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Resumo: Os venenos de serpentes sdo misturas compostas majoritariamente por ions e complexas
misturas de proteinas, carboidratos, lipideos e peptideos conferindo efeitos a niveis fisiolégicos. Entre
os efeitos possiveis, os disturbios na coagulacdo sanguinea ¢ um dos efeitos mais proeminentes em
envenenamento com serpentes do género Bothrops, devido a presenca de toxinas que causam:
hemorragias, deficiéncia na coagulacdo e ainda inflamac®es. Dessa forma, os venenos podem ser
classificados em: coagulantes e anticoagulantes quando estes atuam no sistema de coagulacdo
sanguinea, de fatores hemorragicos quando causam lesdo vascular, e ainda agregantes e antiagregantes
plaquetarios quando agem sobre plaquetas. O presente estudo consiste em um estado da arte visando a
explanagdo das principais toxinas que atuam no sistema hemostético durante o envenenamento,
através dos aspectos estruturais e mecanismos de agdo destas. Inicialmente, as seriproteases sdao um
grupo de enzimas que catalisam uma ampla gama de reagGes envolvendo a cascata de coagulacéo.
Estruturalmente, esta apresenta dois lobos estruturais -barril. Adicionalmente, possuem uma cauda C-
terminal estendida, que forma uma ponte disulfeto adicional, considerada importante para estabilidade
estrutural e regulacdo alostérica. As metaloproteases, enzimas que dependem de ions metélicos para
exercerem suas funcBes. Sdo responsaveis por induzirem edema, mionecrose, bolhas, dermonecrose,
uma reacdo inflamatoria proeminente e hemorragia. As fosfolipases A2 sdo enzimas também presentes
nos venenos de serpentes, estas catalisam a hidrolise de glicerofosfolipideos de membranas celulares -
eritrocitos (hemolise) e células do musculo esquelético (rabdomidlise) - contribuindo largamente para
0 estresse oxidativo.

Palavras-chave: Envenenamento, fisiopatologia, mecanismo de agéo, sistema hemostatico.

INTRODUCAO

Os venenos de serpentes evoluiram para misturas complexas de proteinas e peptideos
farmacologicamente ativos que exibem efeitos potentes, letais e debilitantes para auxiliar na
captura e morte de presas, sendo esta, a funcdo priméria dos venenos, enquanto
simultaneamente é disparado o processo de digestdo. Adicionalmente, os venenos apresentam
uma funcédo secundaria, que consiste em ferramentas utilizadas como mecanismo de defensas
contra seus predadores (JACKSON et al., 2016).

Trata-se de uma combinacdo de substancias simples como ions (célcio, zinco e
magnésio) e misturas complexas de carboidratos,
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ultimos representam aproximadamente 90% de seu peso seco, podendo apresentar atividade
enzimaética ou ndo, sendo responsaveis pelos varios efeitos bioldgicos apresentados durante o
envenenamento (KANG et al., 2011; FOX; GUTIERREZ, 2017).

Sua composicdo nada mais € do que reflexo de sua funcdo, quando utilizadas para
forrageamento apresentam um alto grau de variacgdo, possibilitando as serpentes peconhentas
alta capacidade de adaptacdo a diferentes nichos ecoldgicos (JACKSON et al., 2016). Esta
composicdo pode sofrer variagdes inter/intraespecificas, em funcdo da espécie envolvida,
idade, sazonalidade e dieta. A variabilidade pode ainda esta ligada ao sexo, ou conforme a
distribuicdo geogréafica e ainda por mecanismos de selecdo genética. Dessa forma, todos esses
fatores apresentados influenciam na abundéncia relativa de classes especificas de toxinas
(JACKSON et al., 2016).

Uma grande variedade de toxinas ofidicas é capaz de atuar sobre a hemostasia. Sabe-
se que 0s venenos de serpentes sdo compostos de componentes que induzem uma série de
manifestacdes clinicas nos envenenamentos humanos, onde venenos das serpentes do género
Bothrops sdo caracterizados por deflagrarem principalmente trés atividades fisiopatologicas:
inflamatéria aguda, sobre coagulacdo e plaquetas, e hemorragica (FRANCA; MALAQUE,
2009).

Segundo as atividades sobre o sistema hemostatico, os componentes dos venenos sao
classificados em: coagulantes e anticoagulantes quando atuam na coagulacdo; agregantes e
antiagregantes plaquetarios quando agem sobre as plaquetas e fatores hemorragicos quando
causam lesdo vascular (SANO-MARTINS; SANTORO, 2009).

A associacdo da atividade coagulante do veneno com sua atividade sobre as plaquetas
e vasos sanguineos torna o quadro clinico das vitimas de acidente ofidico preocupante, uma
vez que pode levar a complicagbes. Em geral, os venenos de serpentes do género Bothrops
clivam fibrinogénio, ativam protrombina, fator X, e plaguetas (SANO-MARTINS;
SANTORO, 2009).

As enzimas do tipo trombina presentes na composi¢do do veneno de serpentes sao
SVSPs que, assim como a trombina sdo capazes de coagular fibrinogénio, embora apresentem
apenas 33% da identidade de sequéncia com trombina. Estas enzimas realizam diretamente a
converséo do fibrinogénio em mondmero de fibrina, que ativam os fatores Il e X, levando a
formacéo de trombina enddgena (CASTRO; DUTRA; OLIVEIRA-CARVALHO; ZINGALI,
2004).
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Dessa forma, esta revisdo objetivou fornecer, a partir de uma revisdo sistematica de
literatura, uma visdo geral sobre toxinas presentes em venenos de serpentes que tem como

alvo principal o sistema hemostatico.

METODOLOGIA

A revisdo de literatura foi realizada durante o periodo de 22 de marco a 22 de abril de
2018, em plataformas online de busca de trabalhos cientificos, a saber: NCBI, SCIENCE
DIRECT, MDPI. As combinages de palavras-chave utilizadas foram: “veneno de serpentes”,

“toxinas”, “serinoproteases”, “metaloproteases”, “fosfolipases A>” e “hemostasia”.

RESULTADOS
As snake venom serinoproteases (SVSPs)

As snake venom serinoproteases (SVSPs) sdo compostas por aproximadamente 245
residuos de aminoacidos, cada um contendo [-barris com duas e seis vertentes que evoluiram
pela duplicagdo de genes (Fig. 1 A). As SVSPs sdo Unicas, uma vez que possuem uma cauda
C-terminal estendida, que forma uma ponte disulfeto adicional, considerada importante para
estabilidade estrutural e regulacdo alostérica. O subdominio N-terminal é composto de seis
fios b, bem como uma a-hélice curta posicionada entre as costas 3 e 4, na qual o residuo
catalitico His 57 esta localizado. Este dominio é estabilizado por uma ponte dissulfeto intra-
cadeia (Cys42 / Cys58) e outras duas pontes de dispercdo (Cys22 / Cysl57 e Cys9l /
Cys245E), a qual é exclusiva para SVSPs (Fig. 1 B) (KANG et al., 2011).

SVSPs apresentam uma grande diversidade de funcBes bioldgicas, compreendem um
grupo de enzimas que catalisam uma ampla gama de reagdes envolvendo a cascata de
coagulacao, os sistemas de kallikreina-kinina, fibrinolitico e complemento, células endoteliais
e plaquetas sanguineas. Através de um mecanismo catalitico comum, atuam apresentando 0s
residuos de amino&cido serina, histidina e acido aspartico reativo (PHILLIPS; SWENSON;
MARKLAND, 2016).

Apesar de um alto grau de identidade de sequiéncia mdtua, a especificidade do substrato
difere consideravelmente. Um subgrupo de SVSPs, SVSP de trombina (TL-SVSPSs), contém
proteinases funcionalmente relacionadas a trombina. Estas apresentam acgéo fibrinogenolitica
sobre uma das cadeias do fibrinogénio formando uma forma frouxa (ou soltvel) de fibrina.
Ainda, essas enzimas induzem a formacao de coagulos
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contato@conbracis.com.br
www.conbracis.com.br


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1742-4658.2011.08115.x/full#f9

/) IliConbracis

b

da coagulacdo, responsavel pelas ligacdes cruzadas entre os polimeros de fibrina (COSTA et
al., 2010).

Figura 1 - Estrutura tridimensional de SVSPs (A) Representagdo superficial de SVSPs destacando os lobos
estruturais B-barril dois-seis-trancados (em verde e cinza). (B) Cauda C-terminal estendida em azul. As cadeias
laterais de His57, Asp102 e Ser195 (cores de atomos), os dois locais de glicosilacao ligados a N putativos
(posicdes N96A e N148), ponte de dissulfeto intra-cadeia Cys42/Cys58 e outras duas pontes de dispersao
Cys22/Cys157 e Cys91/Cys245E.

S-S unique in SVSPs

A C-terminal lobule C-terminal extension

N-terminal lobule

Fonte: Kang et al., 2011.

Um subgrupo de SVSPs, SVSP de trombina (TL-SVSPs), contém proteinases
funcionalmente relacionadas a trombina. TL-SVSP tem sido objeto de estudo intenso ao
longo de varias décadas, embora estudos de sequéncia e estruturais tenham ocorrido muito
mais recentemente. De muitas maneiras, TL-SVSPs se assemelham mais a tripsina do que a
trombina, especialmente quando se considera a estrutura e a especificidade do substrato
primario da fenda ativa. A interagdo TL-SVSP com macromoléculas em alguns casos é
semelhante a trombina (VILCA-QUISPE; PONCE-SOTO; WINCK; MARANGONI, 2010).

Assim como a trombina, estas enzimas libertam fibrinopéptidos por clivagem das
ligagbes Arg-Lys nas cadeias a e  do fibrinogénio, convertendo assim o fibrinogénio na
fibrina. Ao contrario da trombina, que cliva ambas as cadeias, a maioria dos TL-SVSPs cliva
a cadeia a ou P, liberando o fibrinopeptideo a (FPa) ou o fibrinopéptido B (FPP),
respectivamente (PHILLIPS; SWENSON; MARKLAND, 2016).
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Os mondmeros de fibrina espontaneamente polimerizam apds a liberacdo de
fibrinopéptidos, formando um trombo ténue. Enquanto a trombina ativar proteoliticamente o
fator XIII, a maioria dos TL-SVSPs ndo. Assim, o trombo formado por TL-SVSPs é
rapidamente dissolvido por plasmina. Esta formacdo repetida e subsequente dissolucdo de
trombos ténues produz uma coagulopatia de consumo, levando a incapacidade de formar
trombos estaveis. 1sso contrasta com a trombina, que serve para formar trombos estaveis
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO; ASTER, 2014).

Snake venom metaloproteases (SVMPs)

As snake venom metaloproteases (SVMPs) compreendem uma subfamilia de enzimas
que dependem de ions metélicos para exercerem suas funcbes, e compdem uma importante
classe de toxinas presentes no veneno das serpentes, representando aproximadamente 32% da
composicao da peconha de Viperideos (KINI; KOH, 2016).

Figura 2 — Classificagdo e estrutura tridimensional das SVMPs. (A) Representagdo esquematica da estrutura de
dominio de SVMPs. (B) Estrutura da fita da adamalisina II (PDB ID 1IAG), um prototipo estrutural das SVMPs
P-I. Os ions de zinco ¢ calcio sdo representados como esferas magentas e pretas, respectivamente. (C) Vista
fechada do sitio catalitico de BaP-1 ligado com o inibidor mimético peptidico WR2 (PDB ID 2W12).
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Apresentam uma massa molecular variavel, de 20 a 100 kDa e séo classificados em
trés grupos (PI a P-111) de acordo com sua organizacdo de dominio (Fig. 2). PI SVMPs s&o as
mais simples e contém apenas um dominio de metaloproteinase (M) na sua forma madura. Os
SVMP P-II contém um dominio M seguido por um outro de desintegracdo (D). Na maioria
dos casos, estas sofrem uma protedlise produzindo desintegrinas ndo enzimaticas que
possuem uma forte atividade inibidora da agregacéo plaquetaria. Os SVMP P-IlI contém M,
dominios (D) e ricos em cisteina (C) de desintegrina (R). Os SVMP P-Ill séo ainda divididos
em subclasses com base em suas distintas modificagdes pds-traducdo (TAKEDA, 2016).

Do ponto de vista bioldgico, as SVMPs tém dois papéis fundamentais, associados a
imobilizagdo e digestdo das presas. As SVMPs desempenham um papel fundamental nos
acidentes ofidicos, uma vez que induzem uma série complexa de efeitos fisiopatoldgicos
locais e sisttmicos. No local da inoculacdo do veneno, as SVMP induzem, edema,
mionecrose, bolhas, dermonecrose, uma reacao inflamatdria proeminente e hemorragia, sendo
esta Gltima atividade a de maior interesse (GUTIERREZ; RUCAVADO; ESCALANTE,
2016).

SVMPs de classe P-111 de alto peso molecular sdo caracterizados por maior atividade
hemorragica do que a classe Pl de SVMPs, que possui apenas um dominio de
metaloproteinase catalitica. Os SVMPs de P-l1Il sdo capazes de induzir ndo apenas
hemorragias locais, mas também sistémicas, enquanto as SVMPs de Pl induzem
principalmente a hemorragia local (TAKEDA, 2016).

Através da criacdo de bancos de dados com informacGes da protedbmica e do
transcriptoma de glandula de peconha de viperideos, tem sido comprovado que as SVMPs sédo
um dos constituintes mais numerosos e abundantes presentes no veneno destas serpentes
(TASOULLIS; ISBISTER, 2017).

Essa subfamilia de enzimas, clivam seletivamente um pequeno nimero de proteinas
chave na cascata de coagulacdo sanguinea e da agregacao plaquetaria. Esta protedlise limitada
conduz a ativacdo ou inativacdo de proteinas que estdo envolvidas nestes processos,
resultando assim em distarbios na coagulagdo sanguinea e na agregacdo plaquetaria (KINI;
KOH, 2016).

A patogénese da hemorragia induzida por veneno envolve dano direto de vasos
sanguineos pelas SVMPs dependentes de Zn?*, que compartilham motivos estruturais e

funcionais com outras metaloproteases, como MMPs (metaloproteases matriz) e ADAMSs
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(desintegrina metaloprotease) (FLOREA; KELEMEN; MUNTEAN, 2016)

A forma madura da classe Pl é composta apenas do dominio da metaloprotease com o
caracteristico site de ligacdo ao zinco presente em todas as classes de SVMPs, MMPs e alguns
ADAMs. As SVMP P-Il e P-Ill exibem dominios ndo cataliticos adicionais, tais como
desintegrinas, ricos em desintegrina e ricos em cisteina, semelhantes aos encontrados em
ADAMs, que estdo relacionados as propriedades adesivas (SANCHEZ; FLORES-ORTIZ;
ALVARENGA, EBLE, 2017).

Apesar de compartilhar uma atividade catalitica similar, nem todas as SVMPs
induzem hemorragia em modelos in vivo. Em geral, as SVMP de P-I1I que incluem dominios
ricos em desintegrina e cisteina sdo potentes toxinas hemorragicas, enquanto que as SVMP de
Pl mostram atividade hemorragica reduzida (TAKEDA, 2016).

SVMPs também interagem com proteinas contendo dominios VWF-A1, através do seu
dominio rico em Cys . Isso sugere um mecanismo adicional pelo qual os SVMPs interferem
na adesdo plaquetéaria resultando consequentemente em manifestaces hemorragicas. As
SVMPs de classe P-11 e P-I11 apresentam atividade inibitoria da agregacao plaquetaria, sendo
que a da calasse P-IIl. A atividade ¢ induzida por clivagem do colageno. Em adicdo, estas,
interferem a ativacdo de plaquetas dependentes do fator de von Willebrand por ligacdo e/ou
hidrolise do receptor do fator de von Willebrand e Glicoproteina Ib (SAJEVIC; LEONARDI;
KRIZAJ, 2011).

Fosfolipases A2

As fosfolipases A2 (PLA2) encontradas no veneno de serpentes, é uma superfamilia de
enzimas que catalisam especificamente a hidrélise da ligacdo 2-acil éster de
glicerofosfolipidios de membranas celulares, originando produtos metabdlicos, como o acido
araquidonico. Este por sua vez, atua como precursor de mediadores inflamatdrios, importantes
em vias de sinalizacdo intracelular, como transmissdo neuronal, mitogénese, contracdo da
musculatura lisa e ativacdo plaquetaria (LOMONTE; GUTIERREZ, 2011; DENNIS, 2011;
MURAKAMI; TAKETOMI; SATO; YAMAMOTO, 2011).

Enzimas com atividade de fosfolipase Az, apresentam atividades anticoagulantes nos
fosfolipides de plaquetas, e tem sido descrita em todos os grupos de serpentes. Previamente
foi sugerido que a atividade anticoagulante das fosfolipases A seria devida a sua atividade

hidrolitica sobre fosfolipidios, que sdo procoagulantes.
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Porém, a alta afinidade por fosfolipides anidnicos presentes em algumas fosfolipases A:
sugere que as propriedades anticoagulantes destas enzimas podem ser devidas também a
competicdo com os fatores da coagulagéo pela ligagdo com os fosfolipides (CLEMETSON et
al., 2005).

As PLA; sdo classificadas conforme estrutura apresentada pelo seu sitio ativo. Em
K49 (possuem uma lisina na posicdo 49 da cadeia), D49 (quando apresenta na posi¢do 49 um
aspartato) e S49 (serina na posi¢édo 49), sendo a S49 pouco frequente. Os isotipos K49 e S49
possuem uma cinética de hidrolise de fosfolipidios muito mais lenta que D49, mas apesar
dessa diferenca, os efeitos toxicos também sdo pronunciados (DOLEY; ZHOU; KINI, 2016).

Sua estrutura apresenta trés principais hélices a: hélice N-terminal H1 (residuos 2-12),
hélice H2 (residuos 40-55) e hélice H3 (residuos 90-108). As a-hélices H2 e H3 sdo
antiparalelas e estdo no ndcleo da proteina. Existem duas hélices SH4 adicionais (residuos
114-117) e SH5 (residuos 121-125), bem como uma folha 3 antiparalela curta (residuos 74-78
e 81-84) que ¢ chamada de - asa. As a-hélices H2 e H3 sdo de natureza anfipatica com suas
cadeias laterais hidrofilicas expostas ao solvente e as cadeias laterais hidrofobicas enterradas
no interior da proteina, com as Unicas excecdes notaveis, sendo os quatro residuos altamente
conservados no site ativo: His48, Asp49, Tyr52 e Asp99 (KANG et al., 2011).

Figura 1 - A estrutura tridimensional do PLA» (A) Residuos do sitio ativo em amarelo. O canal de difusdo do
substrato com residuos hidrofobicos Leu2, Leu3, PheS5, Ile9, Tyr22, Trp31 e Lys69 também ¢ visto. (B) A rede
catalitica em PLA, € mostrada. OW indica um atomo de oxigénio da molécula de agua que serve como o
nucledfilo. As linhas pontilhadas indicam ligagdes de hidrogénio.

B ’ .

Fonte: Kang et al., 2011.
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A atividade anticoagulante de certas enzimas de fosfolipases A. é desencadeada a
partir de sua interacdo com proteinas de coagulacdo sanguinea (KINI, 2006). Apresentam
atividade sobre uma variedade de células, especialmente nos eritrocitos (hemolise) e nas
células do musculo esquelético (rabdomidlise), contribuindo largamente para o estresse
oxidativo (BARONE; FREZZATTI; SILVEIRA, 2014).

Tendo acesso ao sistema circulatorio, as PLA2s causam hemolise, visando a quebra
dos lipideos de membrana de eritrocitos resultando na libertagdo de hemoglobina (Hb) livre.
A Hb livre de células sofre oxidacdo espontanea, e também reage com o 6xido nitrico (NO),
um vasodilatador produzido por células de vasos endoteliais para gerar metahemoglobina
(MtHb). MtHb € altamente pro-oxidante na natureza, ele pode prontamente liberar heme
férrico, que pode atravessar facilmente a membrana celular e aumentar a atividade oxidante
de células proximas (ROTHER; HILLMEN; GLADWIN, 2005; GLADWIN, 2006). Ao longo
das linhas de Hb, a mioglobina sofre oxidagéo e liberta ferro livre, que pode catalisar a
formacdo de radicais livres. Assim, a acdo da PLA> promove um gatilho no cenéario de

estresse oxidativo sisttmico e inflamagdo (SUNITHA et al., 2015).
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