (ARMSTRONG & GOLAN, 2016).
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2. Fondaparinux: pentassacarideo sintético andlogo a heparina de baixo
massamolecular que inibe, seletivamente, a a¢éo do Fator Xa. O fondaparinux induz mudanga

conformacional na antitrombina Ill para que esta interaja com o Fator Xa (FIGURA 05)

(LANGELOH et al., 2012; ARMSTRONG & GOLAN, 2016; ICHIKAWA et al., 2016).
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FIGURA 05 - Atividade farmaco-receptor de diferentes classes de anticoagulantes e seus mecanismos de agdo

sobre a trombina e/ou Fator Xa (Fonte: ARMSTRONG & GOLAN, 2016).
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Inibidores Diretos da Trombina

1. Lepirudina: polipeptidio recombinante derivado da hirudina, uma proteina
isolada da sanguessuga medicinal. Esse farmaco interage, com alta afinidade, a dois sitios na
molécula de trombina: o sitio catalitico e o “exossitio” (sitio de orientacdo a substratos
proteicos; quando esta regido ndo esta disponivel, impede a ativacdo dos Fatores | e XIII)
(ARMSTRONG & GOLAN, 2016).

2. Bivalirudina e Argatroban: farmacos inibidores especificos da trombina devido
a interacdo com o sitio catalitico da molécula (FIGURA 05) (ARMSTRONG & GOLAN, 2016;
TUMMALA et al., 2016).

A sintomatologia causada pelo empeconhamento por Crotalus durissus terrificus
coincide com alguns sintomas observados no desencadeamento de coagulopatias adquiridas.
Ha diversos relatos na literatura de Coagulac&o Intravascular Disseminada (CIVD) causada por
ofidismo (HAN et al,1996; KIN et al, 2008; MADWAGE, 2014; LEE, 1996).
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OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Descrever, in vitro, a atuacdo da peconha bruta, de fracdes proteicas e proteinas
purificadas da peconha de Crotalus durissus terrificus sobre os fatores de coagulacdo das vias

extrinseca, intrinseca e comum da cascata de coagulacao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Fracionar e descrever o perfil proteico da pegonha bruta de Crotalus durissus terrificus.

- Avaliar o efeito coagulante da peconha bruta, de fracGes proteicas e de proteinas purificadas

da peconha bruta de C. d. terrificus, in vitro, sobre o plasma citratado humano.

- Determinar o Tempo de Protrombina (TP), na formacdo de codgulo do plasma citratado
humano, na presenca de fracdes proteicas e de proteinas purificadas da pe¢onha bruta de C. d.

terrificus.

- Determinar o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), na formac&o de coagulo do
plasma citratado humano, na presenca de fracdes proteicas ou de proteinas purificadas da

peconha bruta de C. d. terrificus.

- Correlacionar o grau de anticoagulacao do plasma citratado humano na presenca de proteinas
ou fracbes proteicas isoladas da peconha bruta de C. d. terrificus com as atividades

farmacoldgicas desencadeadas por anticoagulantes comerciais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PLASMA HUMANO CITRATADO E KITS DE COAGULACAO

O sangue de voluntarios sadios foi colhido em tubos de ensaio a vacuo contendo
3,2% (0,109M) de citrato de sddio (1:9). O citrato de sddio age como um quelante, ligando-se
aos ions de célcio e interrompendo a cascata de coagulacdo (AMORIN et al, 2010).

As amostras de sangue foram centrifugadas a 3.000rpm por 15 minutos; o plasma
foi separado em tubos do tipo falcon de 15mL e imediatamente utilizados. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salide — CEP/CCS/UFPB
sob 0 nimero CAAE: 60251516.0.0000.5188 (ANEXO 01), de acordo com as normas éticas
estabelecidas pela Norma Operacional n® 001/2013 - Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos e da Resolugdo 466/12 - A Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa - CONEP do Conselho Nacional de Satde do Ministério da Saude.

Os kits de coagulacdo PT HEMOSTASIS Ref. 501 (lote #5005) e APTT
HEMOSTASIS Ref. 602, comercializados pela Labtest Diagnostica S.A., utilizados para
avaliar, respectivamente, o0 Tempo de Protrombina e o Tempo de Tromboplastina Parcial

Ativada foram adquiridos comercialmente.

3.2. PECONHA BRUTA E PROTEINAS ISOLADAS

O pool de peconha bruta da serpente Crotalus durissus terrificus foi coletado,
liofilizado e cedido pela Prof®.. MSc. Paula Helena Santa Rita, coordenadora do Biotério da
Universidade Catélica Dom Bosco — UCDB, conforme “Acordo de Cooperagdo Técnica e
Cientifica entre a UFPB e UCDB” (ANEXO 02) ¢ “Termos de Procedéncia de Pegonhas
Ofidicos” (ANEXO 03).

As proteinas Giroxina, Convulxina, Crotamina, Crotoxina, Crotoxina A e
Crotoxina B foram purificadas da peconha bruta de Crotalus durissus terrificus, caracterizadas
biogquimicamente e cedidas pelo Prof. Dr. Andreimar Martins Soares da Fundagdo Oswaldo
Cruz — Fiocruz, Rondénia, RO.

A Giroxina (GRX) foi purificada utilizando-se dois passos cromatograficos: gel

filtracdo em coluna Sephadex G-75 e afinidade em coluna Benzamidina-Sepharose 6B, de
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acordo com SEKI et al. (1980). A Convulxina (CVX), a Crotamina (CTM) e a Crotoxina (CTX)
foram isoladas em coluna Sephadex G-75 por cromatografia de gel filtracdo conforme descrito
por TOYAMA et al (2000). A Crotoxina A (CA) ou Crotapotina foi purificada por
cromatografia liquida de fase reveresa utilizando coluna C18, de acordo com DE OLIVEIRA
et al (2003). A Crotoxina B (CB) ou Fosfolipase A> bésica foi isolada por cromatografia de
troca ibnica em coluna de CM-Sefarose conforme descrito por SOARES et al (1998).

A peconha bruta, as fracdes proteicas e as proteinas isoladas de C. d. terrificus
liofilizados foram acondicionados em congelador (-10°C) e, para realiza¢do dos experimentos
de coagulacdo ou para analise do grau de anticoagulacdo, foram solubilizados em Tampéao
Fosfato Salina (PBS - 10x, pH 7,4) e utilizados imediatamente (durante a realizacdo dos
experimentos, as amostras solubilizadas foram mantidas em banho de gelo para evitar a

desnaturacdo de proteinas).

3.3. FRACOES DA PECONHA DE Crotalus durissus terrificus

3.3.1. Cromatografia Liquida de Fase Reversa

O perfil cromatografico da peconha bruta de Crotalus durissus terrificus foi obtido
por Cromatografia Liquida de Fase Reversa utilizando cromatografo UFLC (Ultra Flow Liquid
Chromatography — LC-6AD, Shimadzu Corporation) e coluna C18 (Shimadzu Shim-Pack
CLC-ODS (M) - comprimento da coluna: 25cm x 4,6mm, didmetro do poro: 100A, didmetro
da particula: 5um) utilizando a metodologia proposta por CALVETE e colaboradores (2007).

Para obter as fracGes proteicas foram utilizados 6,35mg da peconha bruta de C. d.
terrificus solubilizado em 500pL de 0,05% de Acido Trifluroacético (TFA) / 5% Acetonitrila
(ACN) centrifugado a 13000rpm por 10 minutos a 4°C. A coluna foi previamente equilibrada
com o Tampdo A (0,1% de TFA em agua destilada e deionizada) e a eluicdo foi realizada com
gradiente de 0% a 100% Tampéo B (66,5% de ACN em 0,1% de TFA). O gradiente linear
empregado para eluigéo das fracGes foi de 0% de Tampé&o B por cinco minutos seguidos por 0
a 30% de Tampéo B durante 10 minutos; 30 a 70% de Tampdo B durante 60 minutos; 70 a
100% Tampéo B por 10 minutos e 100% de Tampéo B por 5 minutos. O fluxo de eluicéo
empregado foi de 1,0mL/min. Os picos proteicos foram monitorados através da determinacéao
da absorbéncia a 280nm e as fracGes obtidas foram coletadas automaticamente sob temperatura

constante de 4°C, acima de 25mAU.
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A concentracdo tedrica das fracdes proteicas foi aferida em espectrofotdmetro
(NanoDrop 2000c, Thermo Scientific) com absorbancia (ABS) de 280nm, considerando 1 ABS
= 1,0mg/mL. A quantidade proteica, em miligramas, contida em cada fracdo foi estimada
através da multiplicacéo da concentracdo medida pelo espectrofotémetro e a quantidade de cada

fracdo proteica coletada, em mililitros.

3.3.2.  Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo Dodecil Sulfato de Sadio
(SDS-PAGE)

As eletroforeses em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) foram realizadas com gel de separacdo a 13% de Bis-Acrilamida em um sistema
desnaturante e reduzido conforme adaptacdes da técnica descrita por LAEMMLI (1970).

Para preparar um gel de separacdo a 13% de Bis-Acrilamida foram utilizadas as
solugdes: 2,165mL de Bis-Acrilamida a 30%; 0,5mL de Tris-HCI pH 8,8 a 1,5M; 50uL de SDS
a 10%; 2,3mL de Agua deionizada; 5uL de N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamino (TEMED) e
33,5uL de Persulfato de Aménio (PA) a 10%. O gel de empilhamento, a 4% de Bis-Acrilamida,
foi preparado com 332,5 pL de Bis-Acrilamida a 30%; 250uL de Tris-HCI pH 6,8 a 0,5M,
25uL de SDS a 10%; 2,3mL de Agua deionizada, 2,5uL de TEMED e 17pL de PA a 10%.

As amostras aplicadas na SDS-PAGE continham 10uL da fracdo obtida dissolvida
em 5uL de tampao de amostra (Tris-HCI pH 6,8 a 0,05M; SDS a 10%; Azul de Bromofenol;
Glicerol e f-mercaptoetanol). Apos preparadas, as amostras foram aquecidas por cinco minutos
a 100°C, rapidamente centrifugadas e aplicadas no gel.

As amostras foram separadas sob corrente constante de 25mA, em temperatura
ambiente, utilizando Tampdo de Corrida Tris-Glicina. O padrdo de massa molecular utilizado
foi o PageRuler Plus comercializado pela Thermo Scientific contendo 9 padrfes de massa
molecular entre 250 e 10kDa (250, 130, 100, 55, 35 e 15kDa em azul, 70 e 35 kDa em vermelho
e 10kDa em verde). O gel foi corado com Azul de Coomassie Brilhante G-250, durante 2 horas,
sob agitacdo a 40°C e descorado com agua deionizada: etanol: acido acético (6:3:1).

As analises do perfil cromatografico da pegonha bruta e da SDS-PAGE das fragdes
proteicas foram realizadas em colaboragdo com o Dr. Guilherme Henrique Marchi Salvador do
Departamento de Fisica e Biofisica, Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural, Instituto de
Biociéncias (IBB) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, SP.
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3.4. ATIVIDADE COAGULANTE

3.4.1. Peconha Bruta de Crotalus durissus terrificus

A avaliagéo da atividade coagulante foi realizada de acordo com adaptagdes da
metodologia previamente descrita por ALVARADO e GUTIERREZ (1988), utilizando plasma
citratado humano.

Para a realizacdo dos experimentos de coagulacdo, 100 uL de plasma humano
citratado foi distribuido em cada tubo de ensaio e mantido em banho-maria a 37°C. Quatro
diferentes quantidades da peconha bruta de C. d. terrificus (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug, solubilizados
em PBS - 10x, pH 7,4) foram adicionadas, separadamente, em cada tubo de ensaio contendo o
plasma e o tempo (em segundos) para a formacdo do coagulo foi anotado. Todos 0s

experimentos para avaliacdo do tempo de coagulagdo foram realizados em triplicata.

3.4.2. Tempo de Protrombina (TP)

Para determinar o tempo de coagulagdo do plasma humano citratado ap6s a adicdo
de tromboplastina e calcio em temperatura constante de 37°C foi utilizado o teste de coagulacao
PT HEMOSTASIS, Ref. 501 (lote #5005), seguindo a metodologia descrita nas “instru¢des de
uso” (ANEXO 04).

Para avaliar o tempo de protrombina (TP) do plasma referéncia (controle) foi
colocado, em tubo de ensaio de vidro, 100uL de plasma humano citratado + 8,0uL de Tampé&o
Fosfato Salina (10x, pH 7,4) incubados em banho-maria, por 120 minutos, a 37°C. Decorrido
o tempo de incubacdo, adicionou-se 200uL do Reagente 1 (tromboplastina extraida do cérebro
de coelho >2% em tampao tricina 74,8 mmol/L, cloreto de célcio 22,2 mmol/L, azida sddica
2,15mmol/L e estabilizantes) e o crondémetro foi disparado; o contetdo do tubo foi
homogeneizado e, ap6s nove (9) segundos, o tubo foi removido do banho-maria para
observacdo, em intervalos menores que 1 segundo, da formacéo do codgulo. O cronometro foi
imediatamente parado e o tempo decorrido para a formacéo do coagulo foi registrado.

O TP do plasma citratado humano na presenca das fraces proteicas ou proteinas
isoladas da peconha bruta de C. d. terrificus foi aferido conforme o descrito para o controle,
substituindo-se o PBS pelas amostras (fracfes proteicas e proteinas isoladas da pegonha bruta
de C. d. terrificus que ndo coagularam o plasma citratado humano) em diferentes quantidades
(0,5,1,0,2,0e4,0ug).
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Todos os experimentos para avaliar o tempo de coagulacdo do plasma humano
citratado apds a adicdo de tromboplastina e célcio, em temperatura constante de 37°C (na
presenca ou auséncia das amostras em analise), foram realizados em triplicata.

O grau de anticoagulacdo, foi avaliado pelo valor de Relacdo dos tempos de
Protrombina (R), onde esse célculo é arazéo entre o resultado de um TP de referéncia (Controle)
e o TP da amostra avaliada (Equacéo #1).

Tempo em segundos do plasma da amostra .
R = —— Equacao #1
Tempo em segundos do plasma de referéncia

A Organizacdo Mundial de Satde, OMS, recomenda que o resultado obtido no TP,
independentemente de sua finalidade, seja expresso em Relacdo Normalizada Internacional
(RNI). O valor de RNI relativo a cada valor de R e a Atividade de Protrombina (A%) foram
consultados na “Tabela de Conversdo em Relacdo (R), Relacdo Normalizada Internacional
(RNI) e Atividade de Protrombina (A%)” que acompanhou o teste de coagulagdo PT
HEMOSTASIS Labtest Ref. 501 (lote #5005) (ANEXO 05). Ainda, a OMS preconiza que 0
valor de RNI em pessoas sadias deva ser entre 1,0 e 1,08.

A avaliacdo da reducdo do valor da Atividade de Protrombina, em porcentagem

(rA%), para cada amostra analisada, foi calculado de acordo com a Equacéo #2.

rA% = 100% — A% Equacao #2

3.4.3. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA)

A determinacao do tempo de coagulacdo do plasma humano citratado apés a adicéo
de célcio, na presenca de uma cefalina (acido elargico), em temperatura constante de 37°C, foi
realizada pelo teste de coagulacdo APTT HEMOSTASIS, Ref. 502, seguindo a metodologia
descrita nas “instrugdes de uso” (ANEXO 06).

Para avaliar o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) tanto do plasma
referéncia (controle) como das proteinas isoladas (Crotamina, Crotoxina, Crotoxina A e
Crotoxina B) em diferentes quantidades (0,5ug; 1,0ug, 2,0ug e 4,0ug) foi colocado, em tubo
de ensaio de vidro, 100uL de plasma humano citratado + 8,0uL de PBS (10x, pH 7,4) ou

proteinas isoladas e incubados em banho-maria (37°C), por 120 minutos. Transcorrido o tempo
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de incubacéo, adicionou-se 100uL do Reagente 1 (>99umol/L de acido elargico, >0,007% de
fosfolipidio de cérebro de coelho; 320 mmol/L de fenol, 0,005% de albumina bovina e
estabilizantes), homogeneizou e incubou em banho-maria a 37°C, por 4 minutos; acrescentou-
se 100pL do Reagente 2 (20 mMol/L de cloreto de calcio e <0,095% de azida sodica) e o
crondmetro foi imediatamente disparado; o contetido do tubo foi homogeneizado e mantido no
banho-maria a 37°C por mais 20 segundos; decorrido o tempo, o tubo foi removido do banho-
maria para observar (em intervalos menores que 1 segundo) a formacgdo do coagulo. O
cronometro foi imediatamente parado e o tempo decorrido para a formacdo do coagulo foi
registrado.

Todos os experimentos para avaliar o tempo de coagulacdo do plasma humano
citratado ap6s a adicdo de calcio e o acido elargico (cefalina ou fator de contato), em
temperatura constante de 37°C (ha presenca ou auséncia das amostras em analise), foram

realizados em triplicata.

3.4.4. Andlise Estatistica dos Dados

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média
(EPM) e analisados estatisticamente empregando-se o teste One-way ANOVA e os valores de
p < 0,05 foram considerados significantes (ns: valor de p<0,05; *: valor de p<0,01; * % valor
de p<0,001; * % *: valor de p<0,0001 e * % % % valor de p<<0,0001). Todos os resultados
foram analisados pelo programa GraphPad Prism versdo 6.0 (GraphPad Software Inc., San
Diego CA, E.U.A)).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OBTENCAO DAS FRACOES PROTEICAS DA PECONHA DE Crotalus

durissus terrificus

A peconha bruta de Crotalus durissus terrificus foi fracionado, por cromatografia
liquida de fase reversa, em oito picos, denominados FrO a Fr7. A Fr0 foi coletada,
automaticamente, antes dos cinco minutos iniciais, quando ainda ndo havia iniciado o gradiente
linear (0% de Tampédo B). (FIGURA 06).
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FIGURA 06 - Cromatograma da cromatografia liquida de fase reversa da pegonha bruta de Crotalus durissus
terrificus obtidas por Cromatografia Liquida de Fase Reversa, utilizando uma coluna C-18. As fragdes foram
coletadas, automaticamente, acima de 25mAU (linha azul) sob temperatura constante de 4° C (Fonte: Pesquisa
direta, 2014-2016).

A Frl foi separada com 38% de Tampdo B e, embora sejam observados muitos
picos entre 25 e 30 minutos decorridos de experimentacdo, somente o pico principal, acima de
25mAU, foi coletado. As Fr2, Fr3 e Fr6 foram obtidas, em pouquissimas quantidades, com
45%, 50% e 58% de Tampdo B, respectivamente. A Fr4 apresentou, a0 menos, 2 picos
superpostos recolhidos apds 52% de Tampdo B. A coleta da Fr5 foi iniciada com 49 minutos e
finalizada com 53 minutos decorridos, contendo, visivelmente, pelo menos 2 picos distintos. A
Fr7 foi eluida com 66% de tampéo B.

A concentracdo tedrica das fracOes proteicas obtidas foi avaliada por

espectrofotometria com absorbancia de 280nm. A quantidade proteica de cada fracdo (em
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miligramas) foi calculada pela multiplicacdo da concentragéo aferida pelo espectrofotdmetro e
a quantidade em mililitros coletada (TABELA 02). A fracéo 0 (Fr0) ndo apresentou absorbancia

a 280nm e foi descartada.

Fracdes Proteicas Quantidade (mg)
Frl 0,58
Fr2 0,10
Fr3 0,05
Fra 1,60
Fr5 6,80
Fr6 0,01
Fr7 1,02

TABELA 02 - Quantidade proteica (estimada por absorbancia a 280nm) contida em cada fragdo, obtida pela
cromatografia liquida de fase reversa, da peconha bruta de Crotalus durissus terrificus (Fonte: Pesquisa direta,
2014-2016).

A massa molecular (MM) da(s) proteina(s) contida(s) em cada fragdo foi(ram)
estimadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, em condicGes redutoras, contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) a 13% (FIGURA 07).
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FIGURA 07 - Perfil eletroforético das fragdes, obtidas por cromatografia liquida de fase reversa, da pe(;-oﬁha bruta
de Crotalus durissus terrificus. MM: padrdo de massa molecular - PageRuler Plus®; Fr0 — Fr7: fracGes proteicas;
PB: peconha bruta (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).
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A analise da SDS-PAGE permitiu inferir que a Frl é continha duas proteinas: uma
delas com massa molecular de 9kDa e outra com massa molecular de, aproximadamente,
14kDa. Néo é possivel afirmar, atraves da coloracdo do gel por Azul de Coomassie Brilhante
G-250, a presenca de proteinas na Fr2. Embora a Fr3 seja formada por uma pequena quantidade
proteica, quando aplicada no gel, possibilitou observar a presenca de uma proteina de massa
molecular de 15kDa. A andlise do perfil cromatografico das Fr4 e Fr5 sugeriram a presenca de,
pelo menos, duas proteinas em cada fracdo; no entanto, duas Unicas bandas proteicas, de massa
molecular aproximada de 14kDa (Fr5) e 14,5kDa (Fr4), foram visiveis na SDS-PAGE. O pico
cromatografico referente a Fr6, embora tenha se apresentado como um Unico, quando analisado
pela SDS-PAGE corada com Azul de Coomassie Brilhante g-250, indicou a presenca de quatro
bandas proteicas com massas moleculares estimadas em 14kDa, 23kDa, 33kDa e 67kDa. A
analise do perfil cromatografico e do perfil eletroforético da Fr7 possibilitaram inferir que esta
é formada por um Unico pico referente a uma proteina de massa molecular proxima de 34kDa.

Uma anélise comparativa entre os valores de massa molecular estimados pela SDS-
PAGE e os descritos na literatura, nos possibilita dizer que a banda proteica referente a massa
molecular de 9kDa da Frl representa a Crotapotina ou Crotoxina A, descrita por HENDON e
FRAENKEL-CONRAT (1971), AIRD et al. (1986), AIRD et al. (1990) como uma proteina de
carater &cido e massa molecular entre 8kDa e 9kDa. As bandas proteicas de 14,5kDa (Fr5) e
14kDa (Fr4) condizem com isoformas da Crotoxina B, uma Fosfolipase A, basica com massa
molecular de, aproximadamente, 14,2kDa (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971; T.-W.
JENG, R. A. HENDON, 1978; AIRD et al., 1986; MARCHI-SALVADOR et al., 2008). A
Crotoxina, um complexo neurotdxico de acdo pré-sindptica e com massa molecular de 23kDa
pode ser relacionada com a banda proteica de 23kDa encontrada na Fr6; ainda, na referida Fr6,
observou-se outra banda proteica de 67kDa, a qual péde ser associada a Convulxina, uma
neurotoxina heterodimérica de 68kDa indutora de distarbios respiratdrios e circulatorios e
ativadora de plaquetas de acdo trombética (PRADO-FRANCESCHI & VITAL-BRAZIL, 1981;
POLGAR et al., 1997; MURAKAMI et al., 2003). A Fr7 esta representada no SDS-PAGE por
uma banda proteica de, aproximadamente, 34kDa que, quando comparada com dados descritos
na literatura, pode ser relacionada a uma serinoprotease neurotoxica, monomérica de massa
molecular estimada em 34kDa denominada Giroxina (RAW et al. 1986).

Apos a realizacdo da SDS-PAGE, as fragOes proteicas foram liofilizadas e
armazenadas a 4°C. A liofilizag&o ou criodessecacdo é um processo de desidratagdo em que as
amostras sao rapidamente congeladas, em nitrogénio liquido, e submetidas a sublimacdo sob

vacuo, preservando as caracteristicas fisico-quimicas das proteinas.
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4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE COAGULANTE

4.2.1. Peconha bruta de Crotalus durissus terrificus

A atividade coagulante da peconha bruta de Crotalus durissus terrificus foi avaliada
em plasma humano citratado. A peconha bruta de C. d. terrificus apresentou atividade
coagulante de rapida atuacdo in vitro. Observou-se a diminuicdo do tempo, em segundos, de
formacdo do coagulo do plasma humano citratado (49, 35, 22 e 11s) devido a presenca de
quantidades crescentes da pegonha bruta (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug) (FIGURA 08).

Os resultados dos tempos de coagulacdo do plasma humano citratado na presenca
das diferentes quantidades da peconha bruta de C. d. terrificus foram comparados aos obtidos
pelos testes comerciais de coagulacdo PT HEMOSTASIS e APTT HEMOSTASIS. Os tempos
de formacdo do coagulo pela adigdo da pegonha bruta nas quantidades de 0,5 e 1,0ug foram
semelhantes aos valores padrdo para o TTPA e TP, ndo apresentando, estatisticamente,
diferenca significativa. Ja, nas quantidades de 2,0 e 4,0ug de peconha bruta avaliadas, o tempo
de obtencdo do coagulo foi significativamente menor em relacdo ao tempo avaliado pelos testes

padroes.
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FIGURA 08 - Avaliagdo da atividade coagulante da peconha bruta de Crotalus durissus terrificus em plasma
citratado humano. VB: peconha bruta; PT: tempo de protrombina avaliado pelo kit comercial PT HEMOSTASIS;
APTT: tempo de tromboplastina parcial ativada avaliado pelo kit comercial APTT HEMOSTASIS. Resultados
expressos como média + erro padrdo da média (EPM) (n=3) - ns: valor de p<0,05; * ou ¥: valor de p<0,01; * %
ou ¥ ¥ valor de p<0,001; % % % ou ¥ ¥ v valor de p<0,0001 e % % % % ou ¥ ¥ ¥ ¥¢: valor de p<<0,0001 (*PT
e *APTT).
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A visualizacdo dos coagulos formados pela presenca de todas as quantidades da
peconha bruta de C. d. terrificus avaliadas pode ser descrita como um coagulo de massa hialina,
textura flexivel e pontual (FIGURA 09).

FIGURA 09 - Avaliagdo visual do codgulo formado pela presenca da peconha bruta de Crotalus durissus
terrificus. a. 300pL de plasma citratado humano; b. 300pL plasma citratado humano + 4,0pg de peconha bruta de
C. d. terrificus (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).

O aspecto fisico do coagulo formado na presenca da peconha bruta de C. d.
terrificus (FIGURA 10b) foi comparado com o coagulo formado na presenca do Reagente 1
(tromboplastina extraida do cérebro de coelho >2% em tampao tricina 74,8 mmol/L, cloreto de
calcio 22,2 mmol/L, azida sodica 2,15mmol/L e estabilizantes) do teste de coagulacdo PT
HEMOSTASIS (FIGURA 10c). A aparéncia fisica do coagulo obtido pelo reagente 1 pdde ser
descrita como um coagulo turvo, rigido e estavel; caracteristicas visualmente distintas das
observadas na presenca da pegonha bruta de C. d. terrificus. Ainda, foi observado que o plasma
humano citratado na presenca da peconha bruta de C. d. terrificus ndo coagula como um todo
e, sim, apresenta coagulacdo pontual, formando pequenos trombos que se aderem facilmente as
paredes do recipiente (in vitro) ou no interior dos vasos sanguineos (in vivo), o que pode causar
bloqueio de fluxo sanguineo (FIGURA 10d).
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FIGURA 10 - Aspecto fisico comparativo entre o (a) P: plasma citratado humano e os coagulos formados pela
presenca de (b) VB: 4,0 pg de pegonha bruta de Crotalus durissus terrificus e de (c) TP: Reagente 1 do teste de
coagulacdo PT HEMOSTASIS; (d) plasma ndo coagulado por completo e coagulo aderido ao recipiente (Fonte:

Pesquisa direta, 2014-2016).
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O fato do codgulo formado na presenca da peconha bruta de C. d. terrificus
apresentar-se mais hialino pode ser explicado pela presenga da Giroxina em sua composiGé&o.
Como ja descrito por varios pesquisadores, a GRX promove a quebra incomum do fibrinogénio
em fibrinopeptideo A originando uma forma soltvel de fibrina (ALEXANDER et al., 1988;
YONAMINE et al., 2009; YONAMINE et al., 2014). J4, a ndo coagulacdo do plasma humano
citratado por completo pode estar relacionado com a composi¢do da peconha: presenca de
proteinas anticoagulantes como a Crotoxina e a Crotamina (FAURE & BON, 1988; TOYAMA
& CARNEIRO, 2000; KERKIS et al.b, 2004; DOS-SANTOS, 2014; ALMEIDA et al., 2015).

4.2.2. Fragdes Isoladas da Pegonha Bruta de Crotalus durissus terrificus

A atividade coagulante das sete fracdes proteicas obtidas da peconha bruta de C. d.
terrificus, por cromatografia liquida de fase reversa, foi avaliada no plasma citratado humano e
somente na presenca da fracdo #7 (Fr7) houve a formacgédo de codgulo (FIGURA 11).
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FIGURA 11 - Avaliagdo da atividade coagulante, em plasma humano citratado, na presenca da fracdo proteica #7
(Fr7) obtida da peconha bruta de Crotalus durissus terrificus. PT: tempo de protrombina avaliado pelo kit
comercial PT HEMOSTASIS; APTT: tempo de tromboplastina parcial ativada avaliado pelo kit comercial APTT
HEMOSTASIS. Resultados expressos como média + erro padrdo da média (EPM) (n=3) - ns: valor de p<0,05; *
ou v¢: valor de p<0,01; * % ou ¥ valor de p<0,001; * % % ou * ¥ %: valor de p<0,0001 e * % % % ou
Ye ¥ Yo% valor de p<<0,0001 (*PT e *APTT) (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).
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Tanto o padrdo para formacdo do coagulo, como o aspecto fisico do coagulo
plasmatico formado pela presenca da fragdo proteica #7 (Fr7) foram semelhantes aos obtidos
pela presenca da peconha bruta.

O tempo de formacdo dos coagulos na presenca da Fr7 (79, 73, 65 e 60s) foi
inversamente proporcional ao aumento de quantidade avaliada (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0uQ) e a
aparéncia fisica dos coagulos obtidos também puderam ser descrita como uma massa hialina,
textura flexivel e pontual.

A analise comparativa entre o padrdo de coagulacdo do plasma pela Fr7 e pela
peconha bruta nos permitiram inferir que a proteina presente nesta fracdo é a principal
responsavel pela atividade coagulante da peconha in vitro. Ainda, a analise do perfil
eletroforético da Fr7 no SDS-PAGE (FIGURA 07) nos possibilitou identificar a presenca de
uma proteina de massa molecular de, aproximadamente, 34kDa e caracteristicas condizentes
com a Giroxina caracterizada por possuir atividade fibrinogenolitica com consequente
formagdo do coagulo (VIEIRA et al., 2013).

O plasma humano citratado ndo coagulou na presenca das demais fracdes proteicas
Frl — Fr6 obtidas da peconha bruta de C. d. terrificus mesmo ap0s cinco horas de
monitoramento, em temperatura constante de 37°C.

Ap0s cinco horas em que o plasma humano citratado ndo apresentou coagulacdo na
presenca das fracdes FrO1 até Fr06, foi avaliado se cada uma dessas fracfes apresentavam
algum tipo de alteracdo no tempo para formacéo de protrombina (teste de coagulacdo PT) em
relacdo ao tempo padrdo (na auséncia de fracbes da peconha bruta de C. d. terrificus e na
presenca de Tampéo Fosfato-Salina, PBS) (FIGURA 12).

Para medir o grau de anticoagulacdo do plasma humano citratado na presenca das
quatro quantidades avaliadas das fracdes proteicas #1 até #6, apos cinco horas de incubacdo em
temperatura constante de 37°C, foi calculado a Relacdo (R) do tempos de protrombina entre as

fragdes proteicas e o0 plasma controle, conforme a Equacéo #3.

Tempo, em segundos, das fracdes proteicas

= Equacao #3
Tempo, em segundos, do controle com PBS quaga

A porcentagem de Atividade de Protrombina (A%) e o valor de Relacéo
Normalizada Internacional (RNI, conforme recomendacdo da OMS) referente ao valor R
calculado para cada amostra avaliada (Frl até Fr6, em quatro quantidades: 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0)
foram consultados na “Tabela de Conversdo em Relagdo (R), Relagdo Normalizada
Internacional (RNI) e Atividade de Protrombina (A%)” (ANEXO 05) (TABELA 03).
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FIGURA 12 - Avaliacdo do Tempo de Protrombina em plasma humano citratado na presenga das quantidades de
0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug das seis fracBes proteicas (Fr01 até Fr06) obtidas da peconha bruta de C. d. terrificus que ndo
apresentaram a formacéo de codgulo, mesmo apos cinco horas de incubagdo em temperatura constante de 37°C.
PT: Tempo de protrombina avaliado pelo teste de coagulacdo PT HEMOSTASIS. Resultados expressos como
média * erro padrdo da média (EPM) (n=3) - ns: valor de p<0,05; *: valor de p<0,01; % % valor de p<0,001;

* % % : valor de p<0,0001 e * % % % valor de p<<0,0001 (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).

A reducéo do valor da Atividade de Protrombina, em porcentagem (rA%), para cada

uma das quatro quantidades das Frl, Fr2, Fr3, Fr4, Fr5 e Fr6 avaliadas foi calculado com o

emprego da Equacéo #2.
rA% = 100% — A% Equacdo #2
Fracoes Quantidade de cada fracéo proteica
Proteicas 0,519 1,0pg 2,0ug 4,0pg
R RNI A% | R RNl A% | R RNl A%| R RNl A%
Frl 1,00 1,00 100 | 0,98 1,00 100 | 1,45 1,38 50 | 1,50 1,42 47
Fr2 1,67 155 40 | 161 150 42 | 174 161 37 | 1,74 161 37
Fr3 1,26 1,22 64 | 142 135 52 | 126 1,22 64 | 1,29 125 61
Fra 1,33 127 59 | 138 132 54 | 152 143 46 | 1,69 156 39
Fr5 1,31 126 60 | 162 151 42 | 152 143 46 | 1,69 157 38
Fré 1,19 116 70 | 121 118 68 | 107 1,06 87 | 1,05 1,04 90

TABELA 03 - Valor da Relacdo (R) calculado para as quatro quantidades avaliadas (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug) de cada
fracdo proteica #1 a #6 (Frl, Fr2, Fr3, Fr4, Fr5 e Fr6) isoladas da peconha de Crotalus durissus terrificus, seus
valores correspondentes a Relagdo Normalizada Internacional (RNI) e a porcentagem da Atividade de protrombina
(A%) (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).
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O valor de RNI esperado para pessoas sadias (plasma humano citratado néo alterado
devido a presenca de fracGes proteicas isoladas da pe¢onha bruta de C. d. terrificus), de acordo
com Tabela de Conversdo em Relacdo (R), Relacdo Normalizada Internacional (RNI) e
Atividade de Protrombina (A%) que acompanhou o teste de coagulacdo, deve ser entre 1,00 e
1,08 e equivale a 100% de Atividade de Protrombina.

Somente os valores de RNI e A% para a fragdo proteica Frl (nas quantidades de
0,5 e 1,0uQ) estdo dentro da normalidade, enquanto que para todas as demais fracGes proteicas
estes valores encontram-se alterados.

A Atividade de Protrombina para as quantidades de 2,0 e 4,0pg da Frl apresentou
rA% de 50 e 53%, respectivamente. J&, a rA% causada pela presenca das quatro quantidades da
Fr2 foi superior a 55%. A rA% ocasionada pela presenca de 1,0ug da Fr3 foi de 48% e, nas
demais quantidades a média avaliada foi de 37%. A rA% observada pela presenca da Fr4 foi
crescente (41, 46, 54 e 61%), proporcional ao aumento da quantidade avaliada (0,5; 1,0; 2,0 e
4,0pg). Para a Fr5, os valores de rA% foi oscilante, sendo de 40%, na menor quantidade
avaliada (0,5 pg) e de 62% na maior quantidade (4,0 pg). Os valores de rA% causados pela
presenca da Fr6 foram os menores e, estatisticamente, menos significativos: 30 e 32% nas
quantidades de 0,5 e 1,0ug e 13 e 10% nas quantidades de 2,0 e 4,0ug, respectivamente.

Apo6s revisdo bibliografica, ndo foram encontrados dados experimentais de
alteracdes do tempo de protrombina e/ ou tempo de tromboplastina parcial ativada realizados
com fragcdes proteicas e/ou proteinas isoladas da peconha da serpente Crotalus durissus

terrificus.

4.2.3. Proteinas Isoladas da Peconha Bruta de Crotalus durissus terrificus

A atividade coagulante do plasma citratado humano na presenca de seis proteinas
purificadas da peconha bruta de C. d. terrificus — Giroxina (GRX), Convulxina (CVX),
Crotamina (CTM), Crotoxina (CTX), Crotoxina A (CA) e Crotoxina B (CB) — foi avaliada.

A Giroxina e a Convulxina apresentaram coagulacdo plasmatica (FIGURA 13),
enquanto que as demais proteinas avaliadas ndo apresentaram formacg&o de coadgulo mesmo
apos duas horas de incubacdo, em temperatura constante de 37°C, com plasma humano
citratado.

O tempo para formag&o do coagulo obtido na presenca da Giroxina reduziu (58, 53,
37, 14s) conforme houve o aumento da quantidade da proteina avaliada (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug),

semelhante ao observado na formacgdo do coagulo na presenca da peconha bruta de C. d.
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terrificus e da Fr7, o que corroborou com os resultados descritos por BARRIO (1961), o qual
relatou que a Giroxina é a toxina responsavel pela atividade coagulante da peconha de Crotalus
durissus terrificus.

O Convulxina somente induziu, em plasma humano citratado, a formacdo de
coagulo apo6s 10 minutos (média aproximada de 650 segundos), em todas as quatro quantidades
avaliadas (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug). O tempo de formagdo de coagulo aceito para descrever uma
proteina que apresente atividade coagulante é de, no maximo, 10 minutos (FUNASA, 2001,
HOSPITAL ALBERT EINSTEIN, 2012) Embora, em nossos experimentos, a CVX tenha
induzido a formacdo de coégulo, ela ndo pode ser classificada como coagulante, fato este que
corrobora com POLGAR et al. (1997) que descreveu a CVX como um potente ativador de

plaquetas de acdo trombotica, porém ndo interfere nos fatores da cascata de coagulacéo.
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FIGURA 13 - Atividade coagulante, em plasma humano citratado, na presenca das proteinas Giroxina (GRX) e
Convulxina (CVX) purificadas da peconha de Crotalus durissus terrificus. PT: tempo de protrombina avaliado
pelo kit comercial PT HEMOSTASIS; APTT: tempo de tromboplastina parcial ativada avaliado pelo kit comercial
APTT HEMOSTASIS. Resultados expressos como média + erro padrdo da média (EPM) (n=3) - ns: valor de
p<0,05; * ou ¥: valor de p<0,01; * % ou ¥ ¥¢: valor de p<0,001; % % % ou ¥ ¥ % valor de p<0,0001 e * % % *
ou Y Y ¥k valor de p<<0,0001 (*PT e “xAPTT) (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).

A andlise comparativa entre o tempo de formacéo de coagulo na presenca da CVX
e 0 tempo de coagulacdo da Fr6 (coagulos obtidos na presenca do teste de coagulagdo PT
HEMOSTASIS) (FIGURA 12), nos permitiu inferir que a proteina de 68kDa observada na
SDS-PAGE corresponde a CVX pois, PRADO-FRANCESCHI e VITAL-BRAZIL (1981)

descreveram que a massa molecular da CVX corresponde a ~ 68kDa. O padréo do tempo de
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coagulacao do plasma citratado humano na presenca da CVX (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug = 645, 641,
651 e 657s, respectivamente) foi indiretamente proporcional ao tempo formagé&o do coagulo na
presenca da Fr6 durante a avaliacdo da atividade anticoagulante pelo kit comercial PT
HEMOSTASIS (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug =50, 51, 45 e 44s, respectivamente). Esses resultados o
estdo de acordo com o esperado, pois quanto maior o tempo de obten¢do do coagulo na presenca
de tromboplastina e calcio, maior é o grau de anticoagulacdo da amostra avaliada.

Apdbs duas horas de incubacgdo entre o plasma citratado humano e as proteinas
isoladas da peconha bruta de C. d. terrificus que ndo apresentaram formacéo de coagulo, foi
avaliado se estas interferiam no tempo de formacgédo de protrombina (teste de coagulacdo PT
HEMOSTASIS) (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - Avaliacdo do Tempo de Protrombina em plasma humano citratado na presenca das quantidades de
0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug das proteinas Crotoxina A (CA), Crotoxina B (CB), Crotoxina (CTX) e Crotamina (CTM)
purificadas da peconha de Crotalus durissus terrificus, que ndo apresentaram a formagédo de codgulo mesmo ap6s
duas horas de incubacdo em temperatura constante de 37°C. Resultados expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) (n=3) - % % % % valor de p<<0,0001 (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).

A avaliacdo do grau de anticoagulacdo do plasma humano citratado na presenca das
proteinas Crotoxina A (CA), Crotoxina B (CB), Crotoxina (CTX) e Crotamina (CTM) isoladas
da peconha bruta de C. d. terrificus, ap6s duas horas de incubagdo em temperatura constante de
37°C, foi realizada aplicando-se a relacdo do Tempo de Protrombina obtidos pelas proteinas

isoladas e pelo plasma controle, conforme a Equacéo #4.

Tempo,em segundos, das proteinas isoladas .
R = Equacao #4
Tempo,em segundos, do controle com PBS
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Em seguida, consultou-se o valor da Relacdo Normalizada Internacional (RNI) na
“Tabela de Conversdo em Relacéo (R), Relacdo Normalizada Internacional (RNI) e Atividade
de Protrombina (A%)” (ANEXO 05) (TABELA 04).

BT Quantidade de cada proteina isolada

Isoladas 0,519 1,0pg 2,0ug 4,0ug

R RNI A% R RNl A% R RNl A% R RNI A%

Crotoxina A (CA) 129 125 61 | 145 138 50 | 150 1,42 47 | 155 146 45
Crotoxina B (CB) 143 136 51 | 179 165 36 |19 174 32 |19 178 31
Crotoxina (CTX) 200 182 30 | 200 182 30 |219 19 26 | 240 212 22

Crotamina (CTM) | 200 182 30 | 198 180 30 | 207 187 28 | 198 180 30

TABELA 04 - Valor da Relacdo (R) calculado para as quatro quantidades avaliadas (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug) da
Crotoxina A (CA), Crotoxina B (CB), Crotoxina (CTX) e Crotamina (CTM) purificadas da peconha de Crotalus
durissus terrificus, seus valores correspondentes & Relagcdo Normalizada Internacional (RNI) e a porcentagem da
Atividade de Protrombina (A%). (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).

O valor de referéncia de RNI, de acordo com o teste de coagulacdo PT, deve ser
entre 1,00 - 1,08, o que corresponde a 100% da Atividade de Protrombina. A reducdo da
Atividade de Protrombina (rA%), em porcentagem, para cada uma das quatro quantidades das
proteinas isoladas (CTX, CA, CA e CTM) analisadas foi calculada de acordo com a Equacgéo
#2.

A andlise do TP e, consequente, da reducdo de Atividade de Protrombina (rA%) do
plasma citratado humano na presenca das proteinas purificadas da pegonha bruta de C. d.
terrificus, permitiu avaliar a acdo destas proteinas nas vias extrinseca e comum da cascata de
coagulacao, ou seja, nos fatores protrombinicos Il, V, VII, X e o fibrinogénio.

Todas as quantidades (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0ug) das proteinas avaliadas (CA, CB, CTX
e CTM) apresentaram rA% superior a 40%.

O valor da rA% do plasma citratado humano causada pela presenca de 0,5ug da
Crotoxina A foi de 39% e, nas demais quantidades (1,0, 2,0 e 4,0ug) a média foi de 53%. A
analise destes valores de rA% indicou que, acima de 1,0ug de CA, ndo houve alteracdo da A%,
possivelmente atingindo o seu limiar de redugéo.

O plasma citratado humano na presenca de Crotoxina B tornou-se mais viscoso e,
no entanto, ndo houve a formacéao de coagulo. A CB apresentou rA% diretamente proporcional
a quantidade avaliada: 0,5ug = 49%, 1,0ug = 64%, 2,0ug = 68%, 4,0ug = 69%.

Ja, o plasma citratado humano incubado com a Crotoxina, nas quantidades de 2,0 e
4,0ug, mostrou-se mais fluido em relagdo ao plasma somente na presenca de PBS (controle), o
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que corroborou com os resultados de TP que indicaram mais de 70% de reducéo da atividade
de protrombina em todas as quantidades avaliadas.

A rA% do plasma humano citratado na presenca de Crotamina foi superior a 70%
em todas as quantidades avaliadas e ndo apresentou dependéncia de dose, assim como os dados
observados na Fr2, com média de rA% de 61% e dose independente.

Para analisar, com mais especificidade, em qual dos fatores de coagulacdo as
proteinas isoladas — CA, CA e CTM - estdo atuando, foi avaliado o tempo de formacéo de
tromboplastina parcial ativada (teste de coagulacdo APTT HEMOSTASIS) (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - Avaliacdo do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (teste de coagulacdo APTT
HEMOSTASIS em plasma humano citratado na presenca das proteinas Crotoxina A (CA), Crotoxina B (CB) e
Crotamina (CTM) purificadas da pegconha de Crotalus durissus terrificus, que ndo apresentaram a formagéo de
codgulo mesmo ap6s duas horas de incubagdo em temperatura constante de 37°C. Resultados expressos como
média + erro padrdo da média (EPM) (n=3) - ¥ ¥« ¥¢: valor de p<<0,0001 (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).

Os tempos de coagulacdo do plasma humano citratado na presenca das proteinas
crotalicas CA, CB, e CTM avaliados pelo teste de coagulacdo APTT HEMOSTASIS foi maior
do que os tempos de coagulacao do plasma na presenca da CA, CB, CTX e CTM medidos pelo
PT HEMOSTASIS. O valor de TTPA mais prolongado do que o de TP caracteriza disturbios
da via intrinseca da coagulacgdo, enquanto que o inverso, um TP aumentado e um TTPA normal,
indicam deficiéncia isolada do Fator VII e, TP e TTPA aumentados estdo relacionados a
distdrbios da via comum da coagulacdo. Deve-se ressaltar que ndo houve coagulacdo durante a
avaliacdo do TTPA (pelo kit comercial APTT HEMOSTASIS) do plasma citratado humano na

presenca da CTX, mesmo ap6s 120 minutos de monitoramento.
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O TP e o TTPA do plasma humano citratado na presenc¢a da Crotoxina A foram
alterados, no entanto, com valores menores, quando comparados as demais proteinas avaliadas,
0 que pode ser indicios de que a CA apresenta menor interferéncia na inibicdo dos fatores da
cascata de coagulacdo em relacdo a CB, CTX e CTM.

Os resultados do teste de coagulagdo PT HEMOSTASIS obtidos para Frl e para
CA foram semelhantes, no entanto, na SDS-PAGE, a Frl apresentou uma banda proteica com
massa molecular aproximada de 9kDa que pode ser relacionada a CA. HENDON (1976), AIRD
e colaboradores(1986, 1990 descreveram a Crotapotina como uma proteina massa molecular
entre 8 e 9kDa, enzimaticamente inativa e que atua como chaperona da CB (BREITHAUPT,
1976; HABERMANN e BREITHAUPT, 1978). A andlise dos resultados obtidos permitiu
inferir que a CA pode atuar como um inibidor seletivo do Fator Xa, pois a inibicdo do Fator Xa
poderia ocorrer quando a CA se ligasse ao sitio da antitrombina Il1, o que poderia provocar uma
mudanga conformacional desse Fator Xa enzima, de maneira semelhante o farmaco
fondaparinux, conforme a FIGURA 05.

Diversos estudos, como os realizados por DIAZ et al (1995) com uma PLA: basica
(Miotoxina IV) isolada da peconha de Bothrops asper, por KERNS et al (1999) com uma PLA?
basica (CM-1V) isolada da peconha de Naja nigricollis e por MOUNIER et al. (2000) com
PLA: basica humana do grupo A (hGIIA), sugeriram que fosfolipases A inibem a formacéo
do complexo protrombinase (formado pelos fatores Va e Xa na presenca de Ca?*). Estes estudos
descreveram que essas PLAs bésicas inibiram a atividade de protrombinase, mesmo na
auséncia de fosfolipidios pro-coagulantes, através de interacao direta com o fator Xa (DIAZ et
al.,1995; KERNS et al., 1999; MOUNIER et al., 2000). Complementarmente, MOUNIER et
al (2001) observaram que a Crotoxina B apresentou inibi¢ao da protrombinase de forma similar
ao observado para a Miotoxina IV, a CM-IV e a hGIIA.

Os valores de TTPA do plasma obtidos na presenca da Crotoxina B foram mais
expressivos do que os valores de TP; nas maiores quantidades da CB avaliada, o TTPA
aumentou, em relacdo ao plasma controle, em até sete vezes, enquanto que o TP dobrou. Os
significativos aumentos do TP e do TTPA do plasma citratado humano na presenca da CB
podem ser justificados por alteragdes causadas a via comum da cascata de coagulacédo, pois essa
PLA: basica pode interagir diretamente com o Fator Xa, inibindo a formag¢do do complexo
protrombinase e, consequentemente, a coagulagéo

A banda proteica expressa pela Fr4 na SDS-PAGE (FIGURA 05) apresentou massa
molecular aproximada de 14kDa e rA% em até 61%. Ja, na presenca da CB, uma fosfolipase
A> basica de ~14kDa (SLOTTA; FRAENKEL-CONRAT, 1938; HENDON; FRAENKEL-
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CONRAT, 1971; AIRD et al., 1986; MARCHI-SALVADOR et al., 2008), a atividade de
protrombina foi reduzida em até 69%, resultados estes que nos possibilita dizer que a Fr4 é
composta pela CB.

As Fr3 e Fr5 também apresentaram, na SDS-PAGE, bandas proteicas de massas
moleculares aproximadas de 14kDa com rA% média de 40 e 53%, respectivamente. FAURE e
BON (1988) e FAURE et al. (1994) relataram diversas isoformas de CB que diferem entre si
na composicdo de residuos de aminoacidos resultando em modificacbes de atividades
enzimaticas e farmacoldgicas. Ao menos duas isoformas de CB foram descritas detalhadamente
e, uma dessas apresentou maior atividade enzimética, enquanto que a outra exibiu menor
toxicidade, podendo justificar as diferencas pouco significativas observadas na rA% entre as
Frd e Fr5.

Como relatado anteriormente, a presenca da Crotoxina ndo promoveu coagulacdo
plasmaética durante a realizacdo do teste APTT e causou significante reducdo da atividade de
protrombina (acima de 70%) de maneira dose dependente, o que permite inferir que esta
proteina atua, sistematicamente, como uma heparina ndo fracionada, um potente farmaco
sintético anticoagulante que ativa a antitrombina I11, que, consequentemente, atua na inativacéo
da trombina e dos fatores IXa, Xa Xla e Xlla (LANGELOH et al., 2012; ARMSTRONG &
GOLAN, 2016).

O prolongamento do TTPA (avaliado pelo teste de coagulagdo APTT
HEMOSTASIS Ref. 502) do plasma citratado humano na presenca da Crotamina (278, 307,
399 e 527s) foi diretamente proporcional a quantidade analisada (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 ug),
enquanto que os valores do TP (avaliado pelo teste de coagulagdo PT HEMOSTASIS) do
plasma na presenga da CTM dobrou nas quatro quantidades avaliadas. Resultados similares ao
dobro do aumento do TP do plasma na presenca da CTM foram observados na presenca da Fr2,
0 que possibilitou correlaciona-la ao resultado da SDS-PAGE, o qual ndo apresentou nenhuma
banda proteica referente a Fr2. A ndo observancia da presenca da CTM na SDS-PAGE pode
ser justificada pela metodologia utilizada: malha de bis-acrilamida a 13% formando poros para
dimensdes moleculares de ~250 al0 kDa (BIO-RAD, 2012) que podem né&o ter possibilitado
qgue a CTM, uma proteina de baixa massa molecular 4,88kDa (MANCIN et al., 1998),
permanecesse no gel apos o final da realizacdo do experimento.

A lepirudina, um polipeptidio composto por 65 residuos de aminoacidos de carater
acido (pl = 4,04 e massa molecular = 6,97kDa, calculados pelo servidor online EXPASy —
ferramenta ProtParam (GASTEIGER et al., 2005)) foi descrita como um inibidor direto da

trombina, pois, interage com a trombina e impede a ativacdo do fibrinogénio e do fator XIlII
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(ARMSTRONG & GOLAN, 2016). Embora, a CTM, polipeptideo composto por 42 residuos
de aminodcidos de caréater basico (pl = 9,51 e massa molecular = 4,89kDa, calculados pelo
servidor online ExPASy - ferramenta ProtParam (GASTEIGER et al., 2005)), seja
bioquimicamente distinta da hirudina, o enovelamento estrutural de ambos os polipeptideos
apresentam trés folhas beta antiparalelas (FIGURA 16) que podem interagir, estruturalmente,

com a trombina de forma similar.

FIGURA 16 - Estrutura tridimensional da (a) Lepirudina (PDB_ID #2HIR), em azul e da (b) Crotamina (PDB_ID
#1H50), em verde. Nos dois polipeptidios, estdo destacas, em vermelho, as trés folhas beta antiparalelas. Figura
desenhada usando o programa grafico PyMol (DeLano WL (2002) The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 1.8 Schrédinger, LLC.) (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).

A peconha bruta, a fracdo proteica Fr7 e a Giroxina de Crotalus durissus terrificus
apresentaram um padrdo de coagulacédo plasmatica no qual o tempo de formacéo do coagulo foi
indiretamente proporcional ao aumento da quantidade avaliada (FIGURA 17), bem como
semelhancas fisicas do coagulo formado (massa hialina, textura flexivel e pontual) e a
correspondéncia entre a massa molecular de 34kDa observada para a Fr7 na SDS-PAGE e a
descrita para a GRX (RAW et al. 1986), possibilitando concluir que a GRX compbe a Fr7 e é
o principal componente coagulante in vitro da pegonha bruta de C. d. terrificus.

Conforme ja relatado, a atuacdo da Giroxina sobre o plasma resulta num coagulo
instavel e mais susceptivel a acdo de agentes fibrinoliticos devido a quebra ndo usual do
fibrinogénio (RAW et al., 1986; MARKLAND, 1998). BUCARETCHI et al., (2002) relataram
que a ndo coagulacdo sanguinea parcial ou total, observada em casos graves de ofidismo por C.
d. terrificus, poderia ser decorrente do consumo do fibrinogénio pela GRX (SILVA, 2004;
SILVA, 2012). No entanto, a analise de nossos resultados nos permitiu supor que o
empeconhamento crotalico pode desencadear uma coagulopatia secundaria denominada

Coagulagéo Intravascular Disseminada (CIVD).
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FIGURA 17 - Resultado comparativo do tempo de formacao de codgulo do plasma humano citratado na presenca
da peconha bruta (VB), da fracdo proteica #7 (Fr7) e da Giroxina (GRX). Resultados expressos como média +
erro padrdo da media (EPM) (n=3) - ns: valor de p<0,05; * ou v: valor de p<0,01; ** ou *v: valor de
p<0,001<; * % % ou v ¥ ¥¢: valor de p<0,0001 e * % % % ou ¢35 ¥ valor de p<<0,0001 (*PT e XxAPTT)
(Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016).

A CIVD ¢ desencadeada quando os Fatores Ill e Vlla se complexam ativando a
protrombina que sera convertida em trombina. A presenca de trombina quebra o fibrinogénio
em fibrina e aumenta os niveis do inibidor do ativador de plasminogénio (PAI). A ndo ativacéo
do plasminogénio gera acumulo de fibrina. Quando a formacdo de trombina ou sua
neutralizacdo pelo sistema antitrombinico estdo superando os mecanismos de controle da
hemostasia, cria-se um paradoxo em que a hemorragia e a trombose ocorrem ao mesmo tempo
(PINTAO & GARCIA, 2003; LOPES et al., 2005).

No ofidismo crotélico, a Giroxina, uma trombina-like pode atuar diretamente na
quebra do fibrinogénio em fibrina e no aumento das quantidades do inibidor do ativador de
plasminogénio o que, por consequéncia podera formar trombos. As proteinas Crotoxina A,
Crotoxina B, Crotoxina e Crotamina podem atuar na disfuncdo e/ou inibicdo dos

anticoagulantes naturais desequilibrando a hemostasia.
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5. CONCLUSAO

A atividade coagulante da peconha bruta de Crotalus durissus terrificus in vitro é
causada pela presenca da Giroxina, a qual propicia a formacdo de um coagulo de massa hialina,
textura flexivel e pontual.

A avaliacdo do tempo de formacdo do coagulo do plasma citratado humano na
presenca das proteinas Crotoxina A (ou Crotapotina), Crotoxina B (ou Fosfolipase A2 bésica),
o complexo Crotoxina e Crotamina, apés a aplicacao dos testes comerciais para aferir os tempos
de protrombina (TP) e de tromboplastina parcial ativada (TTPA) foram alterados. Fato que
possibilitou inferir que estas proteinas interferem em todas as vias (extrinseca, intrinseca e
comum) da cascata de coagulacdo e podem atuar de forma semelhante a alguns anticoagulantes
inibidores diretos de trombina, do fator Xa e do ativador da antitrombina I1I.

A incoagulabilidade sanguinea parcial ou total observada em casos graves de
envenenamento por Crotalus durissus terrificus pode ser provocada pela desregulacdo da
hemostasia devido a acdo destas proteinas que podem, possivelmente, inibir a trombina ou
ativar a antitrombina 111, inativando os fatores de coagulacdo 1Xa, Xa Xla e Xlla, bem como
podem inibir a formagao do complexo protrombinase por interacdo direta com o fator Xa.

Contudo, no ofidismo por C. d. terrificus, a Giroxina, uma trombina-like, pode atuar
diretamente na quebra do fibrinogénio em fibrina e no aumento das quantidades do inibidor do
ativador de plasminogénio o que, por consequéncia pode formar trombos. Ainda, as proteinas
Crotoxina A, Crotoxina B, Crotoxina e Crotamina podem atuar na formacdo do complexo
protrombinase, ou, ainda, na disfuncéo, ativagdo e/ou na inibigdo dos anticoagulantes naturais

desequilibrando a hemostasia.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral:
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plasma utilizando kits comerciais ja preparados;

Beneficios:
O teste do TP e TTPA podera auxinilar em uma possivel resposta para essa questdo, pois medira em qual
fator hemostatico o veneno estara atuando na via bem como cada proteina isolada do veneno, sendo

necessario investigacdo para um melhor esclarecimento da atuacdo do veneno sistematicamente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
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outros ensaios,

2-Populagdo/Amostra:coleta de sangue-individuos/04,
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4-Analise dos dados:as fracdes obtidas do veneno por cromatografia de fase reversa sera feita uma
eletroforese para identificacdo das bandas proteicas obtidas. Os dados obtidos dos testes de coagulagdo
serdo plotados em Graficos utilizando o programa GraphPad Prism 6 e serdo analisados.
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ACORDO DE COOPERACAO TECNICA E
CIENTIFICA QUE ENTRE SI CELEBRAM, DE UM
LADO, A UNIVERSIDADE CATOLICA DOM
BOSCO - UCDB E, DE OUTRO, UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARAIBA - UFPB

A UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO, mantida pela MISSAO SALESIANA
DE MATO GROSSO, pessoa juridica de direito privado, associacéo civil sem fins
lucrativos, inscrita no CNPJ/MF sob n° 03.226.149/0015-87, estabelecida na Av.
Tamandaré, 6.000, em Campo Grande/MS, doravante designada simplesmente
UCDB, neste ato representada por seu Magnifico Reitor Pe. José Marinoni,
portador do RG n° 219039 SSP/MS, e do CPF n° 127554511-49, e de outro lado,
a UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARA{BA, inscrita no CNPJ/MF sob o n.°
24.098.477/0001-10, sediada na Cidade Universitaria, bairro Castelo Branco, em
Jodo Pessoa/PB, doravante designada simplesmente CPr-Lab - UFPB, neste ato
representada por sua Magnifica Reitora professora Margareth de Fatima
Formiga Melo Diniz, portadora da Cédula de Identidade n° 394.612 SSP-PB,
CPF n.° 323.157.164-20, domiciliada na cidade de Joao Pessoa/PB, resolvem
celebrar o presente Acordo de Cooperacdo Técnica e Cientifica, regido pelas
clausulas e condigoes seguintes:

CLAUSULA PRIMEIRA - DO OBJETO

O presente Acordo objetiva a conjuncao de esforgos entre as partes, mediante
utilizagao de recursos técnicos e/ou materiais disponiveis, para a implementacio
de atividades de aprofundamento do conhecimento técnico-cientifico de
qualificacdo e capacitagao voltadas a formagao de recursos humanos e obtencao
. de resultados cientificos na area de Biologia Molecular Estrutural com a
utilizacao de toxinas isoladas de venenos de serpentes e/ou venenos brutos.

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

SUBCLAUSULA SEGUNDA - As atividades de aprofundamento do conhecimento
técnico-cientifico de qualificacao e capacitacéo incluem a participagcao em cursos,
semindarios, congressos, palestras, e outras atividades inerentes e correlatas a
area de Biologia Molecular Estrutural.

CLAUSULA SEGUNDA - DO LOCAL DE EXECUCAO

As atividades de qualificagao e capacitacio, bem como outras atividades inerentes
€ necessarias para a consecucdo do objeto deste instrumento, poderdo ser
executadas nas areas fisicas, complexos educacionais e de treinamentos
estabelecidos em ambas as instituicdes.
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CLAUSULA TERCEIRA - DA COORDENACAO

A Coordenagao do objeto deste Acordo ficara, por parte da UFPB, sob a
responsabilidade da Professora DANIELA PRISCILA MARCHI SALVADOR,
Matricula SIAPE 1775477, Coordenadora do Laboratorio de Cristalografia de
Proteinas, CPr-Lab do Departamento de Biologia Molecular do Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza da UFPB, a qual sera responsavel por todas as ocorréncias
relacionadas a sua execucdo, determinando o que for necessario para a
regularizagao das faltas ou incorrecées observadas.

CLAUSULA QUARTA - DAS OBRIGACOES

Visando a consecugao dos objetivos propostos, além das demais obrigacoes
constantes desse instrumento, as partes comprometem-se especificamente a:

1 - OBRIGAGCOES DA UCDB:

a) Permitir que técnicos, pesquisadores (docentes) e discentes integrantes do seu
quadro de pessoal desenvolvam acoes voltadas ao desenvolvimento dos
objetivos propostos com efetivacdo do presente Acordo;

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

c) Disponibilizar e ceder material biolégico (veneno bruto e/ou toxinas isoladas
de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus) para realizacao de
experimentos biologicos propostos nos objetivos do presente Acordo;

d) Captar, capacitar e qualificar recursos humanos para executar acées
(extracdo de peconhas de serpentes) relacionadas ao cumprimento dos
objetivos propostos no presente Acordo;

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

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

b) Disponibilizar pesquisadores (docentes), mediante autorizacdo do setor de
lotacdo competente e respeitando a compatibilidade entre a carga horaria
académica e as horas dispensadas as atividades abrigadas por este acordo;

¢) Permitir acesso a infraestrutura e aos materiais consumiveis disponiveis no
Laboratorio de Cristalografia de Proteinas - CPr-Lab ou em demais
laboratérios parceiros para proporcionar condigdes necessarias para executar
os objetivos propostos no presente Acordo;

d) Realizar experimentos de avaliacao de efeitos biologicos de venenos brutos e
de suas respectivas fragdoes proteicas isolados de serpentes dos géneros
Bothrops e Crotalus na auséncia e/ou na presenca inibidores naturais e/ou
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sintéticos bem como elucidar e analisar estruturas oligoméricas de proteicas
isoladas de peconhas de serpentes por cristalografia de raios X;

e) Realizar estudos computacionais (topologicos, docking, de dinamica molecular
e filogenéticos) para avaliar as caracteristicas pertinentes as PLA3s isoladas de
peconhas de serpentes e sugerir possiveis moléculas inibidoras das atividades
toxicas e farmacolégicas desencadeadas por estas enzimas;

f) Captar e capacitar e qualificar recursos humanos para realizacdo de ensaios
biolégicos e caracterizacdo biofisicoquimicamente dos venenos brutos e as
fragoes isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus;

g} Publicar os resultados obtidos no decorrer da execugéao da presente parceria
em eventos cientificos e/ou na forma de artigos cientificos, relatérios de
iniciacao cientifica, dissertacdes de mestrado e teses de doutorado.

CLAUSULA QUINTA - DOS RECURSOS HUMANOS

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

CLAUSULA SEXTA - DA TRANSFERENCIA DE RECURSOS

Para execucdo do presente Acordo nao havera transferéncia ou repasse de
recursos financeiros de quaisquer naturezas entre as Instituicées convenentes.

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

CLAUSULA SETIMA - DA VIGENCIA

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

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

CLAUSULA OITAVA - DA RESCISAO

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

m
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e danos decorrentes, ressalvadas as hipéteses de caso fortuito ou de forca maior,
devidamente caracterizadas.

CLAUSULA NONA - DO FORO

Para a solucdo de quaisquer controvérsias porventura oriundas da execucao
deste Acordo, em relagdo as quais ndo tenha havido entendimento amigavel, as
partes elegem o Foro da Justica Federal da Cidade de Jodo Pessca-PB, com
renuncia expressa a qualquer outro, por mais privilegiado que seja.

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

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

Campo Grande/MS, 21 de outubro de 2014.

M === WM@\

Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz
Reitora da Universidade Federal da Paraiba

Testemunhas:




PLANO DE TRABALHO
Anexo ao Acordo de Cooperaciao Técnica e Cientifica entre a UCDB ¢ a UFPB

I - IDENTIFICAGAO

CONCEDENTE CNPJ
UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO 03.226.149/0015-87
RESPONSAVEL CPF RG
JOSE MARINONI 127.554.511-49 219.039 SSP/MS
CONVENENTE CNPJ
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA 24.098.477/0001-10
ENDERECO CEP
CIDADE UNIVERSITARIA, CASTELO BRANCO, JOAO PESSOA/PB 58051-900
ESFERA ADMINISTRATIVA
Administracao Puablica Federal
RAMO DE ATUACAO
EDUCACAO SUPERIOR
REPRESENTANTE LEGAL CPF RG

Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz 323.157.164-20 394.612 SSP-PB

OBJETO

Execucao de estudos bioquimicos, toxicos, farmacologicos e estruturais com venenos brutos
e/ou toxinas isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

WARN
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PLANO DE TRABALHO
Anexo ao Acordo de Cooperagio Técnica e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

H - OBJETO/JUSTIFICATIVA

OBJETO

Execucao de estudos biogquimicos, téxicos, farmacolégicos e estruturais com venenos brutos e/ou
toxinas isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

JUSTIFICATIVA

O presente convénio possibilitara a extracao de venenos de serpentes para realizacao de estudos
bioquimicos, toxicos, farmacologicos e estruturais com venenos brutos e/ou toxinas isoladas de
peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus na tentativa de melhor compreender ofs)

possivel(eis) mecanismo(s) de acao(6es) destas enzimas.

,ﬁg '
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PLANO DE TRABALHO

Anexo ao Acordo de C ¢do Técni

I - METAS

e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

Meta

Descrigho das metas e etapas.

Data Infcial

Extrair e caracterizar biologicamente os venenos brutos de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus;

outubro/2014

Data Final |

outubro/2019

Isolar fragoes proteicas que compdem pegonhas de serpentes dos
géneros Bothrops e Crotalus;

outubro/2014

outubro/2019

Caracterizar efeitos téxicos, bioquimicos e farmacolégicos das
fracoes proteicas inéditas isoladas no desenvolvimento deste
projeto e/ou fracdes proteicas isoladas na pr ca de inibidores
naturais e/ou sintéticos através de ensaios biologicos;

outubro/2014

outubro/2019

Cristalizar e¢/ou co-cristalizar (na pr ¢a de inibidores naturais
e/ou sintéticos) fracdes proteicas isoladas de peconhas de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus isoladas no decorrer do
presente projeto e/ou disponibilizadas por colaboradores;

janeiro/2015

outubro/2019

Coletar dados de difrag@o de raios X dos cristais obtidos nas
estacdes experimentais MX1 ou MX2 do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron, LNLS/Campinas-SP;

marcgo/2015

outubro/2019

Elucidar e analisar a(s) estrutura(s) tridi ional(is) das PLA2s
cristalizadas que geraram bons conjuntos de dados de difragéo de
raios X;

abril/2015

outubro/2019

Determinar regides de reconhecimento de PLA2s isoladas de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus frente aos soros
antiofidicos anticrotélico e antibotrépico;

junho/2015

outubro/2019

Analisar as regibes imunogénicas das diferentes PLA2s botropicas
e crotilicas que reagiram com os diferentes soros antiofidicos e
realizar um estudo comparativo entre as PLA2s isoladas de
venenos de serpentes da familia Viperidae;

junho/2015

outubro/2019

Envolver estudantes de graduacdo ¢ pés-graduaciio a fim de inseri-
los na comunidade cientifica e repassar a metodologia
experimental utilizada para obtengdo de estruturas oligoméricas

de macromoléculas biologicas.

outubro/2014

outubre/2019

10

Realizar estudos computacionais (topolégicos, docking, de
dinamica molecular e filogenéticos) para avaliar as caracteristicas
pertinentes ias PLA2s isoladas de peconhas de serpentes e sugerir
possiveis moléculas inibidoras das atividades téxicas e
farmacolégicas desencadeadas por estas enzimas;

fevereiro/2015

outubro/2019

11

Divulgar os resultados parciais €/ou completos obtidos no
decorrer da execucido da presente parceria em congressos
cientificos e/ou na forma de artigos cientificos, relatérios de
iniciacdo cientifica, dissertagdes de mestrado e teses de
doutorado.

outubro/2014

outubro/2019

e
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PLANO DE TRABALHO
Anexo ao Acordo de Cooperacido Técnica e Cientifica entre a UCDB ¢ a UFPB

IV - DECLARAGAO DO CONVENENTE E APROVACAO DO CONCEDENTE

Declaragao

Na qualidade de representante legal, declaro para fins de prova junto a Universidade
Federal da Paraiba, para os efeitos e sob penas da lei, que inexiste qualquer débito em
mora ou situacdo de inadimpléncia com o Tesouro Nacional ou qualquer 6rgio ou
entidade da Administracao Publica Federal, Direta e Indireta, que impeca a celebracao
do presente Acordo de Cooperagao Técnica.

Pede Deferimento,

Campo Grande - MS, 21 dec outubro de 2014.

1

Reitor da UCDB\.

Aprovagio

Aprovo,

W WP it

Jodo Pessoa - PB, 21 de outubro de 2014, MARGARETH DE FATIMA FORMIGA/MELO DINIZ
Reitora da UFPB
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ANEXO 03

Termos de Procedéncia de Peconhas Ofidicas

73



D

UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO

s Valorizando talentos
@ ’ . ® y 4 L] 2
U C D B Misséo Salesiana de Mato Grosso B Ioter@ f
_ Universidade Catélica Dom Bosco N
) Instituigdo Salesiana de Educagao Superior
Biotério MSMT - UCDB / BioToxX

Campo Grande-MS, 07 de Marco de 2014.

TERMO DE PROCEDENCIA

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

Paula Helena Santa Rita
Biotério/lUCDB

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

: E Valorizando talentos

UCDB iy, Biotérfo)

Instituigdo Salesiana de Educagéo Superior
Biotério MSMT - UCDB / BioToxX

Campo Grande-MS, 20 de Maio de 2014.

TERMO DE PROCEDENCIA

Seguem 03 frascos contendo 04 gramas cada um de veneno cristalizado de serpentes do género
Bothrops moojeni, Borhrops alternatus e Crotalus durissus codigo/n®: B. m/s8-0021, oriundas do
plantel do Biotério/UCDB com o niimero de registro 718.682, junto ao Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis - IBAMA, localizado no campus da Universidade
Catdlica Dom Bosco, situada na Av. Tamandaré, 6000, Bairro Jd. Seminario, CEP 79117-800,
Cx.P. 100 em Campo Grande — Mato Grosso do Sul.

Nl

’633(\'(;\6
Paula Helena Santa & ‘?::,gq,
BnotenolUCQBb@ a;; Qﬁ, S

MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO - UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
Av. Tamandaré, 6000 - Jardim Seminario - CEP: 79117-900 - CAMPO GRANDE - MS - BRASIL
CNPJ/MF: 03.226.149/0015-87 - Fone: 55 67 3312-3300 - Fax: 55 67 3312-3301 - www.ucdb.br .
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ANEXO 04

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

Tempo de protrombina

Finalidade . Sistema para determinagio do tempo de
protrombina (TP) e medigdo dos fatores do complexo protrombinico
(fatores 11, V, Vil e X).

{Somente para uso diagnéstico in vitro.}

Principio . A tromboplastina (fator tissular, fator Ill) desencadeia o
mecanismo de coagulagio da via extrinseca formando, com o fator VI,
um complexo estequiometricamente dependente do calcio. O fator Vil é
transformado em uma enzima ativa (fator Vila), que atua sobre o fator X
gerando o fator Xa e este juntamente com fosfolipides do fator tissular,
fator Va e célcio formam o Complexo Ativador da Protrombina, que
transforma a protrombina em trombina. Essa, por sua vez, atua sobre o
fibrinogénio gerando fibrina. A formag4o da fibrina é macroscopicamente
demonstrada pelo aparecimento de um codgulo. O TP é o tempo
necessario para a formagao de fibrina ap6s a mistura de tromboplastina,
plasma e célcio. Os resultados sdo obtidos através da comparagio entre
os tempos de coagulagdo do plasma de pacientes e do plasma de
referéncia, representando a medida da atividade dos fatores do complexo
protrombinico (fatores I, V, Vi, X).

Caracteristica do sistema . 0 reagenta PT Hemostasis - Labtest
contém tromboplastina extraida do cérebro de coetho que tem grande
sensibilidade as deficiéncias isoladas ou combinadas dos fatores ll, fator
V, fator VIi e fator X, quando comparada com outras tromboplastinas de
cérebro de coelho. Sua elevada sensibilidade a presenga dos PiVKas
(Protein Induced by Vitamin K Absence or Antagonism), com respostas
bastante préximas das tromboplastinas humanas, propicia excelente
confiabilidade no controle da terapéutica anticoagulante.

Uma importante caracteristica do reagente Labtest esta relacionada a sua
rastreabilidade ac Terceiro Reagente de Referéncia Intemacional para
Tromboplastina (cddigo RBT/90) da OMS e ao Indice de Sensibilidade
Internacional (1SI) estabelecido em relagdo 4 Primeira Preparagdo de
Referéncia internacional (PIR) de Tromboplastina (humana) 67/40.
Assim, os resultados obtidos com o PT Hemostasis sdo
substancialmente equivalentes aos que seriam encontrados se os TP
fossem realizados com a PIR 67/40, fazendo com que os resultados
sejam padronizados em nivel mundial’.

Metodologia . Coaguiométrica - Quick.

Reagente

1. [ETT1 - Reagents 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C.

Material liofilizado contendo extrato de cérebro de coelho 22% em
tampao tricina 74,8 mmo/L, cloreto de calcio 22,2 mmol/L, azida s6dica

2,15 mmol/L e estabilizadores. Ver valor do 1SI impresso no rtulo do
frasco.

01 Portugués - Ref.: 501

Ref.: 501

MS 10003010134 '

0 reagente nao aberto, quando armazenado nas condigdes indicadas €
estivel até a data de expiragdo impressa no rétulo. Apds aberto e
reconstituido, o reagente deve ser manuseado de acordo com as boas
praticas de laboratrio para evitar contaminagoes de natureza quimica e
microbiana que podem provocar reducao da estabilidade.

Preparo do reagente . Adicionar aofrasco do Reagente 1 o volume
exato de dgua deionizada ou destilada indicado no rétulo.

Recolocar a tampa, homogeneizar suavemente e deixar em repouso a
temperatura ambiente (entre 15 - 25 °C) durante 15 minutos. Antes de
utilizar, homogeneizar suavemente. Nao agitar por inversio ou
vigorosamente.

0 reagente reconstituido ¢ estavel 7 dias entre 2- 8°C, 8 harasa 37 °C e
24 horas atemperatura ambiente (entre 15 - 25 °C).

Apos a reconstituigéo, durante 0 manuseio, os reagentes estdo sujeitos a
contaminages de natureza quimica e microbiana que podem provocar
reducao da estabilidade. Para preservar o desempenho, manter o
reagente fora da temperatura de armazenamento (2 - 8 °C) somente pelo
tempo minimo necessério para se obter o volume a ser utilizado, Nao
congelar.

Precaucoes e cuidados especiais

0s cuidados habituals de seguranga devem ser aplicados na
manipulagéo do reagente.

0 reagente contém azida sédica que é toxica. Nao ingerir e, no caso de
contato com os oihos, lavar imediatamenta com grande quantidade de
agua e procurar audlio médico. A azida pode formar compostos
altamente explosivos com tubulagbes de chumbo e cobre. Portanto,
utilizar grandes volumes de dgua para descartar o reagente.

Material necessario e ndo fornecido

1. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C);
2. Pipetas para medir amostras e reagente;
3. Cronémetro.

Influéncias pré-analiticas . 0 TP pode estar aumentado em
individuos em uso de corticoesterdides, contraceptivos orais (falhas na
excregéo de sais biliares), asparaginase, clofibrato, eritromicina, etanol,
tetraciclina, heparina e warfarin, bem como na presenga de EDTA.
A redugdo do TP pode ser observada em individuos em uso de anti-
histaminicos, butabarbital, fenobarbital, contraceptivos orais (diminuigao
da resposta aos anticoagulantes orais), vitamina K e cafeina. (Ver item
Modificagao da Agdo dos Anticoagulantes Orais).

Labtest ¥
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Usar ptasma colhido em citrato trissadico anidro 109 mmoiL (3,2%).

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrio {POP) que
estabeleca procedimentos adequados para coleta, preparagio e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que 0s erros devidos 2 amostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analftico.

Considerando que a qualidade da amostra ¢ fundamental para a exatidio
dos restiltados, recomenda-se a utilizagdo dos procedimentos que se
seguem***:

1. Obtero sangue porpungio venosa e evitar garroteamento prolongado,
hemdlise, formagdo de bolhas e aspiragdo de liquido tissular (fator ). A
aguiha deve penetrar diretamente na veia na primeira tentativa (pungéo
venosa "atraumatica’). O sangue deve fluir ivremente sem que seja
necessario aplicar demasiada forga ao émbolo. Nao realizar o TP em
amostra cuja pungo for dificil (pungao venosa raumatica).

2. Colgtar a amostra com seringa de plastico e centrifugar em tubos de
piastico. 0 uso de material de vidro ndo siliconizado ativa os fatores da
coagulagdo e reduz falsamente o TP Apds remover a aguiha, utifizar a
porgze central da amostra na seringa, usando as porgdes anterior e
posterior para outros testes.

3. No cas de sisterna de coletaa vicuo, usar tubo de plastico ou vidro
siiconizado. Ac realizar coleta somente para testes de coagulagdo,
coletar duas amostras. A primeira em um tubo sem anticoagulante ou em
tubo contendo citrato (tampa azul) que deve ser desprezada. A segunda
amaostra coletada em tubo contende citrato (tampa azul) sera utiizada
para a realizagio dos testas. No caso de coleta miitipla, a amostra para
testes de coagulagao devera ser obtida apds a coleta de amostra em tubo
sem articoagulante e antes da coleta em tubo contendo EDTA.

4. Misturar 9 partes de sangue com 1 parte de citrato ou 3 ml. de sangue
e 1 gota de Trombstab (Labtest Ref.: 45). Homageneizar 3 ou 4 vezes por
inverséo suave. Nao usar oxalato, pois o Fator V & muito sensivel a este
anticoagulante.

5. Em pacientes que apresentam hemat6crito maior que 55% a relagao
entre os volumes de sangue e de anticoagulante deve ser ajustada para
garantir a exatiddo do resultado. Para calcular o volume de anticoagulante
necessario em fungéo do hematdcrito e do volume de sangue, utilizar a
férmula que se segue:

Volume de anticoagulante {mL) = 0,00185 x volume de sangue (mL) x
{100 - hematocrito)

Exemplo

Para um hematdcrito de 60% usar 0,22 mL de citrato e completar para
3,0 mL com sangue. Para usar Trombstab (Labtest Ref.: 45), adicionar 2
gotas a0,5 mL dedgua e usar na propargdo indicada pelo caiculo.

6. Centrifugar até 1 hora ap6s a coleta a 3000 rpm ou 1500 g durante 15
minutos. Nao & necessdrio remover o plasma do tubo. Manter o tubo
tampado até a execugdo do teste para evitar mudanga do pH da amostra,
que pode interferir nos resuitados.

02 Portuguss - Ref.: 501

7. Manter as amostras entre 18 - 24 °G e realizar o TP até 4 horas aposa
coleta. Ndo refrigerar o plasma, pois pode haver ativagao do Fator Vil pelo
sisterna Gaticreina, reduzindo falsamente o TP Caso exista possibilidade
de congelamento rapido, o plasma pode ser congelado a 20 °C negativos
por 2 semanas ou 70 °C negativos por 6 meses. Sugerimos congelar o
material em aliquotas de 0,5 mL e, para evitar evaporagdo do materiai
durarte o periodo de armazenamento, utilizar frascos adequados para
congelamento ( criotubos ). As amostras devem ser descongeladas
rapidamente a 37 °C e testadas imediatamente.

8. Apresenga de codgulos implica rejeigao daamostra.

Amostras de sangue devem ser consideradas como potenciaimente
infectantes. Portanto, ao manuseé-las devem-se seguir as normas
estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material biologico, sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protegdo ambiental.

fnterferéncias

Amostras ictéricas, lipémicas e hemolisadas podem modificar os
resuftados de modo imprevisivel.

Procedimento’

0 seguinte procedimento se aplica a técnica manual. O reagerte pade ser
empregado para determinagdo do TP ufifizando equipamentos
aytomaticos e semi-automaticos. Recomenda-se seguir exatamente as
instrugdes de operacdo propostas pelos fabricantes.

1. Preparar o plasma de referéncia através da mistura (pooi) de plasmas
citratados obtidos de, no minimo, 3 individuos sadios. Nao usar plasmas
de portadores de doengas hepaticas ou de mulheres gravidas ou em use
de contraceptivos orais. Deve-se obter o tempo do plasma de referéncia
para cada lote de PT Hemostasis. As Boas Priticas de Laboratério
recomendam manter um registro dos lotes de PT Hemostasis e dos
tempos do plasma de referéncia.

2. Realizar o teste em tubos de vidro rigorosamente mpos.
3. Atemperatura do banho-maria deve estar entre 36 - 38 °C.

4. incubar 0,1 mL do plasma a ser medido {referéncia, controle ou
paciente} por no minimo tm minuto & no maximo 10 minutos.

5. Adicionar 0,2 mL do Reagente 1 (previamente aquecido a 37 °C) e
disparar simuftaneamente o crondmetro. Misturar suavemente e manter
no banho-maria por 9 segundos,

6. Remover o tubo, inclind-lo sucessivamente em intervalos menores
que 1 segundo e observar a formagdo de um cogulo que interrompe a
movimentagao do fiquido. Parar imediatamerte 0 crondmetro e registrar o
tempo,

Labtest &9
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Calculos

Relagdo dos tempos de Profrombina (R), Relagdo Normalizada
Internacional (RNI) e Atividade de Protrombina (A%).

0s resultados podem ser obtidos na Tabela de Conversdo em Relagéo
{R). Relagdo Normalizada Internacional (RNi) e Atividade de Protrombina
A%) .

EBCEHZB}‘ nalinha Pool de Referéncia , onde os tempos de coaguiagao
estdo destacados em negrito, o valor que mais se aproxima do tempa de
coagulagho obtido para o pool de referéncia. Em seguida, localizar na
coluna correspanderte 0 tempo de coagulagio da Amostra Teste .

Os resultados da amostra teste, expressos em Relagzo (R), Relagdo
Normalizada Internacional (RMI) e Atividade % podem ser obfidos na
mesma linha em que se localiza o tempo em segundos da amostra teste,
nastrés ftimas colunas databela.

A R ¢ a RNI também podem ser calcufadas usando as seguintes
equagdes:

Tempo em segundos do plasma do paciente

Tempo em segundos do pool de referéncia.

A utilizagao da R permite padronizar os resultados, com eliminagdo das
varidveis inroduzidas pela coleta da amostra e execugao metodologica.

RNl =R"

Calibragéo e rastreabilidade . 0 PT Hemostasis fol calibrado
com o Terceiro Reagente de Referéncia Internacional para
Trombopiastina (codigo RBT/G0) da OMS e tem indice de Sensibilidade
Internacional (IS) estabelecido em relagfio & Primeira Preparago de
Referéncia Internacional (PIR) de Tromboplastina (humana) 67/40’.

Controle interno da gualidade . 0 laboratdrio deve marter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicdveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificagdes da qualidade ¢ limites de toleréncia, agdes cometivas e
registro das atividades, Materiais de controle devem ser utilzados para
avaliar a imprecisdo e desvios da calibragdo. Sugere-se utilizar as
especificages GLIA para o erro total®,

A comparagio dos resuitados obtidos com PT Hemostasis e outros
fabricantes s6 deve ser realizada utilizando a RNI. A diferenca méxima
aceitavel éiguala 10%.

Valores de referéncia . Estes valores devem ser usados apenas
como orientagdo. Recomenda-se que cada laboratdrio estabelega, na
populagio atendida, sua propria faixa de valores de referéngia.

Afividade de Protrombina: maior que 70%. Valores acima de 100% nag
tém significado patoldgico devendo sef relatados como 100%.

ARNI em pessoas sadias encontra-se entre 1,02 1,08.

Controle de terapéutica anticoagulante . A utitizaao da RN
é especialmente indicada para estabelecer a faixa terapéutica nos
pacientes em uso de anficoaguiantes orais. A fabela ahaixo indica os
resultados a serem obtidos nas diversas indicagoes terapéuticas’:
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L . RNI
Indicagdo Terapéutica

5 e Avo Variagéo
Anticoagulagdo pré e per-operatoria
(iniciada com antecedénciza de 2
semanas):
 Girurgias de costelas 2,5 2,0-3,0
» Qutras cirurgias 2,0 15-25
Prevengao de trombose venosa
primaria ou secundéria 25 20-3.0
Trombaose venosa ativa, embolia
pulmonrar, prevengao de trombose 3,0 2,0-40
venosa recorrente.
Prevengao de trombo-embolia
arterial e portadores de valvulas 3.5 3,0-45
cardiacas mecanicas

Uma RNI maior que 5,0 esta associadaa risca elevado de hemorragia.

Segundo a OMS', todos os resultados, independentemente da finalidade
do teste, devem ser relatados em atividade e em RNI e todos os
profissionais ligados ao uso de anticoagulantes orais devem ser
encarajados a utilizar a RNI e abandonar a atividade de protrembina como
processo de avaliagao do grau de anticoagulagao.

Modificagao da ag@o dos anficoagulantes orais’ . Aagao
dos anticoaguiantes orais pode ser modificada por medicamentos e
atteracbes fisiologicas da seguinte forma;

Potencializando a agdo: fenilbutazona, indometacina, clofibrato,
salicilatos, acido etacrinico, acido nalidixico, D-tiroxina, probenicida,
sulfas e antibidticos, difenilhidantoina, tobultamida, butazonas, inibideres
da MAQ, feniramido, metiHfenidato, disulfiran, PAS, noretandrolona,
Quirina, quinidina, dipirona, paracetamol, propiltiouracil, glucagon e
drogas hepatotdxicas.

Reduzindo a agio: barbitiiricos (exceto tiobarbitiricos), meprobamatos,

grisectulvim, estrégeros e contraceptivos orais, diuréticos, dleos
minerais, colestiramina, irritantes da mucasa gastrointestinal,

Caracteristicas do desempenho"

Estudos de comparagéo . 0 mstodo proposte foi comparado cam
método similar, sendo abtidos os seguintes resultados:

Método Método
Comparativo Labtest
Nimero de amostras 97 97
Tempo de protrombina
(segundos) 10,8 - 38,3 11,1-37.9
Média das estimativas
(segundos) 201 213
Método Labtest = 1,05x
* ¥
Equagao da regressao Método Comparativa
Coeficiente de correlagdo 0,878

Labtest g9

79



* A equacio foi estimada uilizande o modelo de cafibragdo de
trombaoplastinas propasto paia OMS que excluio ponto deintersecao’.

Utilizando a equagdo da regressao, o erro sistematico total estimado no

tempo de 13,0 segundos & igual a 0,6%, no tempo de 32,7 segundos é
igual a 1,6% enotempo de 66,3 segundos éiguala 3,3%.

Estudos de precisde . Os seguintes resultados foram obtidos nos
estirdos de precisdo:

Reprodutibilidade - Impreciséo total

N Média P CV (%)
Amostra 1 07 13,0 0,1 1,0
Amaostra 2 07 327 2,0 6,0
Amostra 3 07 66,3 3,9 58

Repetitividade - Imprecisdo intra-ensaio

N Média oP v (%)
Amastra 1 40 12,9 0,10 0,8
Amostra 2 40 30,0 0,92 3.1
Amosira 3 40 60,6 1,30 2,2

Avaliagéo do erro folal . 0 ero total (erro aleatrio + erro
sisterntico) estimado no tempo de 13,0 segundos & igual a 2,6%, no
tempo de 32,7 segundos 6 iguiai a 13,4% e no tempo de 66,3 segundos é
igual 14,7%. Os resultados indicam que o método atende & especificagdo
CLIA para erro total (£15,0%)".

Limite de detecgao . Amostra de plasma normal foi diluida com
plasma deficiente de fator Il, V, VIl e X, permitindo que as concentrages
dos fatores variassem de 10 a 100%. Os seguintes resuitados foram
obtidos.

(%) Fator Tempo de protrombina (segundos)
Fator It Fator V Fator Vil Fator X
100 11,6 11,8 11,8 11,7
50 11,6 13,2 12,6 12,8
40 11,7 13,9 12,8 13,3
30 12,3 14,9 13,5 14,1
20 12,8 15,9 13,9 14,8
10 14,1 18,3 15,2 17,0

Significado clinico . 0 TP esta prolongado em todos os casos de
deficidncias congénitas ou adquiridas dos fatores £, V, Vil e X. As
deficiéncias adquiridas ocorrem principalmente em: tratamento com
anticoagulantes orais, disturbios da ingestao ou absorgao de vitamina K,
doenga hemorragica do recém-nascido, ictericia obstrutiva, distirbio da
absorgao intestinal, antibioticoterapia, insuficiéncia hepatica, fibrindlise e
coagulacdo intravascular.
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Na hepatite aguda a redugao dos fatores i, Vil e X precede os sinais
clinicos e os resultados encontrados sdo dependentes do estagio e da
intensidade dadoenga.

Observagbes

1. A impeza e secagem adequadas do material utilizado sio fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtengdo de resultados
corretas.

2. 0 laboratério clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizacdo de dgua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analfticos. A 4gua deionizada ou destilada utitizada no
laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagao. Assim, para
preparar reagentes, usar nas medigoes e para uso no enxagie final da
vidraria, deve ter resistividade >1 megachm.cm ou condutividade
<1 microsiemens/cm e concentragdo de silicatos <0,1 mg/L. Quande a
coluna deionizadora estd com sua capacidade saturada ocorre pradugao
de agua alcalina com libsragdo de varios ions, silicatos e substincias
com grande poder de oxidacao ou redugao que deterioram os reagentes
em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados de modo
imprevisivel. Assim, & fundamental estabelecer um programa dg controle
da qualidade da dgua.

3. Para uma revistio das fontes fisiopatoldgicas e medicamentosas de
imerferéneia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar
http://www.fxol.org.
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Apresentagdo
Produte Referéncia Conteiido
PT Hemostasis 501-5/2 [ 5X2mL

Informagdes ao consumidor

[Termos e condigbes de garantia]

A Lablest Diagnéstica garante o desempenho deste produto dentro das
especificagdes até a data de expiragao indicada nos rétulos desde que os
cuidados de utilizagao e armazenamento indicados nos rétulos e nestas
instrugdes sejam seguidos corretamente.

s | abtest Diagnéstica S.A.
CNPJ: 16.516.296 / 0001 - 38
Av. Paulo Ferreira da Costa, 600 - Vista Alegre - CEP 33400-000
Lagoa Santa . Minas Gerais Brasit - www.labiest.com.br
Sarvigo de Apola ao Clienie | 080G 031 34 11 (Ligagdo Gratuita)
e-mail: sac@}abtast.com.br

Revisao: Novembra, 2006
Ret.: 170309
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ANEXO 05

Tabela de Conversdo em Relacdo (R), Relacdo Normalizada Internacional (RNI) e Atividade
de Protrombina (A%)



PT HEMOSTASIS Ret:501-5/2

Tabela de Conversao em Relagao (R), Relagdo Normalizada Internacional (RNI) e Atividade de Protrombina (A%).
Tabla de Conversién en Relacion (R), Razon Internacional Normatizada (RIN) y Actividad de Protrombina (A%).
Conversion Table in Prothrombin Ratio (PR), International Normalized Ratio (INR), and Prothrombin Activity (A%).

Lote/Lot: 5005 ISl: 0.86
Amostra/ Tempo de coagulagdo (segundos) / R RNI
Muestra / Tiempo de coagulacién (segundos) / PR RIN A%
Sample Coagulation time (seconds) INR
Pool de Referéncia /
Pool de Referencia / 115 | 120 | 125 | 130 | 135 | 140 | 145 | 150 | 155 | 1.00 | 1.00 100
Reference Pool

17 | 122 | 128 | 133 | 138 | 143 | 148 | 153 | 158 | 1.02 | 1.02 96
120 | 125 | 130 | 135 | 140 | 146 | 151 156 | 16.1 1.04 | 1.03 92
122 | 127 | 133 | 138 | 143 | 148 | 154 | 159 | 164 | 106 | 1.05 88
124 | 130 | 135 | 140 | 146 | 151 157 | 162 | 167 | 1.08 | 1.07 85
127 | 132 | 138 | 143 | 149 | 154 | 160 | 165 | 17.1 110 | 1.08 82
129 | 134 | 140 | 146 | 151 157 | 162 | 168 | 174 | 112 | 110 79
131 | 137 | 143 | 148 | 1544 160 | 165 | 171 17.7 § 114 | 112 76
133 | 139 | 145 | 151 157 | 162 | 168 | 174 | 180 | 1.16 | 1.14 74
136 | 142 ] 148 | 153 | 159 | 165 | 1741 177 | 183 § 1.18 | 115 72
138 | 144 | 150 | 156 | 162 | 168 | 174 | 180 | 186 | 120 | 117 69
140 | 146 | 153 | 159 1 165 | 171 177 | 183 | 189 | 122 | 119 67
143 § 149 | 155 | 161 167 | 174 | 180 | 186 | 192 | 124 | 1.20 65
145 | 151 158 | 164 | 170 | 176 | 183 | 189 | 195 | 126 | 1.22 64
147 | 154 ]| 160 ) 166 | 173 ] 179 | 186 | 192 | 198 | 128 | 1.24 62
150 | 156 | 163 | 169 | 176 | 182 | 189 | 195 | 202 § 130 | 1.25 60
152 | 158 | 165 | 172 | 178 | 185 | 191 198 | 205 | 132 | 1.27 59
154 | 161 168 | 174 | 181 188 | 194 | 201 208 | 134 | 1.29 57
156 | 16.3 170 | 17.7 | 184 | 190 | 197 | 204 | 211 136 | 1.30 56
159 | 166 | 173 | 179 | 186 | 193 | 200 | 207 | 21.4 | 138 | 132 54
16.1 168 | 175 | 182 | 189 { 196 | 203 | 21.0 | 21.7 | 140 | 1.34 53
63 | 170 | 178 | 185 | 192 | 199 | 206 | 213 | 220 | 142 | 135 52
166 | 173 | 180 | 187 | 194 | 202 | 209 | 216 | 223 | 144 | 137 51
168 | 175 | 183 | 190 | 197 | 204 | 212 | 219 | 226 | 146 | 1.38 50
170 | 178 | 185 | 192 | 200 | 207 | 215 | 222 | 229 } 148 | 1.40 48
173 | 180 18.8 | 195 | 203 | 210 | 218 | 225 | 233 | 150 | 1.42 a7
175 | 182 | 190 | 198 | 205 | 213 | 220 | 228 } 236 | 152 | 143 46
177 | 185 | 193 | 200 | 208 | 216 | 223 | 2341 239 | 154 | 145 45

Amostra teste / Muestra Test / Test sample
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Lote/Lot: 5005 ISI; 0.86

Amastra / Tempo de coagulagdo (segundos) / ] RNI
Muestra / : Tiempo de coagulacién (segundos) / PR RIN A%
Sample Coagulation time (seconds) INR

Pool de Referéncia /
Pool de Referencia / 15 | 120 | 125 | 130 | 135 | 140 | 145 | 150 | 155 1.00 | 1.00 100
Reference Pool

179 1 187 | 195 | 203 | 211 218 | 226 | 234 | 242 156 | 1.47 44
182 | 190 | 198 | 205 | 213 | 221 229 | 237 | 245 | 158 | -1.48 43
184 | 192 | 200 | 208 | 216 | 224 | 232 | 240 | 248 | 160 | 150 42
186 | 194 | 203 | 211 219 | 227 | 235 | 243 | 254 162 | 1.51 42
189 | 197 | 205 | 21.3 | 221 23.0 | 238 | 246 | 254 | 164 | 153 41
19.1 199 | 208 | 216 | 224 | 232 | 244 249 | 257 | 166 | 155 40
193 | 202 | 210 | 218 | 227 | 235 | 244 | 252 | 260 | 168 | 156 39
196 | 204 | 213 | 221 230 | 238 | 247 | 255 | 264 170 | 1.58 38
198 | 206 | 215 | 224 | 232 | 241 249 | 258 | 267 | 172 | 159 38
200 | 209 | 218 | 226 | 235 | 244 | 252 | 261 270 | 174 | 161 37
202 | 211 220 | 229 | 238 | 246 | 255 | 264 | 273 | 1.76 | 163 36
205 | 214 | 223 | 231 240 | 249 | 258 | 267 | 276 | 1.78 | 164 36
207 | 216 | 225 | 234 | 243 | 252 | 26.1 270 | 279 | 1.80 | 166 35
209 | 218 | 228 | 237 | 246 | 255 | 264 | 273 | 282 1.82 | 167 34
212 | 2241 230 | 239 | 248 | 258 | 267 | 276 | 285 184 | 169 34
214 | 223 | 233 | 242 | 251 260 | 270 | 279 | 288 | 186 | 1.7 33
216 | 226 | 235 | 244 | 254 | 263 | 273 | 282 | 294 188 | 1.72 33
21.9 | 228 | 238 | 247 | 257 | 266 | 276 | 285 | 295 | 190 | 1.74 32
221 230 | 240 | 25.0 | 259 | 269 | 278 | 288 | 298 | 192 | 175 32
223 | 283 | 243 | 252 | 262 | 272 | 28.1 29.1 301 194 | 177 31
225 | 235 | 245 | 255 | 265 | 274 | 284 | 294 | 304 | 196 | 1.78 31
228 | 238 | 248 | 257 | 267 | 277 | 287 | 297 | 307 | 198 | 1.80 30
230 | 240 | 250 | 260 | 270 | 28.0 | 29.0 | 30.0 | 310 § 2.00 | 1.8 30
232 | 242 | 253 | 263 | 273 | 283 | 293 | 303 | 313 | 202 | 1.83 29
235 | 245 | 255 | 265 | 275 | 286 | 296 | 306 | 316 | 204 | 1.85 29
237 | 247 | 258 | 268 | 27.8 | 288 | 299 | 309 | 319 | 206 | 1.86 29
239 | 250 | 260 | 27.0 | 281 29.1 302 | 812 | 322 | 208 | 1.88 28
242 1 262 | 263 | 273 ] 284 | 294 | 305 | 315 | 326 | 210 | 1.89 28
244 | 254 | 265 | 276 | 286 | 297 | 307 | 318 | 329 | 212 | 191 27
246 | 257 | 268 | 278 | 289 | 300 | 310 | 321 332 1 214 | 192 27
248 | 259 | 27.0 | 281 292 | 302 | 313 | 324 | 335 | 216 | 194 27
25.1 262 | 273 | 283 | 294 | 305 | 316 | 327 | 338 | 218 | 195 26
253 | 264 | 275 | 286 | 297 | 30.8 | 319 | 330 | 34.1 220 | 1.97 26
259 | 27.0 | 281 293 | 304 | 315 | 326 | 338 | 349 | 225 | 201 25
265 | 276 | 288 | 299 | 311 322 | 334 | 345 | 357 | 230 | 205 24

Amostra teste / Muestra Test / Test sample
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Lote/Lot: 5005 ISI: 0.86

Amostra / Tempo de coagulagao (segundos) / R ANI
Muestra/ Tiempo de coagulacion (Segundos) / PR RIN A%
Sample Coagulation time (seconds) INR

Pool de Referéncia /
Pool de Referencia / 1.5 12.0 | 125 13.0 135 14.0 145 15.0 15.5 1.00 | 1.00 100
Reference Pool

270 | 282 | 294 | 306 | 317 | 329 | 341 | 353 | 364 | 235 | 2090 | 23
276 | 288 | 300 | 312 | 324 | 336 | 348 | 360 | 372 ] 240 | 212 | 22
282 | 294 | 306 | 319 | 331 | 343 | 355 | 368 | 380 ] 245 | 216 | 22
288 | 300 | 313 | 325 | 338 | 350 [ 363 | 375 ] 388 | 250 | 220 | 21
203 | 306 | 319 | 332 | 344 | 357 [ 370 | 383 | 305 | 255 [ 224 [ 20
299 | 312 | 325 | 338 | 351 | 364 | 377 | 300 | 403 | 260 | 227 | 19
305 | 318 | 331 | 345 | 358 | 371 | 384 | 308 | 411 | 265 | 231 | 19
311 | 324 | 338 [ 351 | 365 | 378 | 392 | 405 | 419 ] 270 | 235 | 18
316 | 330 | 344 | 358 | 371 | 385 | 399 | 413 | 426 | 275 | 239 | 18
322 | 336 | 350 | 364 | 378 | 392 | 406 | 420 | 434 | 280 | 242 | 17
328 | 342 | 356 | 371 | 385 | 309 | 413 | 428 | 442 § 285 | 246 | 17
334 | 348 | 363 | 377 | 302 | 406 | 421 | 435 | 450 | 290 | 250 | 16
339 | 354 | 369 | 384 | 308 | 413 | 428 | 443 | 457 | 295 | 254 | 16
345 1 360 | 375 | 390 | 405 | 420 | 435 | 450 | 465 | 300 | 257 | 16
351 | 366 | 381 | 397 | 412 | 427 | 442 | 458 | 473 | 305 | 261 | 15
357 | 37.2 | 388 | 403 | 419 | 434 | 450 | 465 | 481 | 310 | 265 | 15
362 | 378 | 394 | s10 | a25 | 44+ | 457 | 472 | 488 | 315 | 288 | 15
368 | 384 | 400 | 416 | 432 | 448 | 464 | 480 | 496 | 320 | 272 | 14
374 | 200 | 406 | 423 | 439 | 455 | 471 | 488 | 504 | 325 | 276 | 14
380 | 396 | 413 | 429 | 446 | 462 | 479 | 495 | 512 | 330 | 279 | 14
385 | 402 | 419 | 436 | 452 | 469 | 485 | 503 | 519 | 335 | 283 | 14
301 | 408 | 425 | 442 | 459 | 476 | 493 | 510 | 527 | 340 | 286 | 13
307 | 414 | 431 | 449 | 466 | 483 | 500 | 518 | 535 | 345 | 290 | 13
403 | 420 | 438 | 455 | 473 | 490 | 508 | 525 { 543 | 350 | 294 | 13
208 | 426 | 444 | 462 | 479 | 297 | 515 | 533 | 550 | 355 | 297 | 13
414 | 432 | 450 | 468 | 486 | 504 | 522 | 540 | 558 | 360 | 301 | 12
420 | 438 | 456 | 475 | 493 | 511 | 529 | 548 | 566 | 365 | 304 | 12
425 | 444 | 462 | 481 | 409 | 518 | 536 | 555 | 573 | 270 | 308 | 12
431 | 450 | 469 | 487 | 506 | 525 | 544 | 562 | 581 | 375 | 342 | 12
437 | 456 | 475 | 494 | 513 | 532 | 551 | 570 | 589 | 380 | 315 | 12
443 | 462 | 481 | 500 | 520 | 539 | 558 | 577 | 597 | 385 | 319 | 11
448 | 468 | 487 | 507 | 526 | 546 | 565 | 585 | 604 § 390 | 322 | N
454 | 474 | 494 | 513 ] 533 | 553 | 573 | 592 | 612 | 395 | 326 | 11
460 | 480 | 500 | 520 | 540 | 560 | 580 | 600 | 620 | 400 | 328 | M
466 | 486 | 506 | 526 | 547 | 567 | 587 | 607 | 628 | 405 | 333 | 11

Amostra teste / Muestra Test / Test sample
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Lote/Lot: 5005 ISI: 0.86
Amostra / Tempo de coagulagdo (segundos) / R RNI
Muestra / Tiempo de coagulacién (segundos) / PR RIN A%
Sample Coagulation time (seconds) INR
Pool de Referéncia /
Pool de Referencia / 115 120 125 13.0 135 14.0 14.5 15.0 155 1.00 1.00 100
Reference Pool
Amostra teste/ 471 ) 492 | 512 | 533 | 553 | 574 | 504 | 615 | 635 | 410 | 337 [ 10
Muestra Test / 477 49.8 51.9 539 56.0 58.1 60.2 62.2 64.3 4.15 340 10
Test sample 483 | 504 | 525 | 546 | 567 | 588 | 609 | 630 | 651 | 420 | 344 | 10

-

Para obtengdo dos resuitados/Para obtener los resultados/For obtain the results:

. Determinar o tempo de protrombina do pool de referéncia & da amostra teste.
Determinar el tiempo de protrombina del pool de referencia e de lamuestra test.

Determine the prothrombin time of the reference pool and the test sample.

~

Localizar o fesultado obtido para o pool de referéncia na linha "Pool de Referéncia”, onde os tempos de coagulagéo esto destacados em negrito.

Localizar el resultado obtenido para el pool de referencia en lalinea "Pool de Referencia®, donde os tiempos de coagulacion estan en negrilla.

Find the obtained resutt for the reference pool in the “Reference Pool* line, where the coagulation times are shown in boldface.

3. Localizar na cotuna correspondente, o tempo de coagulagao da *Amostra Teste®.

Localizar en la columna correspondiente, el tiempa de coagulacion de la *Muestra Test*.

Find in the matching column the coagulation time for the *Test Sample”.

-

localiza o tempo em segundos da amostra teste, nas trés Gitimas colunas databela.

Los resuttados de k2 muestra test, expresos en Relacidn (R), Razon Internacional Normatizada y Actividad de Protrombina (A%) pueden ser obtenidos en la misma

linea donde se localiza el tiempo en segundos de la muestra test, en las ultimas tres columnas de ia tabla.

The results for the test sample, expressed as PR, INR, and A%, can be found on the same fine as the time in seconds for the test sample, in the last three columns of the

tabie.

Expiragao/Expiracién/Expiration: 2018/03/16
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Os resultados da amostra teste, expressos em Relagéo (R), Relagdo Normalizada Internacional (RNI) e Atividade % podem ser obtidos na mesma linha em que se
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ANEXO 06

APTT HEMOSTASIS, Ref. 502 - “instrucdes de uso”.
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APTT HEMOSTASIS

{nsi

Tempo de tromboplastina parcial ativada

Finalidade . Reagente para determinagio do tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) e medigdc dos fatores da
coagulagao baseadano tempo de tromboplastina parcial ativada.

[Somente parauso diagndstico in vitro.)

Principio . 0 reagente contende ativador plasmatico {4cido eldgico)
desencadeia 0 mecanismo de coagulacao da via intrinseca através da
ativagéo do fator XIl (Hageman), que forma um complexo com o
cininogénio de alto peso molecular (HMWK) e com a pré-calicreina (PK).
Otator Xl ativado atua sobre o fator Xi gerando o fator Xla que na presenga
de fosfolipides e calcio transforma o fator IX em uma enzima ativa (fator
1Xa), que ativa o fator VIll, formando o complexo iXa-fosfolipide-Vilia que
ativa o fator X. Esse fator ativado transforma a protrombina em trombina
que atua sobre o fibrinogénio gerando fibrina. A formagéo de fibrina é
macrescopicamente demonstrada pelo aparecimento de um codgulo.

0 TTPA é realizado incubando o plasma citratado com o reagente
contendo ativador e fosfolipides.

Apos a adi¢ao de calcio, faz-se a medigao do tempo de formagio do
codgulo.

Caracteristica do sistema . 0 produte APTT Hemostasis -
Labtest contém substitutos de fosfolipides plaquetarios que, juntamente
com um ativador soluvel, &cido elégico, proporciona condigfes Gtimas
para a ativagao por contato dos fatores da coagulagao (viainfrinseca).
Apesar de ser sensivel a deficiéncias de todos os fatores da coagulagdo,
com excegao do fator VI, o sistema APTT Hemostasis detecta desordens
hemorragicas secundarias principalmente a deficiéncia dos fatores Viil,
IX, X1, X1l ¢ Pré-calicreina.

0 APTT Hemostasis pode ser utilizado também com sucesso para
monitorar pacientes em terapia com heparina. O sistema é
suficientemente sensivel para discriminar diferentes concentragdes
deste anticoagulante, apresentando prolongamento do tempo de
coagulagao proporcional & concentragio de heparina no plasma.

Metodologia . Coagulometria.

Reagente

1. [RI11 - Reagente 1 - Armazenarentre 2 - 8°C.

Comém acido elagico >99 umolA, fosfolipide de cérebro de coelho
20,007%, fenol 320 mmol/L, albumina bavina 0,005%, estabilizadores e

preservativo. Pronto para uso.

2 [E12]- Reaganta 2 - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém cloreto de célcio 20 mmolL e azida sodica<0,095%.
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Ref.. 502

MS 10009010135 '

Os reagentes nao abertos, quando armiazenado nas condigtes indicadas,
sdo estdveis até a data de expiragfo impressa no rotulo. Apds abertos, 0s
reagentes devem ser manuseados de acordo com as boas praticas de
laboratdrio para evitar contaminagOes de natureza quimica e microbiana
que podem provacar reducdo da estabilidade.

O Reagente 1 deve permanecer aberto e fora da temperatura de
armazenamento somente o tempo necessario para obter o volume a ser
utilizado no teste. A exposicio prolongada do Reagente 1 ao ar
atmostérico pode comprometer o desempenho do mesmo. A
estabilidade do Reagente 1 pode ser comprometida com a introducao de
ponteiras mal lavadas.

Precaucdes e cuidados especiais

Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na
manipulagao do reagente.

0 Reagente 2 contém azida s6dica que é tdxica. Nao ingerir ¢, no caso de
contato com os olhos, lavar imediatamente com grande quantidade de
Aigua e procurar auxilio médico.

A azida pode formar compostos attamente explosivos com tubulagtes de
chumbo @ cobre. Portanto, utilizar grandes volumes de 4gua para
descartar oreagente.

Material necessério e ndo fornecido

1. Banho-maria mantido 4 temperatura constante (37°C);
2. Pipetas para mediramostras e reagente;
3. Crongmetro.

Influéncias pré-analiticas . 0 TTPA pode estar aumentado em
individuos em uso de 4cido acetilsalicilico, azireonam, ofioxacino,
metronidazof e fenitoina.

A redugao do TTPA pode ser observada em individuos em uso deg anti-
histaminicos, digitdlicos, contraceptivos orais, tetraciclina e estrogenos
conjugados.

E importante também que a amostra seja coletada, preparada e
armazenada conforme descrito no ftem AMOSTRA.

Usar piasma colhido em citrato frissédico anidro 108 mmol/L (3,2%).

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrdo (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para coleta, preparagio e
armazenamento da amostra. Enfatizamos gue os erros devidos 2 amostra
podem ser muito maiores que os erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Labtest g9

88



Considerando que a qualidade da amostra & fundamental para a exatiddo
dos resultados, recomenda-se a tilizagdo dos procedimentos que se
seguern”,

1. Oiter o sangue por pung o venosa & evitar garroteamento prolongado,
hemdlise, formagae de bolhas e aspiracao de liquido tissular (fator Hi). A
aguiha deve penetrar diretamente na veia na primeira tentativa (pungio
venosa nao traumdtica). O sangue deve fluir liviemente sem que seja
necessario aplicar demasiada forga ao émbolo. No realizar o TTPA em
amostra cuja pungao for dificil (pungao venosa traumatica).

2. Coletar a amostra com seringa de plastico e centrifugar em tubos de
pléstico. O uso de material de vidro ndo siliconizado ativa os fatores da
coagulacao e reduz falsamente o TTPA. Apos remaover a aguiha, utilizar a
porgdo central da amostra na seringa, deixando as porges anterior e
posterior para outros testes.

3. No caso de sistema de coleta a vacuo, usar tubo de plastico ou vidro
siliconizado. Ao realizar coleta somente para testes de coagulagdo,
coletar duas amaostras, A primeira em um tubo sem anticoagulante ou em
tubo contendo citrato (tampa azul) que deve ser desprezada.

A segunda amostra coletada em tubo contendo citrato (tampa azuf) serd
utilizada para a realizacdo dos testes. No caso de coleta muttipla, a
amostra para testes de coagulacio deverd ser obtida apds a coleta de
amostra em tubo sem anticoagulante e antes da coleta em tubo contendo
EDTA.

4. Misturar 9 partes de sangue com 1 parte de citrato oy 3 mL de sangue
e 1 gota de Trombstab (Labtest Ref.: 45). Homogeneizar 3 ou 4 vezes por
inversao suave. Nao usar oxalato, pois o Fator V é muito sensivel a este
anticoagulante.

5. Em pacientes que apresentam hematdcrito maior que 55% a relagéo
entre 05 volumes de sangue e de anticoagulante deve ser ajustada para
garantir a exatidao do resultado. Para calcular o volume de anticoagulante
necessario em fungao do hematderito e do volume de sangue, utilizar a
férmula que se segue:

Volume de anticoagulante (mL}) = 0,00185 x volume de sangue (mL) x
(100 - hematdcrito)

Exemplo . Para um hematdcrito de 60% usar 0,22 mL de citrato e
completar para 3,0 mL com sangue. Para usar Trombstab {Labtest
Ret.: 45), adicionar 2 gotas a 0,5 mL de &gua e usar na proporgio
indicada pelo célculo.

6. Centritugar até 1 hora apds a coleta a 3000 rpm ou 1500 g durante 15
minutos. Nao é necessario remaver o plasma do tubo. Manter o tubo
tampado até a execugao do teste para evitar mudanga do pH da amostra,
que pode interferir nosresultados.

7. Manter as amostras entre 2 - 24 °C g realizar o TTPA até 4 horas aposa
coleta. Caso exista possibilidade de congelamento répido, o piasma,
separado das ceélulas, pode ser congelado a 20 °C negativos por 2
semanas ou 70 °C negativos por 6 meses. Sugerimos congelar o material
em aliquotas de 0,5 mL e, para evitar evaporagao do material durante o
periodo de armazenamento, utilizar frascos adequados para
congelamento ( criofubos ). As amostras devem ser descongeladas
rapidamente a 37 °C e testadas imediatamente.
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8. Apresenca de coagulos implica na rejeicao da amostra.

Amostras de sangue devem ser consideradas como potenciaiments
infectantes. Portanto, aoc manusea-las deve-se seguir as normas
estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes ¢ o material bioldgico, sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protegao ambiental,

Interferencias

Amostras fctéricas, lipémicas e hemofisadas podem modificar os
resultados de modo imprevisivel.

Procedimento’

0 seguinte procedimento se aplica a técnica manual, O produto pode ser
empregado para determinagdo do TTPA utilizando equipamentos
autométicos e semi-automaticos. Recomenda-se seguir exatamente as
instrugbes de operagao propostas pelo fabricante.

1. Realizar oteste utilizanda tubas de vidro rigorosamente limpos.
2. Atemperatura do banho-maria deve estar entre 36 - 38 °C.
3. Pre-aquecer o Reagente 2 (20 mmolL) a37°C.

4. Incubar a 37 °C, 0,1 mL do plasma a ser medido (controle ou paciente)
porno minimo um minuto e no méxime 10 minutos.

9. Adicionar 0,1 mL do Reagente 1, homogeneizar e incubar a 37 °C por
3 a5 minutos (tempo de ativagao). Para obter resultados reprodutiveis o
tempo deativagao deve ser padronizado para todas as amostras.

6. Adicionar 0,1 mL do Reagente 2 (previamente aquecido a 37 °C) e
disparar simultaneamente 0 crondmetro. Misturar suavemente e manter
no banho-rnaria a 37 °C por 15 a 20 segundos.

7. Remover o tubo, inclin-lo sucessivamente em intervalos menores
que 1 segundo e observar a formagao de um coaguio que interrompe a
movimentagao do liquido. Parar imediatamente o crondmetro e registrar o
tempo.

Controle interno da qualidade . 0 1aboratario deve marter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos  aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificacbes da qualidade e limites de tolerfincia, agbes cometivas e
registro das atividades. Materiais de controle devern ser utilizados para
monitorizar a imprecis o da medigdo. Sugere-se utllizar as
especificagtes CLIA para o erro total’,

Intervalo de referéncia®

Os intervalos devem ser usados apenas como orientagdo. Recomenda-
se que cada laboratério estabeleca, na populacao atendida, seus proprios
intervalos de referéncia.
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Idade Intarvalo (segundos)
2 meses 26,3 - 46,9
5 meses 28,1-459
Crianga a partir de 6 messes .
e adultos 26,7376

Caracteristicas do desempenho’

Estudos de comparagao . 0 método proposto foi comparada com
matodo simifar, sendo obtidos os seguintes resultados:

Método Método
Comparalivoe Labtest
Nimero de amostras 205 205
Tempo de tromboplastina
parcial ativada (segundos) 21.9-200 21,0-167.8
Media das estimativas
{segundos) 346 27
Labtest = 0,8232 x
Equagao da regressdo Comparativo + 4,25
Coeficiente de correlagao 0,985

Utilizando a equacgao da regressae, o erro sistemdtico total estimado no
tempo de 26,7 segundos & igual a 1,76% e no tempo de 65,6 segundos &
igualz11,2%.

Estudos de precisao . 0s seguintes resultados foram obtidos nos
estudos de precisao;

Repetitividade - Imprecisdo intra-ensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 10 26,8 0,08 0.3
Amostra 2 10 66,6 0,60 0,9
Reprodutibilidade - Imprecisdo total
N Média op CV (%)
Amaostra 1 5 26,7 0,19 0,7
Amostra 2 5 65,6 0,79 1,2

Avaliagao do erro total . 0 ero total (erro aleatério + ero
sistematico) estimado no tempo de 26,7 segundos € igual 23,13% e no
tempo de 65,6 segundos é igual a 13,6%. Os resultados indicam que o
método atende A especificagio CLIA para errototal (s15,0%)*

Sensibilidade a heparina . 0 TTPA ¢ utitizado para monitorar a
terapia com heparing, considerando que o prolongamento do tempo de
formagdo do coagulo é diretamente proporcional ao aumento da
quantidade de heparina.
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Aagdo anticoaguiante da heparina depende de muitos fatores, tais come:
nivel adequado de antitrombina Hl, ativagZo plaquetdria e subseqiente
exposigac do Fator 4 plaquetario.

Medicamentos, taxa de metabolizagao e forma de administragio da
heparina & o tempo entre a coleta & realizagdo do teste interferem no teste
de sensibifidade.

A sensibilidade refativa do reagente APTT Hemostasis para a heparina
pode ser determinada estabelecendo-se uma curva de sensibilidade &
heparina. A curva deve ser construida adicionando-se quantidades
conhecidas de heparina a um pool de pizsma normal e realizando o teste
para determinagio do TTPA. O laboratdrio deve realizar o teste de
sensihilidade utilizando a heparina de mesma fonte da administrada ag
paciente e levando-se em consideragéo as variveis que influenciam no
teste.

0 exemplo abaixo ilustra a relagao entre concentragao de heparina e 0
tempo em segundos obtido com o reagente APTT Hemostasis e um
coaguiometro foto-6tico.

Concentragdo de Heparina TTPA
{unidades/mL) (segundos)
0,0 243
0,1 273
0,2 33,6
0,3 42,1
0,4 53,0
0,5 65,5
0,6 77.9
0.7 93,7

Sensibilidade & deficiéncia de fatores da coagulagao
Plasmas com deficiéncia moderadz e grave de virios fatores foram
avaliados com o reagente APTT Hemostasis e o reagente demonstrou
sensibiidade apropriada as deficiéncias dos fatores da coagulagao
conforme st mostrado na tabela a seguir:

Fator Atividade do fator% | TTPA (segundos)
Vill <1 82,0
VHI 20 448
IX <1 83,5
IX 20 40,9
X <1 : 134,2
X 20 47,8
Xii <1 >200
Xl 20 36,2
Pré-calicreina <1 69,5

Signiticado clinico . 0 TTPA avalia as vias intrinseca & comum da
cascata da coagulagao. O TTPA é relativamente mais sensivel as
deficiéncias dos fatores Vil ¢ IX do que s deficiéncias dos fatores Xl e Xil
ou fatores da via comum, mas, na maioria das técnicas, niveis de fatores
entre 15% e 30% do normal profongam o TTPA. O TTPA é usado para
deteccao de deficiéneias ou inibidores dos fatores da coagulagio da via
intrinseca ou comum, além de se prestar para monitorizagdo da
anticoagulagao com heparina e para rastreamento do anticoagulante
fipico.
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Disturbios da viz intrinseca da cascata da coagulacao sao caracterizados
pelo TTPA prolongado e o Tempo de Protrombina (TP) normal, Formas
hereditérias incluem a deficiéncia dos fatores VIll ou IX (hemofilias A ou B
respectivaments}, fator Xi, pré-calicreina, cininogénio de alto peso
molecular 8 fator XIl. A deficiéncia dos trés uitimos fatores ndo esta
associada com quadro de manifestagdo hemorragica, constituindo-se
apenas uma anormalidade laboratorial. Distarbios adquiridos que cursam
com TP normal e TTPA prolongado incluem o inibidor kipica ou inibidores
dos fatores Vill, IX e XI, além do uso de heparina.

Disturbios da via comum causam o prolongamento do TP e TTPA, os
quais, quando hereditasios, indicam formas raras de deficiéncia de um
dos sequintes fatores: fator X, fator V, protrombina ou fibrinogénio. Por
outro lado, deficiéncias adquiridas de alguns destes fatores geralmente
sdo acompanhadas por outras anormalidades na via extrinseca ou
intrinseca, como ocorre nas hepatopatias, na coagulagao intravascular
disseminada (CIVD) e na deficiéncia de vitamina K. Além disso, quando ¢
TP e o TTPA estdo profongados, toma-se importante a realizagio da
dosagem de fibrinogénio e do tempo de trombina (T T}, pois pode tratar-sg
de afibrinogenemia, hipofibrinogenemia ou disfibrinogenemia.

Observagdes

1. A fimpeza e secagem adequadas do material utitzado sdo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtengo de resultados
corrgtos.

2. 0 {aborattrio clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizacao de 4gua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analificos. A dgua deionizada ou destiiada utilizada no
laboratério deve ter a qualidade adequada a cada aplicagdo. Assim, para
preparar reagentes, usar nas medigbes e para uso no enx4giie final da
vidraria, deve ter resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade
<1 microsiemens/cm e concentragao de silicatos <0,1 mg/L. Quando a
coluna deionizadora esta com sua capacidade satorada ocorre producao
de dgua alcalina com liberagdo de varios ions, silicatos e substancias
com grande poder de oxidagao ou redugio gue deterioram os reagentes
em poucos dias ou mesmo horas, afterando os resuttados de modo
imprevisivel. Assim, & fundamental estabelecer um programa de controle
daqualidade da dgua.

3. Para uma revisdo das fontes fisiopatoldgicas e medicamentosas de
interferéngia nos resultades e na metodologia sugere-se consultar
hitp:/www.fxol.org.
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ABSTRACT

Among the activities triggered by envenoming from Crotalus durissus terrificus snake venom.,
the coagulant one is intriguing and contradictory because the venom contains in its composition
some precursors of coagulation chain and anticoagulant proteins. This work describes, in vitro,
the performance of the crude venom and purified proteins from Crotalus durissus terrificus
snake that plays a role on coagulation factors of the extrinsie, intrinsic and common pathways
of human eitrated plasma clotting. The coagulant activity and / or anticoagulant crude venom
and purified proteins were analyzed directly on citrated human plasma. Changes in
Prothrombin Time (PT) and Activated Partial Thromboplastin Time (APTT). and
consequently, in the coagulation factors were analyzed using commereial kits. The clot formed
by the presence of crude venom and Gyroxin displayed as a hyaline flexible mass, and
punctiform distribution. The evaluation of clot formation time in the presence of isolated
proteins (Crotoxin complex. Crotoxin A, Crotoxin B and Crotamine) after application of
commercial assays (PT and APTT) turned possible to infer that these proteins interfere with all
pathways of the coagulation caseade. Such proteins may act similarly to some anticoagulants
direct inhibitors of thrombin. Xa factor and antithrombin IIT activator. thus. inactivating the
IXa. Xa Xla. and XIIa clotting factors. Moreover, Crotoxin B can inhibits prothrombinase
complex formation by direct interaction with factor Xa. However, regarding ophidism by C. 4.
terrificus, the Gyroxin acts directly in the breakdown of fibrinogen to fibrin and increasing the
amounts of the inhibitor of plasminogen activator, which consequently form thrombi. Yet.
Crotoxin complex, Crotoxin A, Crotoxin B and Crotamine proteins can act in prothrombinase
complex formation or. still causing dysfunction, activation and / or inhibition of natural

anticoagulants disturbing hemostasis.

Keywords: Ophidism: Brazilian Rattlesnake: Prothrombin Time: Activated Partial

Thromboplastin Time; Anticoagulant Protems.
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Introduction

The snake venom consists of a complex mixture comprising pharmacological and
biochemically active substances (proteins. enzymes, peptides and inorganic compounds) which
may have different physiological. hematological and neurotransmitters activities (Melani et al..
2015). The study of the activity triggered by envenoming, contributes to the discovery of
several molecular mechanisms involved in physiological venom action processes. and enable
the development of new therapeutic agents for the treatment of several diseases (Vieira et al.,
2013: Melani et al., 2015).

The symptoms and signs presented by Crotalus genus snakebite are both local and
systemic. The local ones can be pain. oedema and haemorrhage. while the systemic ones
include changes in the cardiovascular, respiratory and urinary systems (Bucaretchi etal., 2013).
The venom is composed of proteins that are precursors of coagulation such as Convulxin and
Gyroxin, in addition to other proteins that act systematically as anticoagulants like Crotoxin
complex. Crotoxin A. Crotoxin B and Crotamine (Melani et al., 2015).

Coagulopathy or coagulation diseases may be genetic, inherited or acquired, and in
order to be diagnosed. have to be treated appropriately (Chang et al.. 2016: Dabiri et al., 2016).
Coagulation tests such as Prothrombin Time (PT) and Activated Partial Thromboplastin Time
(APTT) could be applied to identify which clotting factors are compromised and thus
characterize the pathology (Lopes et al.. 2005; Weitz, 2011: Armstrong and Golan. 2016).

The symptoms caused by Crotalus durissus terrificus envenoming matches some
symptoms observed in the onset of acquired coagulopathies (Vieira et al., 2013; Bucaretchi et
al., 2002). There are several reports in the literature about Disseminated Intravascular
Coagulation (DIC) disease that are related with the ones caused by ophidism (Han et al., 1996:

Lee et al.. 1996: Kin et al., 2008; Maduwage and Isbister, 2014).
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The purpose of this study was to describe. in vitro. the performance of the crude
venom and purified proteins from Crotalus durissus terrificus snake on coagulation factors of

the extrinsic. mtrinsic and common pathways of human plasma coagulation system.

Materials and methods

Citrated Plasma Human and Coagulation Kits
Blood from healthy volunteers were collected in vacuum tubes containing sodium
citrate (1:9). Blood samples were centrifuged and the plasma was obtained. The Committee of
Ethics in Research from Health Science Center approved this study under
#60251516.0.0000.5188 - Federal University of Paraiba, PB. Brazil.
In order to evaluate the Prothrombin Time and Activated Partial Thromboplastin
Time. were used coagulation kits such as PT HEMOSTASIS Ref. 501 (batch #5005) and APTT

HEMOSTASIS Ref. 602. made by Labtest Diagnostica SA. Brazil.

Crude Venom and Isolated Proteins

The crude venom from Crotalus durissus terrificus snake was ceded to these
studies by the Serpentarium of Don Bosco Catholic University - UCDB. Campo Grande, MS.
Brazil and purified proteins from C. d. terrificus snake venom. Gyroxin, Convulxin, Crotamine.
Crotoxin complex. Crotoxin A and Crotoxin B were provided by the Oswaldo Cruz Foundation
- Fiocruz, Rondénia, RO, Brazil.

The Gyroxin was purified using two chromatographic steps: gel filtration on
Sephadex G-75 and Benzamidine-Sepharose 6B affinity column according to Seki et al. (1980).
The Convulxin, Crotamine and Crotoxin complex were isolated on Sephadex G-75 gel
filtration column as described by Toyama et al. (2000). The Crotoxin A or Crotapotin was

purified by liquid chromatography using reverse phase C18 column, according to de Oliveira

4
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et al. (2003). The Crotoxin B or basic Phospholipase A2 was isolated by ion exchange
chromatography on CM-Sepharose column as described by Soares et al. (1998).

The lyophilized crude venom and isolated proteins from C. d. ferrificus snake were
stored at -10°C and. for performing coagulation experiments or analysis of the anticoagulation
degree. the samples were solubilized in Phosphate-Buffered Saline (PBS Buffer 10X. pH 7.4)
and used mmmediately. All experiments for evaluating the clotting time or anticoagulation

degree were performed in triplicate.

Coagulant Activity
The evaluation of coagulation activity was performed according to adaptations on
methodology previously described by Alvarado and Gutiérrez (1988) using human citrated
plasma.
In order to conduct the coagulation experiments. human citrated plasma was
distributed in each vial and was kept at 37°C. Four different amounts of crude venom from C.
d. terrificus snake (0.5, 1.0, 2.0 and 4.0 pg. solubilized in PBS Buffer) were added separately

in each vial and the clot formation time (in seconds) was registered.

Prothrombin Time (PT)

The analysis of variation in TP allowed detailing the action of these proteins in the
extrinsic and common pathways from the coagulation cascade. or the L I, V, VII and X factors
(Lopes et al.. 2005; Weitz, 2011: Armstrong and Golan, 2016).

To determine the human citrated plasma clotting time following the addition of
thromboplastin and calcium at a constant temperature of 37°C and PT HEMOSTASIS clotting
assay was used following the methodology proposed by the manufacturer.

To evaluate Prothrombin Time. some vials containing citrated human plasma plus

PBS Buffer (reference plasma or test control) and some other with isolated proteins were

5
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incubated for 120 minutes at 37°C. After the incubation time, the Reagent 1 (thromboplastin
extracted from rabbit brain in tricine buffer and caleium chloride) were added in each vial and
the timer was triggered. The wvials were homogenized and. after nine seconds, observed at
intervals of less than one second. The timer was stopped immediately and clot formation time
was recorded.

The degree of anticoagulation was measured by the Ratio of PT (R) using as a
pattern the Equation #1 obtained previously, than were expressed in International Normalized
Ratio (INR). The value of INR regarding each R and prothrombin activity (A%) were found in
the conversion table that accompanied the PT HEMOSTASIS Ref. 501 (batch £50035) clotting
test. The value of INR for healthy people fluctuates between 1.0 and 1.08. which corresponds
to 100% of prothrombin activity (WHO, 1999).

The reduction evaluation of the value of prothrombin activity (in percentage, rA%)

for each sample analyzed was calculated according to Equation #2.

Activated Partial Thromboplastin Time (APTT)

The evaluation of APTT is used to detect the deficiency of coagulation factors
related to the intrinsic (VIII, I¥. XTI and XII) and commeon (I. II. V and X)) pathways of the
coagulation cascade (Lopes et al., 2005: Weitz, 2011: Armstrong and Golan, 2016).

Determination of human citrated plasma clotting time after the addition of caleium
in the presence of ellargic acid. at constant temperature of 37°C was performed for APTT
HEMOSTASIS clotting assay following the methodology proposed by the manufacturer.

In order to evaluate the APTT in both plasma reference (control) and in the
presence of isolated proteins were used citrated human plasma plus PBS or isolated proteins
and incubated for 120 minutes at 37°C. Once elapsed time of incubation was over, the Reagent
1 (ellargic acid and phospholipid from rabbit brain) was added, homogenized and incubated at
37°C during 4 minutes. Then caleium chloride was added and the timer was triggered. The

vials were homogenized and maintained at 37°C and. after 20 seconds. the vials were observed

6

98



| B

16

17

18

at intervals smaller than one second. The chronometer was stopped immediately and the time

was marked when clot formation occurred.

Statistical Analysis Data
All results were expressed as mean = standard error of the mean (SEM) and
statistically analyzed employing the One-way ANOVA test and p values <0.05 were considered
significant (ns: p<<0.05: %*: p<0.01: * *: p<0.001; % % *: p<0.0001 and »* * * *: p<<0.0001).
All results were evaluated using GraphPad Prism software, version 6.0 (GraphPad Software

Inc.. San Diego. CA, USA).

Results

Crude Venom from Crotalus durissus tervificus snake

The crude venom presented a fast acting coagulant activity in vitro. It was observed
that the decreased time. in seconds, to clot formation was inversely proportional to the presence
of increasing amounts of crude venom (Fig. 1).

The results of the clotting times by the crude venom presence were compared to
the ones obtained by the PT and APTT HEMOSTASIS clotting assays. The clotting time by
the presence of 0.5 and 1.0pg quantities of erude venom were similar to the default values for
the APTT and PT HEMOSTASIS clotting assays. and did not represent statistically significant
difference. Although, in 2.0 and 4.0pug measures of crude venom evaluated. the clotting time
was significantly lower when compared to the time estimated by conventional clotting assays
(Fig. 1).

The physical appearance of clot formed by the presence of crude venom is as a
hyaline flexible mass and spot form (Fig. 2b). On the other hand. the clot formed by PT

HEMOSTASIS clotting assay was displayed as opaque, rigid and on a stable way (Fig. 2¢).

7

99



[ ]

LA

16

17

18

[ ]
L¥ 5]

The clot punctiform distribution generated by presence of the crude venom enables formation
of small thrombi, which easily adhere to the walls of the vials (in vitro) or inside blood vessels

(in vivo) making possible the cause of blood flow blockage (Fig. 2d).

Isolated proteins from Crotalus durissus terrificus Snake Venom

Six proteins purified from the venom of C. d. ferrificus - Gyroxin. Convulxin,
Crotamine, Crotoxin complex, Crotoxmn A and Crotoxin B - were subjected to evaluation of
the coagulant activity against human citrated plasma.

The Gyroxin showed plasma coagulation (Fig. 1). The Convulxin induced clot
formation in human citrated plasma only after ten minutes (approximate average of 650
seconds) in all four evaluated amounts. Meanwhile. human citrated plasma in the presence of
other proteins evaluated showed no clot formation even after two hours of incubation at
constant temperature of 37°C.

After two hours of incubation of citrated human plasma and proteins isolated from
crude venom of C. d. ferrificus snake showed no clot formation. Then, a new evaluation took
place to verify if these proteins interfere with prothrombin time (Fig. 3).

The degree evaluation of human citrated plasma anticoagulation in the presence of
Crotoxin complex, Crotoxin A, Crotoxin B and Crotamine after two hours of incubation under
constant temperature of 37°C was obtained using Equation #1 and. at the same time. reducing
prothrombin activity (rA%) calculated according Equation #2 (Table 1).

All amounts of the evaluated protein showed rA% exceeding 40%. The value of
rA% of human citrated plasma caused by the presence of 0.5ng of Crotoxin A was 39% and
the remaining amounts reached the average of 53%. The analysis of rA% values indicated that
over 1.0pg from Crotoxin A displayed no change in the prothrombin activity. Human citrated
plasma in the presence of Crotoxin B showed higher viscosity. However, no clot formation was

observed. Crotoxin B presented rA% directly proportional to the quantity evaluated. The rA%
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of human citrated plasma in the presence of Crotamine was above 70% in all measured
quantities and showed no dose dependency.

Whereas human citrated plasma incubated with Crotoxin complex. in quantity of
2.0 and 4.0pg. was more fluid in relation to the plasma only in the presence of PBS Buffer
(control), which corroborated with the TP results indicating more than 70% reduction of the
prothrombin activity in all quantities evaluated.

In order to establish in which coagulation cascade pathway and more specifically
in which coagulation factors. the Crotoxin A, Crotoxin B and Crotamine proteins are acting.
the activated partial thromboplastin time was measured (Fig. 4).

The APTT clotting time was higher than TP clotting time for all proteins evaluated.
There was no clot formation caused by APTT HEMOSTASIS coagulation assay in the presence
of Crotoxin complex. even after 120 minutes of monitoring. PT and APTT walues in the
presence of Crotoxin A were altered. however with lower values when compared to other
proteins. The APTT wvalues in the presence of Crotoxin B were more significant than the PT
values: in larger quantities, APTT values increased by seven times. while TP values doubled.
Prolongation of APTT in the presence of Crotamine was directly proportional to the quantity
analyzed, while the PT values in the presence of the same protemn doubled in all quantities

evaluated.

Discussion

The coagulant activity of the crude venom from Crofalus durissus terrificus snake
and Gyroxin was analyzed against human citrated plasma and the results allowed assuming
that the time to clot formation decreases as the amount of erude venom or Gyroxin were used.
This result corroborated with Barrio (1961) reporting that this protein is the toxin responsible

for the coagulant activity of venom Crotalus durissus terrificus snake.
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The fact that the clot formed by the erude venom revealed itself more hyaline can
be explained by the presence of Gyroxin in its composition (Barrio. 1961: Seki et al.. 1980:
Barros et al.. 2011; Melani et al.. 2015). The Gyroxin promotes unusual breakage from
fibrinogen to fibrinopeptide A, yielding a soluble form of fibrin more susceptible to the action
of fibrinolytic agents (Barrio. 1961: Seki et al.. 1980: Alexander et al.. 1988: Barros et al..
2011). Bucaretchi et al. (2002) reported that no partial or total blood clotting observed in severe
cases of rattlesnakes ophidism could be due to the fibrinogen consumption by Gyroxin.

On the other hand. the incomplete clotting of human citrated plasma may be related
to venom composition. due to the presence of anticoagulant proteins such as Crotoxin A,
Crotoxin B, Crotoxin complex and Crotamine (Breithaupt et al., 1974: Habermann and
Breithaupt, 1978: Mancin et al.. 1998; Toyama et al.. 2000 de Oliveira et al.. 2003; Vieira et
al., 2013: Melani et al., 2015).

According to Weitz et al. (2011). in vitro, blood normally clots in 4-8 minutes.
When citrate 1s added to prevent the clotting, the recalcified plasma clots in 2-4 minutes.
Whereas ten minutes, at the most. is the time necessary in order to describe a protein as capable
to cause coagulation.

Although. Convulxin has induced clot formation. it can not be classified as a
coagulant. This fact corroborates with Polgar et al. (1997) who deseribed the Convulxin as a
potent activator of platelets thrombotic action. but does not interfere with the coagulation
cascade factors.

Both. PT and APTT values of human citrated plasma were inereased significantly
in the presence of crotalic proteins (Crotoxin A, Crotoxin B and Crotamine). indicating that
these proteins interfere mainly in the common pathway of the coagulation cascade.

The Crotoxin A caused less interference in the inhibition of the coagulation cascade
factors when compared to the other proteins studied. In vivo. Crotoxin A is enzymatically
inactive and acts as chaperone of Crotoxin B (Breithaupt et al.. 1974; Habermann and

Breithaupt, 1978). The anticoagulant action of this protein can be compared to anticoagulants
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selective inhibitors of Factor Xa (Weitz, 2011: Armstrong and Golan, 2016). This inhibition
could occur when the Crotoxin A binds to the site of antithrombin III and cauvses a
conformational change in this enzyme. similar to the action of fondaparinux drug.

Several studies, such as performed by Diaz et al. (1995) with a basic PLA>
(myotoxin IV) isolated from Bothrops asper snake venom. as well as Kerns et al. (1999) with
a basic PLA? (CM-IV) isolated from Naja nigricollis snake venom. and Mounier et al. (2000)
with human group ITA basic PLA2 (hGIIA) suggested that phospholipases A2 inhibit
prothrombinase complex formation (composed by Va and Xa factors in the presence of Ca®").
Such studies have reported that these basic PLA2s inhibit prothrombinase activity in the
absence of phospholipid procoagulant through direct interaction with factor Xa (Diaz et al..
1995: Kerns et al., 1999: Mounier et al.. 2000). In addition. Mounier et al. (2001) observed that
Crotoxin B shows inhibition of prothrombinase in a similar way of that observed for the
myotoxin IV, CM-IV and hGITA proteins. Our studies presented significant PT and APTT
mereases of human citrated plasma in the Crotoxin B presence. These changes can be due to
modifications caused to the common pathway of coagulation cascade, since this basic PLA>
can directly interact with factor Xa inhibiting the formation of the prothrombinase complex
and, as a consequence. preventing coagulation.

As previously reported. the presence of Crotoxin complex did not promote plasma
clotting and therefor caused a significant reduction of prothrombin activity (above 70%) dose
dependent manner. These results made possible to compare the anticoagulant activity of this
protein with an unfractionated heparin. a potent synthetic drug anticoagulant that activates
antithrombin III. which consequently acts on inactivating thrombin and factors IXa. Xa Xla.
and XIIa (Weitz. 2011: Armstrong and Golan, 2016).

Significant increases of PT and APTT in the human citrated plasma caused by the
presence of Crotamine indicates that this protein can act as an analogue anticoagulant hirudin.
Hirudin, an acidic polypeptide composed of 65 amino acid residues is described as a direct

thrombin imhibitor, for interacting with thrombin. this prevents the activation of fibrinogen and
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factor XIII (Weitz, 2011: Armstrong and Golan, 2016). Although Crotamine. a basic
polypeptide composed of 42 amino acid residues (Mancin et al.. 1998: Toyama et al.. 2000) is
biochemically distinet from hirudin, structural folding of both polypeptides have three
antiparallel beta sheets which can interact. structurally, with thrombin similarly.

However, the analysis of our results allows us to assume that erotalic envenomation
can trigger a secondary coagulopathy called Disseminated Intravascular Coagulation (DIC).

DIC is started when Factors III and VIla are complexed and activate the Factor X,
triggering the common coagulation pathway. In common pathway. prothrombin is converted
into thrombin (Armstrong and Golan. 2016: Gando et al.. 2016: Thachil, 2016). In our analyzes
it 1s suggested that Crotoxin A and Crotoxin complex can operate directly inhibiting Factor Xa,
while Crotamine acts as a direct thrombin inhibitor.

The presence of thrombin breaks fibrinogen into fibrin. increasing levels of
plasminogen activator inhibitor (PAT) and directly activates the Factors V and VIII (Chang et
al.. 2016: Armstrong and Golan, 2016: Thachil, 2016). Complementarily. Crotoxin B can
replace Factor Va in the normal prothrombinase complex, resulting in an inactive Crotoxin
B/FXa complex. preventing the formation of thrombin. Non-activation of plasminogen
generates fibrin accumulation (Armstrong and Golan, 2016: Gando et al., 2016: Thachil, 2016).
The Crotoxin A. Crotoxin complex and Crotamine proteins can act in dysfunction and/or
inhibition of natural anticoagulants. unbalancing hemostasis and resulting in hemorthagic
manifestations. On the other hand. the Gyroxin, a thrombin-like, acts directly in the unusual
breakdown of fibrinogen to fibrin (Barrio, 1961: Seki et al., 1980: Alexander et al., 1988;
Barros et al.. 2011) and increasing the amounts of the PAIL which consequently form thrombi.

When the thrombin formation or its neutralization by antithrombin system are
exceeding hemostasis control mechanisms, a paradox is ereated in which the hemorrhage and

thrombosis occur at the same time.
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Conclusions

The coagulant activity, in vitro, of the crude venom from Crotalus durissus
tervificus snake 1s caused by the presence of Gyroxin, which promotes the formation of a
hyaline mass clot with punctiform distribution and flexible texture.

The clot formation times of human citrated plasma in the presence of Crotoxin A,
Crotoxin B. Crotoxin complex and Crotamine proteins measured by PT and APTT
HEMOSTASIS coagulation assays were altered. This fact allows us to infer that these proteins
interfere with secondary hemostasis owing to inhibition of prothrombinase complex formation
by direct interaction with factor Xa. also may act similarly to some anticoagulant direct
thrombin inhibitors, Factor Xa and antithrombin IIT activator.

The partial or total blood incoagulability observed in severe cases of envenomation
by Crotalus durissus terrificus snake is triggered by the deregulation of hemostasis due to the
action of these proteins that can inhibit thrombin or activate antithrombin III. inactivating
coagulation factors IXa. Xa XIa and XTIIa.

However, in ophidism by C. d. terrificus snake. the Gyroxin. a thrombin-like. acts
directly in the breakdown of fibrinogen to fibrin and increasing the quantities of plasminogen
activator inhibitor (PAT) which consequently form thrombi. Yet, Crotoxin complex. Crotoxin
A, Crotoxin B and Crotamine proteins can act in prothrombinase complex formation or. still
causing dysfunection, activation and / or inhibition of natural anticoagulants disturbing

hemostasis.
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