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RESUMO 
 
 

Dentre as atividades desencadeadas pela peçonha da serpente Crotalus 
durissus terrificus, a coagulante é bastante intrigante e contraditória, pois a 
peçonha contém, em sua composição, tanto proteínas precursoras da 
coagulação como anticoagulantes. O presente trabalho descreve os efeitos 
coagulantes ou anticoagulantes, in vitro, causados pela presença da peçonha 
bruta e de proteínas isoladas da peçonha da serpente Crotalus durissus 
terrificus, bem como quais vias de coagulação extrínseca, intrínseca e comum 
e seus respectivos fatores de coagulação são afetados. As atividades 
coagulantes e / ou anticoagulantes da peçonha bruta e das proteínas 
purificadas foram avaliadas diretamente sobre um pool de plasma humano 
citratado. Os coágulos formados na presença da peçonha bruta e da Giroxina 
apresentaram-se como massas hialinas flexíveis com distribuição puntiforme. 
Para avaliar a atividade anticoagulante das proteínas isoladas (complexo 
Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina) foram utilizados kits 
comerciais para analisar em qual via de coagulação envolvida essas proteínas 
estavam atuando: Tempo de Protrombina (TP) – via extrínseca, Tempo de 
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) – via intrínseca e ambos – via comum. 
A Giroxina apresentou atividade coagulante, pois age diretamente, quebrando 
o fibrinogênio a fibrina e aumentando a quantidade de ativador de 
plasminogênio (um inibidor), o que resulta na formação de trombos. A 
Crotoxina B interfere na formação do complexo protrombinase. O complexo 
Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e proteínas podem atuar na formação do 
complexo protrombinase por interação direta com o fator Xa, e a Crotamina 
interage com regiões carregadas negativamente de diferentes fatores de 
coagulação em todas as vias de coagulação. Contudo, a peçonha de C. d. 
terrificus possui proteínas que atuma sinergeticamente causando disfunção, 
ativação e / ou inibição de fatores de coagulação, perturbando a hemostasia. 

 
 

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

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

 
Keywords: ophidism, Brazilian rattlesnake, prothrombin time, activated partial 

thromboplastin time, anticoagulant proteins 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

As peçonhas das serpentes consistem em uma mistura complexa de 

substâncias farmacologicamente e bioquimicamente ativas (proteínas, 

enzimas, peptídeos e compostos inorgânicos) que podem apresentar diferentes 

atividades fisiológicas, hematológicas e neurológicas (MELANI et al., 2015). O 

estudo de atividades biológicas desencadeadas pelo envenenamento ofídico 

pode contribuir para descobrir e descrever diversos mecanismos moleculares 

envolvidos em processos fisiológicos causados pela peçonha, bem como 

possibilitar o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos para o tratamento 

de diversas doenças (VIEIRA et al., 2013; MELANI et al., 2015). 

Os sintomas e efeitos do ofidismo crotálico são tanto locais como 

sistêmicos. Os sintomas locais incluem parestesia, edema discreto,e mais 

raramente hemoragia enquanto os efeitos sistêmicos incluem alterações nos 

sistemas cardiovascular, respiratório e urinário (BUCARETCHI et al., 2013). A 

peçonha de Crotalus durissus terrificus é composta por proteínas que são 

precursores da coagulação, como Convulxina e Giroxina, e por proteínas como 

o complexo Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina que atuam 

sistemicamente como anticoagulantes (MELANI et al., 2015). 

Os efeitos na hemostasia secundária causados pela mordedura da 

serpente Crotalus durissus terrificus são semelhantes aos observados em 

coagulopatias adquiridas (VIEIRA et al., 2013; BUCARETCHi et al., 2002). 

Existem vários relatos na literatura que comparam os efeitos do ofidismo com a 

doença de Coagulação Intravascular Disseminada (CIVD) (HAN et al., 1996; 

LEE et al., 1996; KIN et al., 2008; MADUWAGE e ISBISTER, 2014). 

O objetivo deste estudo foi descrever, in vitro, os efeitos coagulantes 

e anticoagulantes da peçonha bruta e de proteínas isoladas da peçonha da 

serpente Crotalus durissus terrificus sobre um pool de plasma citratado 

humano; e inferir em quais fatores de coagulação das vias extrínseca, 

intrínseca e comum essa peçonha e as proteínas isoladas estão atuando. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1. Acidentes ofídicos 

 

A estimativa global de acidentes ofídicos é de 2,5 milhões de casos 

por ano (FUNASA, 2001). A terapia atual consiste na administração de soro 

antiofídico, o qual, muitas vezes, não atua satisfatoriamente contra os efeitos 

locais e sistêmicos (ALMEIDA et al., 2015; BARROS et al., 2015). 

Segundo dados da Fundação Nacional de Saúde (FUNASA), as 

serpentes do gênero Crotalus (cascavéis) são responsáveis por 

aproximadamente 7% dos acidentes ofídicos registrados no Brasil, podendo 

representar até 30% dos acidentes em algumas regiões (FUNASA, 2001). 

A composição da peçonha e os aspectos clínicos e laboratoriais 

decorrentes do ofidismo causado pelas subespécies Crotalus durissus terrificus 

e C. d. collilineatus são os mais estudados. (ALMEIDA et al., 2015; RANGEL-

SANTOS et al., 2004). MELANI e colaboradores (2015) caracterizaram a 

composição molecular da peçonha de Crotalus durissus terrificus e 

descreveram diversas atividades tóxicas e farmacológicas desencadeadas por 

suas biomoléculas. 

As ações e interações que causam os efeitos tóxicos e 

farmacológicos fazem da peçonha de serpentes, bem como de seus 

constituintes, um atrativo para o desenvolvimento de agentes terapêuticos ou 

ferramentas a serem utilizadas no estudo de alvos moleculares presentes em 

estados fisiopatológicos, bem como o seu estudo sistemático além de favorecer 

novos aspectos para a elaboração de um diagnóstico específico principalmente 

para o ofidismo, uma vez que hoje a identificação se faz pelo relato do paciente 

acometido, sendo este muito impreciso pela grande biodiversidade de espécies 

existente em nosso país 

 

2.2. Hemostasia secundária 

 

A hemostasia secundária, também denominada via da coagulação, é 

uma série de modificações de um conjunto de proteínas do plasma que tem por 
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objetivo final formar um coágulo de fibrina estável no local da lesão vascular. 

Essas proteínas, denominadas Fatores de Coagulação, circulam no sangue 

sob a forma inativa (exceto o fator IV que é o mineral Cálcio) e são numeradas 

de I a XIII, na ordem pelo qual foram descobertas (VIEIRA,2014). 

A formação do coágulo de fibrina envolve três vias metabólicas: a via 

intrínseca, a via extrínseca e a via comum. Para ativar um fator de coagulação, 

é necessária uma enzima, um substrato e um cofator ou acelerador da reação 

(LOPES et al., 2005; CAGNOLATI et al., 2007; LEIRIA et al., 2007). 

 

2.2.1. - Via Extrínseca 

A Via Extrínseca é assim denominada por não conter na circulação 

sanguínea o fator tissular (Fator III), o qual é liberado apenas quando ocorre 

uma lesão. Após a lesão tecidual, o Fator IIIa que é ativado pelo fator IIa, une-

se ao Fator VII ativando-o em VIIa e, na presença do co-fator cálcio (Fator IV), 

promovem a ativação do Fator X em Xa iniciando, assim, a via comum da 

coagulação (ARMSTRONG & GOLAN, 2016; SILVA, 2012; USTINOV et al, 

2016). 

 

2.2.2. – Via Intrínseca 

A Via Intrínseca possui esta denominação porque todos os seus 

fatores estão presentes na corrente sanguínea. Essa via é iniciada quando o 

Fator XII é ativado, através de processos enzimáticos que transformam pré-

calicreína em calicreína. O XIIa ativa o Fator XI em XIa na presença do 

cininogênio de alta massa molecular (HMWK). A ativação do Fator XII também 

pode ser feita in vitro através do contato direto com o recipiente. Ativados os 

Fatores XIIa e XIa + cálcio, ocorrerá a ativação Fator IX; o fator IXa, na 

presença de cálcio, formará um complexo com o fator VIIIa (ativado pela 

trombina – Fator IIa) e o complexo VIIIa/IXa ativará o Fator X (BARROS et al., 

2015; ARMSTRONG & GOLAN, 2016; LIU et al., 2016; SILVA, 2012). 

 

2.2.3. – Via Comum 

O Fator Xa é o ponto de início da Via Comum de coagulação e de 

interseção das duas vias extrínseca e intrínseca. O fator V é ativado pelo Fator 

IIa; o Fator Va complexa com o Fator Xa e, na presença de Ca2+, cliva a 
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protrombina (Fator II) em trombina (Fator IIa). A trombina desencadeia quatro 

importantes atividades na cascata de coagulação: 1. Converte, na presença de 

cálcio, o fibrinogênio em fibrina, a qual se polimeriza e forma o coágulo 

primário; 2. Ativa, na presença de cálcio, o Fator XIII; o XIIIa forma um polímero 

com a fibrina e forma o coágulo estável; 3. Catalisa a ativação dos fatores V, VII 

e VIII por retroalimentação; 4. Ativa as plaquetas, que liberam seus grânulos, 

formando a agregação plaquetária e gerando micropartículas derivadas das 

plaquetas (PINTÃO & GARCIA, 2003; USTINOV et al, 2016). 

A formação do coágulo é o resultado de alterações complexas nos 

fatores de coagulação que culminam na transformação do fibrinogênio, pelo 

Fator IIa na presença de cálcio, em fibrina. Por consequência, é formado um 

coágulo estável, composto ligações cruzadas de fibrina + Fator XIIIa e a 

hemorragia é cessada (BUCARETCHI et al., 2013; FONSECA, 2005). 
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Figura 1: ARMSTRONG, A. W.; GOLAN, D. E.. Principles of Pharmacology: the 

pathophysiologic basis of drug therapy, , New York, pp.362, 2016, Wolters Kluwer Health 
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2.3. Parâmetros Qualitativos da Hemostasia 

 

 

Testes de coagulação comerciais como os utilizados para avaliar o 

Tempo de Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada 

(TTPA) podem ser aplicados para identificar quais Fatores de Coagulação 

estão comprometidos e, assim, caracterizar a perturbação da hemostasia 

secundária. 

O teste de coagulação para avaliar o Tempo de Protrombina foi 

desenvolvido por Quick, em 1935. O TP é utilizado para investigar 

coagulopatias, como exame pré-operatório e no controle de administração de 

anticoagulantes orais (QUICK et al, 1935). 

O TP determina o tempo de coagulação do plasma citratado após a 

adição da tromboplastina tecidual (Fator III) que ativa a via extrínseca e a via 

comum, excluindo, portanto, a participação dos Fatores VIII, IX, XI e XII. O 

Fator III, ativado pela trombina, ativa, na presença de cálcio, o Fator VII. O 

Fator VIIa ativa o Fator X e, o Fator Xa inicia a via comum da coagulação. 

Dessa forma, o teste de TP monitora a atividade dos Fatores I, II, V, VII e X 

(REIS et al., 2005; DIAS et al., 2007; DELABRANCHE et al., 2016). 

A avaliação do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) é o 

teste de coagulação utilizado para detectar a deficiência de fatores de 

coagulação relacionados à via intrínseca (Fatores VIII, IX, XI e XII) e comum 

(Fatores I, II, V e X). O TTPA consiste na determinação do tempo de 

coagulação do plasma citratado após a adição da cefalina, um fator de contato 

(Fator XIIa), que ativa reações da via intrínseca da coagulação. Deve-se 

ressaltar que a cefalina não possui atividade de fator tissular, portanto, não é 

capaz de ativar o fator VII, fato este que gerou sua denominação de 

tromboplastina parcial (DIAS et al., 2007; LEIRIA et al., 2007; USTINOV et al, 

2016). 

Inibidores da coagulação que afetam o TTPA podem ter uma ação 

imediata ou ser tempo-dependente. O aumento do TTPA pode estar 

relacionado à deficiência do Fator XII, no entanto, essa deficiência não causa 

hemorragia, mas pode estar relacionada com tromboses. Na presença da 
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heparina, um anticoagulante com ação depende de antitrombina III, o TTPA 

aumenta proporcionalmente à dose utilizada (SERRALVO et al, 2015). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar, in vitro, a ação da peçonha bruta e de proteínas isoladas da 

peçonha de Crotalus durissus terrificus sobre os fatores de coagulação das 

vias extrínseca, intrínseca e comum da cascata de coagulação. 

 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

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

durissus terrificus sobre o plasma citratado humano. 

 

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

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

 

- Determinar o Tempo de Protrombina (TP) e a porcentagem de atividade 

protrombínica, in vitro, das proteínas anticoagulantes isoladas da peçonha de 

C. d. terrificus. 

 

- Aferir, in vitro, o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) para 

a formação de coágulos plasmáticos na presença de proteínas anticoagulantes 

isoladas da peçonha de C. d. terrificus. 

 

- Descrever os efeitos in vitro do veneno bruto e das proteínas purificadas 

da peçonha da serpente Crotalus durissus terrificus sobre fatores de 

coagulação das vias extrínseca, intrínseca e comum no plasma humano. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. Peçonha Bruta e Proteínas Isoladas 

 

O pool de peçonha bruta da serpente Crotalus durissus terrificus foi 

coletado, liofilizado e cedido pela Profª. MSc. Paula Helena Santa Rita, 

coordenadora do Biotério da Universidade Católica Dom Bosco – UCDB 

(Anexo 1), conforme “Acordo de Cooperação Técnica e Científica entre a UFPB 

e UCDB” e “Termos de Procedência de Peçonhas Ofídicos” (Anexo 2). 

As proteínas Giroxina, Convulxina, Crotamina, Crotoxina, Crotoxina 

A e Crotoxina B foram purificadas da peçonha bruta de Crotalus durissus 

terrificus, caracterizadas bioquimicamente, liofilizadas e cedidas pelo Prof. Dr. 

Andreimar Martins Soares da Fundação Oswaldo Cruz – Fiocruz, Rondônia, 

RO. A Giroxina foi purificada em dois passos cromatológicos utilizando filtração 

em gel em coluna de afinidade Sephadex G-75 e Benzamidina-Sepharose 6B 

de acordo com SEKI et al. (1980). As proteínas Convulxina, Crotamina e 

complexo Crotoxina foram isoladas em coluna de gel filtração Sephadex G-75 

como descrito por TOYAMA et al. (2000). A Crotoxina A (ou Crotapotina) foi 

purificada por cromatografia líquida usando uma coluna C18 de fase reversa de 

acordo com OLIVEIRA et al. (2003). Crotoxina B (ou A fosfolipase A2 básica) foi 

isolada por cromatografia de troca iônica em coluna de CM-Sepharose como 

descrito por SOARES et al. (1998). 

A peçonha bruta e as proteínas isoladas de C. d. terrificus foram 

acondicionados a -10°C e, para realização dos experimentos de coagulação ou 

para análise do grau de anticoagulação, foram solubilizadas em Tampão 

Fosfato Salina (PBS - 10x, pH 7,4) e utilizadas imediatamente (durante a 

realização dos experimentos, as amostras solubilizadas foram mantidas a 0°C 

para evitar a desnaturação de proteínas). 

 

4.2. Obtenções do Plasma, dos Kits de Coagulação e Aspectos Éticos. 

 

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

voluntários sadios por meio de punção venosa (não traumática) na veia do 
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antebraço utilizando sistema à vácuo (tubos de ensaio contendo 3,2% (0,109M) 

de citrato de sódio (1:9)). O citrato de sódio age como um quelante, ligando-se 

aos íons de cálcio e interrompendo a cascata de coagulação (AMORIN et al, 

2010). Antes da coleta do sangue venoso, os doadores permaneceram em 

jejum por, no mínimo, quatro horas e não fizeram uso de medicação nos dez 

dias anteriores à coleta. Todas as amostras de sangue foram centrifugadas a 

3.000 RPM por 5 minutos; o plasma foi separado em tubos do tipo falcon de 

15mL e imediatamente utilizados para a realização dos experimentos de 

coagulação e/ou anticoagulação. 

Os kits de coagulação PT HEMOSTASIS Ref. 501 (lote #5005) e 

APTT HEMOSTASIS Ref. 602 (fabricados pela Labtest Diagnóstica S.A.) foram 

adquiridos comercialmente e empregados na avaliação respectiva do Tempo 

de Protrombina e do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada. 

Todos os procedimentos experimentais e as coletas de sangue 

venoso foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos do Hospital Universitário Lauro Wanderley CEP/HULW sob o número 

CAAE 70983317.0.0000.5183, de acordo com as normas éticas estabelecidas 

pela Norma Operacional nº 001/2013 - Diretrizes Regulamentadoras da 

Pesquisa Envolvendo Seres Humanos e pela Resolução 466/12 - Comissão 

Nacional de Ética em Pesquisa - CONEP do Conselho Nacional de Saúde do 

Ministério da Saúde. 

 

4.3. Atividade de Coagulante 

 

A avaliação da atividade coagulante foi realizada de acordo com 

metodologia previamente descrita por ALVARADO & GUTIÉRREZ (1988) 

(modificado) utilizando plasma humano citratado. 

Para avaliar o efeito coagulante da peçonha bruta e/ou proteínas 

isoladas da peçonha de Crotalus durissus terrificus, alíquotas de plasma foram 

distribuídas em frascos de vidro e acondicionadas a 37°C. 

Quatro diferentes concentrações da peçonha bruta de C. d. terrificus 

(0,5, 1,0, 2,0 e 4,0μg, solubilizadas em Tampão PBS) foram adicionados 

separadamente a cada frasco e o tempo de formação do coágulo (em 

segundos) foi registrado. 
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4.4. Tempo de Protrombina (PT) 

 

A análise das variações do TP permitiu detalhar a ação das 

proteínas nas vias extrínseca e comum da cascata de coagulação através da 

ativação ou inativação dos fatores I, II, V, VII e X (LOPES et al., 2005; WEITZ, 

2011; ARMSTRONG & GOLAN, 2016). 

O kit de coagulação TP HEMOSTASIS foi utilizado para avaliar o 

tempo de coagulação do plasma humano citratado após adição de 

tromboplastina e cálcio. Os ensaios foram realizados em temperatura constante 

de 37°C seguindo a metodologia proposta pelo fabricante (Anexo 3). 

Para avaliar o tempo de protrombina, frascos contendo plasma 

humano citratado e tampão PBS (controle) ou proteínas isoladas foram 

incubados durante 120 minutos a 37°C. Após a incubação, o Reagente 1 

(tromboplastina extraída do cérebro de coelho em tampão tricina e cloreto de 

cálcio) foi adicionado a cada frasco e o cronometro foi disparado. O frasco foi 

homogeneizado e, decorridos nove segundos, foi iniciada a observação em 

intervalos menores que um segundo. O cronometro foi imediatamente 

interrompido e o tempo de formação do coágulo foi registado. 

O grau de anticoagulação foi determinado pela Razão de TP (R) de 

acordo com a Equação #1. O valor R obtido foi expresso como um valor da 

Razão Normalizada Internacional (INR). Os valores de INR para cada valor de 

R e as porcentagens de atividade de protrombina (A%) foram encontrados na 

tabela de conversão que acompanhou o teste de coagulação PT 

HEMOSTASIS (Ref. 501, lote #5005) (Anexo 4). O valor do INR, determinado 

pela WHO, para pessoas saudáveis está entre 1,0 e 1,08 e corresponde a 

100% de atividade de protrombina (WHO, 1999). 

 

𝑅 =
𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑎𝑔𝑢𝑙𝑎çã𝑜,   𝑒𝑚 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜𝑠,   𝑑𝑎 𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑎𝑔𝑢𝑙𝑎çã𝑜,   𝑒𝑚 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜𝑠,   𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
          Equação #1 

 

A avaliação da redução do valor da atividade de protrombina (em 

porcentagem, rA%) para cada amostra analisada foi calculada de acordo com a 

Equação # 2. 

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

 

A avaliação do TTPA foi utilizada para detectar as deficiências dos 

Fatores de Coagulação associadas às vias intrínsecas (VIII, IX, XI e XII) e 

comuns (I, II, V e X) da cascata de coagulação (LOPES et al., 2005; WEITZ, 

2011; ARMSTRONG & GOLAN, 2016). 

A determinação do tempo de coagulação do plasma humano 

citratado (após a adição de cálcio na presença de ácido elágico) foi realizada 

em temperatura constante de 37°C, utilizando o kit de coagulação APTT 

HEMOSTASIS, seguindo a metodologia proposta pelo fabricante (Anexo 5). 

Para avaliar o TTPA tanto do controle (tampão PBS) quanto na 

presença das proteínas isoladas, utilizou-se o pool de plasma humano citratado 

com PBS, ou proteínas isoladas foram incubadas por 120 minutos. Após 

incubação, o Reagente 1 (ácido elágico e fosfolípido isolado do cérebro de 

coelho) foi adicionado, homogeneizado e incubado a 37°C durante 4 minutos. 

Decorrido o tempo de incubação, o cloreto de cálcio foi adicionado, 

homogeneizado e o cronometro acionado com os frascos mantidos a 37°C. 

Após 20 segundos, os frascos foram observados em intervalos menores que 

um segundo e quando ocorreu a formação de coágulos, o cronômetro foi 

imediatamente interrompido e a tempo marcado. 

 

4.6. Análise Estatística de Dados 

 

Todos os resultados são expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM) e analisados estatisticamente utilizando o teste One-way ANOVA. 

Valores de p<0,05 foram considerados significativos (ns: p>0,05; : p<0,01; : 

p<0,001; : p<0,0001 e : p<< 0,0001). Todos os resultados foram 

avaliados usando o software GraphPad Prism, versão 6.0 (GraphPad Software 

Inc., San Diego, CA, EUA). 
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5. RESULTADOS 

 

 

5.1. Avaliação da atividade coagulante  

 

In vitro, o veneno bruto apresentou atividade coagulante de ação 

rápida. Observou-se que o tempo para a formação do coágulo (em segundos) 

foi inversamente proporcional à quantidade da peçonha bruta avaliada (Figura 

2). 

Os resultados dos tempos de coagulação na presença da peçonha 

bruta foram comparados aos obtidos pelos kits de coagulação com PT e APTT 

HEMOSTASIS. Os tempos de coagulação na presença da peçonha bruta nas 

quantidades de 0,5 e 1,0μg foram semelhante aos valores obtidos nos ensaios 

de coagulação APTT e PT HEMOSTASIS e não apresentaram diferenças 

significativas. Os tempos de coagulação do plasma citratado humano pela ação 

da peçonha bruta nas quantidades de 2,0 e 4,0μg em relação aos kits 

comerciais foram significativamente mais baixos (Figura 2). A Giroxina 

apresentou formação de coágulo (Figura 2), enquanto que a Convulxina (em 

todas as quantidades avaliadas) induziu a formação de coágulos no plasma 

citratado humano depois de dez minutos (média aproximada de 650 segundos). 

VARGAFTIG (1983) afirmou que o Convulxina é uma substância agregante 

como a trombina, fator Von Willebrand, colágeno e fibrinogênio. POLGAR et 

al.(1997) descreveu a Convulxina como um potente ativador da ação 

trombótica das plaquetas, mas que não interfere nos fatores da cascata da 

coagulação. A convulxina não pode ser classificada como coagulante, embora 

em nossos estudos, mesmo em diferentes quantidades avaliadas, essa 

proteína induziu a formação de coágulos. Efeito só observado devido a 

utilização do citrato de sódio como anticoagulante que quela cálcio 

reversivelmente, em contrapartida, se usado anticoagulante EDTA, um inibidor 

irreversível da atividade dos fatores de coagulação, a formação do coágulo não 

seria observado. Da mesma forma que a atividade da Convulxina seria 

revertida com o uso EDTA (MURAKAMI et al., 2003). Por este fato os tempos 

não foram assinalados e também não plotados no gráfico da figura 2. 
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Figura 2. Avaliação das atividades coagulantes da peçonha bruta da serpente Crotalus 
durissus terrificus, da proteína isolada Giroxina e dos kits coagulação de PT e APTT 
HEMOSTASIS de sobre o plasma citratado humano. Os resultados foram expressos como 
média ± erro padrão da média (EPM) (n = 3) - ns: p>0,05;  ou : p<0,01;  ou : p<0,001; 
ou : p<0,0001 e  ou : p<<0,0001 ( PT e  APTT). 

 

A aparência física do plasma humano citratado é apresentado na 

Figura 2a. A aparência física do coágulo formado na presença da peçonha 

bruta (PB) pôde ser descrita como uma massa hialina, flexível e puntiforme 

(Figura 2b). Em contrapartida, os coágulos formados pelo emprego dos kits 

comerciais PT e APTT HEMOSTASIS mostraram-se opacos, rígidos e não 

puntiformes (Figura 2 c e d, respectivamente). A distribuição puntiforme do 

coágulo formado na presença da peçonha bruta pode permitir a formação de 

pequenos trombos que facilmente podem aderir às paredes interiores dos 

frascos (in vitro), ou dos vasos sanguíneos (in vivo) o que pode provocar 

estenoses causando bloqueio do fluxo sanguíneo (Figura 3d). 
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Figura 3. Aparência física do plasma humano citratado (a); do coágulo formado na presença 
de 4,0µg da peçonha bruta da serpente Crotalus durissus terrificus (observar que o plasma não 
está completamente coagulado e o coágulo formado encontra-se aderido ao frasco (b); coágulo 
formado pelo kit de coagulação PT HEMOSTASIS (c); e coágulo formado pelo kit de 
coagulação APPT HEMOSTASIS (d). 

 

5.2. Avaliação da Atividade Anticoagulante 

 

As seis proteínas purificadas do veneno de C. d. terrificus - Giroxina, 

Convulxina, Crotamina, complexo Crotoxina, Crotoxina A e Crotoxina B foram 

submetidos a avaliações de atividade coagulante em plasma humano citratado. 

Após duas horas de incubação, em temperatura constante de 37°C, 

do plasma citratado humano na presença das proteínas Crotamina, complexo 

Crotoxina, Crotoxina A e Crotoxina B, não foi observada a formação de 

coágulos. No entanto, foi aferido se essas proteínas interferiam na hemostasia 

secundária através da avaliação do tempo de protrombina (Figura 4). 
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Figura 4. Avaliação do tempo de protrombina para a formação do coágulo do plasma humano 

citratado na presença das proteínas Crotoxina A, Crotoxina B, complexo de Crotoxina e 
Crotamina isoladas da peçonha de Crotalus durissus terrificus. Os resultados foram expressos 
como média ± erro padrão da média (SEM) (n = 3) - : p<<0,0001. 
 

O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada também foi 

determinado para avaliar em que via da cascata da coagulação, e, mais 

especificamente, sobre a qual os fatores de coagulação as proteínas Crotoxina 

A, Crotoxina B, complexo Crotoxina e Crotamina atuavam (Figura 5). 

 

 
Figura 4. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada analisado em plasma humano citratado na 
presença de proteínas Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina isoladas da peçonha de Crotalus 
durissus que não apresentaram formação de coágulo após duas horas de incubação sob 
temperatura constante de 37°C. Os resultados são expressos como média ± erro padrão da 
média (SEM) (n = 3) - : p<<0,0001. 
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As médias de TP e TTPA para a formação do coágulo pelos kits 

comerciais (PT e APTT HEMOSTASIS) foram, respectivamente, 42 e 51 

segundos. A média da TP para a formação de coágulos na presença de 

Crotoxina A, Crotoxina B e complexo Crotoxina foram, respectivamente, 61, 74, 

89 segundos. No entanto, a média do TTPA para a coagulação plasmática na 

presença de Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina foram, respectivamente, de 

112, 297 e 378 segundos. No ensaio de coagulação para medir o TTPA não 

houve formação de coágulo na presença do complexo Crotoxina, mesmo após 

120 minutos de monitoramento. 

 

Para todas as proteínas avaliadas, o ensaio de coagulação TTPA 

apresentou tempo maior para obtenção do coágulo plasmático quando 

comparado ao ensaio de coagulação TP. Os valores de TP e TTPA na 

formação de coágulo plasmático induzido pela presença de Crotoxina A foram 

inferiores quando comparados as demais proteínas. Na presença de Crotoxina 

B, os valores de TTPA apresentaram aumentos mais significativos em relação 

aos de TP: em quantidades maiores, os valores TTPA aumentaram até sete 

vezes e os valores do TP duplicaram. O prolongamento do TTPA na presença 

de Crotamina foi diretamente proporcional à quantidade analisada, enquanto 

que os valores de TP duplicaram em todas as quantidades avaliadas. 

O grau de anticoagulação do plasma humano citratado na presença 

do complexo Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina após duas horas 

de incubação em temperatura constante de 37°C foi obtido usando a Equação 

#1 e a redução da atividade de protrombina (A%) foi calculada de acordo com a 

Equação #2 (Tabela 1). 

Tabela 1. Valor da razão (R) calculado para a Crotoxina A, Crotoxina B, complexo Crotoxina e 
proteínas Crotamina purificadas da peçonha de Crotalus durissus terrificus; o R corresponde à 
Razão Normalizada Internacional (INR) e atividade da protrombina está expressa em 
porcentagem (A%). 

Proteínas 
isoladas 

Quantidades 

0.5µg 1.0µg 2.0µg 4.0µg 

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

Crotoxina A 1,33 1,29 58 1,46 1,38 50 1,52 1,43 46 1,57 1,47 44 

Crotoxina B 1,52 1,43 46 1,73 1,60 37 1,90 1,74 32 1,97 1,79 30 

Complexo 
Crotoxina  

1,92 1,75 32 2,04 1,85 29 2,22 1,99 26 2,41 2,13 22 

Crotamina 2,00 1,82 30 1,98 1,80 30 2,07 1,87 28 1,98 1,80 30 
Os valores de INR para cada valor de R e as porcentagens de atividade de protrombina (A%) foram obtidos da tabela de 
conversão que acompanhou o teste de coagulação PT HEMOSTASIS (Ref. 501, lote #5005) (Anexo III). O valor do INR para 
pessoas saudáveis deve estar entre 1,0 e 1,08 e corresponde a 100% de atividade de protrombina (WHO, 1999). 
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Todas as quantidades das proteínas avaliadas apresentaram a 

porcentagem de atividade protrombínica (A%) que excederam 40%. O plasma 

humano citratado na presença de Crotoxina B apresentou maior viscosidade. 

No entanto, não foi observada formação de coágulos. Em todas as proteínas 

testadas, os valores de A% foram diretamente proporcionais à quantidade 

avaliada. O rA% de plasma humano citratado na presença de Crotamina foi 

acima de 70% para todas as grandezas medidas, não apresentando 

dependência de dose. 

Quando o plasma humano citratado foi incubado com o complexo 

Crotoxina em quantidades de 2,0 e 4,0μg, foi observado que o mesmo tornou-

se mais fluido em relação ao plasma na presença de tampão PBS (controle). 

Fato que corroborou com os resultados de TP, indicando uma redução de mais 

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

 

 

A atividade coagulante da peçonha bruta da serpente Crotalus 

durissus terrificus e o Giroxina foram analisados em plasma humano citratado e 

os resultados permitem deduzir que o tempo de formação do coágulo diminui 

em relação à quantidade de peçonha bruta ou Giroxina utilizado. Isso corrobora 

BARRIO (1961), que relatou que a Giroxina é a toxina responsável pela 

atividade coagulante do veneno de Crotalus durissus terrificus. 

Os coágulos formados pela peçonha bruta são hialinos, podendo ser 

explicado pela presença de Giroxina em sua composição (BARRIO, 1961; SEKI 

et al., 1980; BARROS et al., 2011; MELANI et al., 2015).A giroxina promove a 

quebra incomum do fibrinogênio em fibrinopeptídeo A, produzindo uma forma 

solúvel de fibrina que é mais suscetível à ação de agentes fibrinolíticos 

(BARRIO, 1961; SEKI et al., 1980; ALEXANDER et al., 1988; BARROS et al., 

2011). BUCARETCHI et al. (2002) relataram que a completa falta de 

coagulação sangüínea em casos graves de ofidismo de cascavel poderia ser 

devido ao consumo de fibrinogênio pela Giroxina. 

Entretanto, a coagulação incompleta observada no plasma citratado 

humano pode estar relacionada à composição da peçonha, pois essas 

apresentam proteínas anticoagulantes, tais como Crotoxina A, Crotoxina B, 

complexo Crotoxina e Crotamina em sua composição (BREITHAUPT et al., 

1974; HABERMANN e BREITHAUPT, 1978; MANCIN et al., 1998; TOYAMA et 

al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2003; VIEIRA et al., 2013; MELANI et al., 2015). 

Segundo WEITZ et al.(2011), in vitro, o sangue de indivíduos 

saudáveis coagula em 4-8 minutos. Quando o citrato é adicionado para evitar a 

coagulação, os coágulos de plasma re-calcificados formam-se em 2-4 minutos. 

Dez minutos, no máximo, é o tempo necessário para descrever uma proteína 

capaz de causar coagulação. 

Em nossas análises, a Crotoxina A mostrou atividade anticoagulante 

significativa. A crotoxina B mostrou considerável atividade anticoagulante, 

principalmente sob a atuação na via extrínseca da cascata de coagulação. O 

complexo Crotoxina apresentou atividade anticoagulante intensa em ambas às 

vias de coagulação. 
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Crotoxina A, a parte ácida do complexo não apresenta ação 

neurotóxica, agindo como um inibidor natural não tóxico e não enzimático da 

crotoxina B, aumentando letalidade da peçonha e diminuindo a atividade 

catalítica e anticoagulante da crotoxina B (FAURE et al., 2003 ). Tal inibição 

pode ocorrer pois a Crotoxina A atua como uma chaperona da Crotoxina B 

(BREITHAUPT et al., 1974; HABERMANN e BREITHAUPT, 1978). 

FAURE et al.(2011) relataram que a Crotoxina A interage de maneira 

sinérgica com a Crotoxina B para formar o complexo Crotoxina. A estrutura 

cristalina do complexo crotoxina revelou detalhadamente região de interação 

entre a Crotoxina A e B. Os aminoácidos que compõem as cadeias α e β da 

Crotoxina A participam de praticamente todos os contatos com a Crotoxina B. A 

α-hélice 1, a hélice curta, o loop que precede o loop de ligação de Ca2+, o loop 

que precede a folha  e o loop de terminal C são as regiões envolvidas na 

estabilização do complexo crotoxina, e estão situados na face central canônica 

da crotoxina B. 

A maoria das PLA2S das peçonhas de serpentes são proteínas 

básicas que podem inibir a coagulação através de vários mecanismos: i. 

Hidrólisando e destruindo de fosfolipídios pró-coagulantes; ii. Competindo 

(efeito antagonista) com proteínas de coagulação para ligação à superfície 

lipídica; e iii. Interagindo com o FXa, prevenindo a formação do complexo FXa / 

FVa e retardando a formação de trombina (FAURE et al., 2007; FAURE et al., 

2011). 

Vários estudos, como os realizados por: DIAZ et al. (1995) com uma 

PLA2 básica (miotoxina IV) isolada da peçonha de Bothrops asper; KERNS et 

al. (1999) com um PLA2 básica (CM-IV) isolada da peçonha de Naja nigricollis 

e MOUNIER et al. (2000) com a PLA 2 básica humana do grupo IIA (hGIIA) 

sugerem que as fosfolipases A2 inibem a formação do complexo protrombinase 

(composto pelos fatores Va e Xa na presença de Ca2+). Esses estudos 

reportaram que as PLA2S básicas inibem a atividade da protrombinase na 

ausência de fosfolipídio pró-coagulante através da interação direta com o fator 

Xa (DIAZ et ai, 1995;. KERNS et al, 1999;. MOUNIER et al, 2000). Além disso, 

MOUNIER e colaboradores (2001) observaram que a Crotoxina B apresentou 

inibição da protrombinase de maneira similar àquela observada para as 

proteínas miotoxina IV, CM-IV e hGIIA. 
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Os resíduos de triptofano nas posições 31 e 70 são estruturalmente 

conservados em todas as isoformas de Crotoxina B. Esses resíduos 

desempenham um papel importante na estabilização do complexo Crotoxina 

(FAURE et al., 2011) e na estrutura quaternária da Crotoxina B (MARCHI-

SALVADOR et al., 2008). Em contrapartida as regiões das hélices α 2 e 3, da 

folha  e do final do loop de terminal C estão todas expostas na superfície da 

estrutura oligomérica da Crotoxina B. Arranjo estrutural que possibilita a 

interação entre a Crotoxina B e o Fator Xa inibindo, consequentemente, a 

formação do complexo protrombinase e a coagulação. 

A crotamina é um polipeptídio básico composto por 42 resíduos de 

aminoácidos (MANCIN et al., 1998; TOYAMA et al., 2000). A estrutura 

cristalográfica da crotamina indicou que todos os seus resíduos carregados 

positivamente e hidrofóbicos estão expostos, em lados opostos, a superfície do 

solvente, permitindo que este se complexe com varias proteínas alvo 

(CORONADO et al., 2013). 

Nos experimentos de TP que avaliaram a ação das proteínas 

crotálicas na via extrínseca, a presença da Crotamina causou um maior tempo 

para a formação do coágulo plasmático. Ao contrário as outras proteínas 

avaliadas apresentaram um alto grau de anticoagulação observado para o TP 

de forma independente da quantidade avaliada. Esta marcante ação 

anticoagulante da Crotamina pode estar relacionada à sua capacidade de 

interagir de maneira eletrostática e não específica com regiões carregadas 

negativamente de diferentes fatores de coagulação em todas as vias de 

coagulação. 

A incapacidade de coagulação parcial ou total do sangue observada 

em casos graves de envenenamento por Crotalus durissus terrificus pode ser 

explicado por perturbação da hemostasia secundária. Isso se deve à ação de 

proteínas que inibem a trombina ou ativam a anti-trombina III e inativam os 

fatores de coagulação IXa, Xa, XIa e XIIa. 

No entanto, a análise dos nossos resultados nos permitiu inferir que 

o envenenamento crotálico desencadeia uma coagulopatia secundária 

chamada Coagulação Intravascular Disseminada (CIVD). 

A CIVD começa quando os fatores III e VIIa se complexam. Esse 

complexo ativa o Fator X, desencadeando a via de coagulação comum. Na via 
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comum, a protrombina é convertida em trombina (ARMSTRONG e GOLAN, 

2016; GANDO et al., 2016; THACHIL, 2016). A presença de trombina quebra o 

fibrinogênio em fibrina; aumento dos níveis de inibidor do ativador do 

plasminogênio (PAI) ativando diretamente os fatores V e VIII (CHANG et al., 

2016; ARMSTRONG e GOLAN, 2016; THACHIL, 2016). 

A crotoxina B pode substituir o fator Va no complexo normal 

protrombinase, o que resulta em um complexo inativo de Crotoxina B / FXa, 

prevenindo a formação de trombina. A não ativação do plasminogênio gera 

acúmulo de fibrina (ARMSTRONG e GOLAN, 2016; GANDO et al., 2016; 

THACHIL, 2016). As proteínas Crotoxina A, complexo Crotoxina e Crotamina 

podem atuar como anticoagulantes naturais promovendo a disfunção e/ou 

inibição de fatores de coagulação, desestabilizando a hemostasia e resultando 

em manifestações hemorrágicas. 

Por outro lado, Giroxina, uma proteína trombina-like, atua 

diretamente na quebra do fibrinogênio em fibrina (BARRIO, 1961; SEKI et al., 

1980; ALEXANDER et al., 1988; BARROS et al., 2011) aumentando os níveis 

de PAI,o que consequentemente promove a formação de trombos. 

Quando a formação de trombina ou a sua neutralização pelo sistema 

anti-trombina excede os mecanismos de controle da hemóstasia, cria-se um 

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

 

 

A atividade coagulante in vitro da peçonha bruta de Crotalus 

durissus terrificus é causado pela presença da Giroxina, a qual promove a 

formação de coágulos hialinos de distribuição puntiforme e textura flexível. 

Avaliação do TP e TTPA do plasma citratado humano na presença 

das proteínas Crotoxina A, Crotoxina B, complexo Crotoxina e Crotamina 

indicaram alterações significativas no tempo de formação dos coágulos. Fato 

esse que nos permitiu sugerir que essas proteínas interferem na hemostasia 

secundária: a Crotoxina B e o complexo Crotoxina inibem a formação do 

complexo protrombinase através da interação direta com o Fator Xa; a 

crotamina interage com as regiões carregadas negativamente de diferentes 

fatores de coagulação, consequentemente atuando em todas as vias de 

coagulação. 
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ANEXO 01 

 

Termos de Procedência de Peçonhas Ofídicas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

 



31 
 

 
 

 

 

 



32 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 02 

 

Acordo de Cooperação Técnica e Científica entre a UFPB e UCDB 
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ANEXO 03 

 

PT HEMOSTASIS, Ref. 501 (lote #5005) - “instruções de uso” 
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ANEXO 04 

 

Tabela de Conversão em Relação (R), Relação Normalizada Internacional (RNI) e 

Atividade de Protrombina (A%) 
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ANEXO 05 

 

APTT HEMOSTASIS, Ref. 502 - “instruções de uso”. 
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ANEXO 06 

 

Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde – CEP/CCS/UFPB

 CAAE: #60251516.0.0000.5188 
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