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AVALIAÇÃO COMPARATIVA ENTRE O EFEITO ANTICOAGULANTE DE 

FOSFOLIPASES A2 ISOLADAS DE PEÇONHAS DE SERPENTES DOS GÊNEROS 

Bothrops E Crotalus E FÁRMACOS ANTICOAGULANTES 

 

Resumo 

 

A prevalência de acidentes ofídicos é um problema de saúde pública que causa significativo 
impacto econômico e social. O Brasil é o país da América do Sul com maior índice de 
empeçonhamento registrado, com aproximadamente 29 mil casos anuais. Dentre os 
componentes que exercem papel central na sintomatologia do empeçonhamento, as 
Fosfolipases A2 (PLA2s) atuam sobre substratos hidrolisando fosfolipídios de biomembranas. 
A coagulação sanguínea ocorre pela ativação de fatores de coagulação, juntamente com 
cálcio e plaquetas, e esses fatores são possíveis alvos para a atuação das PLA2s. No 
presente estudo foram avaliados os efeitos farmacológicos de PLA2s ofídicas, dos gêneros 
Bothrops e Crotalus, na hemostasia secundária e proposto um mecanismo provável de ação 
anticoagulante dessas proteínas. Foram avaliados, in vitro, o Tempo de Protrombina (TP) e 
o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) de amostras de plasma humano citratado 
na presença de quantidades distintas de cinco fármacos anticoagulantes ou das PLA2s. 
Nenhuma das PLA2s avaliadas causou significativo prolongamento do TP, enquanto o TTPa 
apresentou alterações significativas para todas as PLA2s. As Asp49-PLA2s básicas 
botrópicas foram classificadas como fortemente anticoagulantes; as Asp49-PLA2s ácida 
botrópica e básica crotálica foram fracamente anticoagulantes, enquanto todas as Lys49-
PLA2s foram moderadamente anticoagulantes. Foram realizados estudos, in sílico, 
alinhamento múltiplo, filogenia e interação entre as PLA2s e os Fatores IXa e Xa. Em 
conclusão, as PLA2s podem interferir na cascata de coagulação por três mecanismos 
independentes ou pela combinação deles: i) inibição da formação do complexo tenase 
observado nas Asp49-PLA2s e Lys49-PLA2s básicas botrópicas que interagiram com a 
subunidade B dos fatores IXa ou Xa, podendo causar um impedimento estérico; ii) 
modulação alostérica dos Fatores IXa e Xa induzida pela interação das Lys49-PLA2s através 
da região de C-terminal, iii) hidrólise de fosfolipídios e/ou competição das PLA2s 
cataliticamente ativas com os fatores de coagulação pela superfície lipídica. 
 
Palavras-chave: Estudos in sílico. Hemostasia. Inibidor do Fator IXa. Inibidor do Fator Xa. 
Proteínas ofídicas.  
  



COMPARATIVE EVALUATION BETWEEN THE ANTICOAGULANT EFFECTS OF 
ISOLATED PROTEINS FROM SNAKE VENOM OF THE GENRES Bothrops AND 

Crotalus AND COMMERCIAL ANTICOAGULANT DRUGS 
Abstract 
 
The prevalence of snakebites is a public health problem that causes significant impact 
economically and socially. In South America, Brazil has the highest recorded rate of 
snakebites, with approximately 29,000 cases per year. Of the components that play a central 
role in the symptomatology of snakebites, phospholipases A2 (PLA2s) acts on substrates by 
hydrolyzing biomembranes phospholipids. Coagulation occurs by the activation of clotting 
factors together with calcium and platelets, and these factors are possible targets for PLA2s 
to act. In the present study, the pharmacological effects of PLA2s from Bothrops and Crotalus 
snake venom on secondary hemostasis were evaluated and a probable mechanism of the 
anticoagulant action of these proteins was proposed. In vitro, Prothrombin Time (PT) and 
Partial Thromboplastin Time (PTT) of citrated human plasma samples were evaluated in the 
presence of different quantities of the five anticoagulant drugs or the PLA2s. None of the 
evaluated PLA2s caused significant PT prolongation, while the aPTT demonstrated significant 
changes caused for all PLA2s. Asp49-PLA2s basic (bothropic) were classified as strong 
anticoagulant; Asp49-PLA2s acidic (bothropic) and basic (crotalic) were weak anticoagulant; 
while all Lys49-PLA2s were moderate anticoagulant. In silico studies, multiple alignment, 
phylogeny and interaction between PLA2s and Factors IXa and Xa were performed. In 
conclusion, PLA2s can interfere in the coagulation cascade by three independent 
mechanisms, or a combination of them: i) inhibition of the tenase complex formation observed 
in Asp49-PLA2s basic (bothropic) and Lys49-PLA2s. These PLA2s interact with the B subunit 
of factors IXa or Xa, which may cause a steric hindrance; ii) allosteric modulation of Factors 
IXa and Xa induced by the interaction of Lys49-PLA2s through the C-terminal region, iii) 
phospholipids hydrolysis and/or competition of catalytically active PLA2s with the clotting 
factors for the lipid surface. 
 
Keywords:  Factor IXa inhibitor. Factor Xa inhibitor. In silico studies. Haemostasis. Ophidian 
proteins.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. ACIDENTES OFÍDICOS 

 

As serpentes são animais bem adaptados aos mais diversos ambientes, exercendo 

um papel importante na relação entre os seres vivos e no equilíbrio da teia alimentar de 

diversos animais (CARDOSO et al., 2003). A maior biodiversidade de serpentes é 

encontrada nas regiões tropicais. O Brasil possui 470 espécies de serpentes descritas, das 

quais 65 são consideradas peçonhentas e pertencentes às famílias Viperidae e Elapidae 

(THE REPTILE DATABASE, 2021). A família Viperidae tem por representantes os gêneros 

Bothrops, Bothrocophias, Lachesis e Crotalus, enquanto que a família Elapidae é dividida 

em 34 espécies classificadas em um único gênero, Micrurus, presente em todo território 

nacional (SILVA; BERNARDE; ABREU, 2015; UETZ, 2021). 

Acidentes ofídicos constituem um importante problema de saúde pública no Brasil; 

eles são agravos de notificação compulsória desde o ano de 1986 e, conforme define a 

portaria nº 204 de 17 de fevereiro de 2016, do Ministério da Saúde, a Secretaria Municipal 

de Saúde tem por obrigação informar o acidente ofídico às demais esferas de gestão em 

saúde em até 24 horas (BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016). 

No Brasil, estudos epidemiológicos registraram 57.699 notificações de ofidismo entre 

os anos de 2000 e 2009. Desses casos, 35.112 ocorreram em população não agropecuária, 

indicando que este é um problema que não se reserva somente às populações provenientes 

da zona rural e/ou do trabalho no campo (MISE, 2014). Corroborando com o referido dado, 

(FEITOSA; MISE; MOTA, 2020) relataram que apenas 31% dos casos de ofidismo ocorridos 

entre 2007 e 2015 em população agropecuária. 

Martis e colaboradores (2012) relataram que, mesmo tendo grande incidência e 

grande impacto econômico e social, os acidentes ofídicos ainda não recebem a devida 

atenção, não figurando como prioridade pelos governantes e agentes responsáveis pela 

gestão de saúde de países em desenvolvimento, como o Brasil, esses dados são 

corroborados pelo estudo de Feitosa et al., (2020) que acrescentam que o ofidismo é um 

evento complexo por envolver fatores socioeconômicos e ambientais como fatores de risco.  

O Brasil é o país da América do Sul com maior índice de envenenamento registrado, 

com aproximadamente 29 mil casos anuais (BERNARDONI et al., 2014; BRASIL. 

MINISTÉRIO DA SAÚDE., 2018). Segundo dados registrados no Sistema de Informação de 

Agravos de Notificações – SINAN, somente no estado da Paraíba ocorreram, entre 2005 e 

2010, mais de 3.000 acidentes ofídicos envolvendo i. majoritariamente homens; ii. faixa 
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etária entre 20 e 39 anos, iii. predominância de casos na região do Cariri e iv. serpentes do 

gênero Bothrops (SARAIVA et al., 2012). 

Em 2019, as serpentes dos gêneros Bothrops e Bothrocophias, popularmente 

conhecidas como jararacas, foram responsáveis por 77,97% dos acidentes ofídicos 

identificados, com letalidade de 0,35%. As serpentes do gênero Crotalus (cascavéis) 

apresentaram incidência de 9,74% nos casos registrados e letalidade de 0,11%, enquanto 

que as do gênero Lachesis (surucucus) foram responsáveis por 2,31% dos acidentes 

ofídicos, com letalidade de 0,01%. O gênero Micrurus (corais verdadeiras) esteve envolvido 

em menos de 1,22% dos casos de ofidismo e as serpentes não peçonhentas foram 

responsáveis por 8,76% (com letalidade de 0,01%) dos casos registrados (BRASIL. 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

Os acidentes ofídicos ocorrem com maior frequência nos períodos de intensa 

atividade humana no campo e nas estações quentes e úmidas, as quais coincidem, na 

maioria dos estados, com o período mais chuvoso (LEMOS et al., 2009). Os acidentes 

ofídicos foram classificados como a segunda causa de envenenamento humano, ficando 

atrás apenas da intoxicação por medicamentos em 2016 (LEOBAS; SEIBERT; FEITOSA, 

2016). Porém, no ano de 2018, o Sistema Nacional de Informações Tóxico-Farmacológicas 

- SINITOX classificou o acidente ofídico como a sexta causa em número de intoxicações, no 

entanto, o ofidismo figurou em quarto lugar entre a causa de óbitos por intoxicações 

(BRASIL. MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021). 

 

1.2 SERPENTES DA FAMÍLIA VIPERIDAE 

 

A família Viperidae compreende um grupo de serpentes que possuem um aparato 

bucal altamente especializado para a injeção de peçonha em suas presas/vítimas, sendo, 

portanto, um importante grupo causador de acidentes ofídicos, as serpentes dos gêneros 

pertencentes a esta família apresentam como característica a sinamorfia da presença de 

fosseta loreal (CARRASCO et al., 2012). Conforme consta no Banco de Dados The Reptile 

Database, a Família Viperídae compreende três subfamílias: Azemiopinae (contendo 2 

espécies), Crotalinae (contendo 271 espécies) e Viperinae (contendo 101 espécies), 

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

 

As serpentes do gênero Bothrops apresentam hábitos noturnos e habitam zonas 

rurais e locais urbanos que facilitam seus hábitos predatórios (PINHO; PEREIRA, 2001). As 

espécies desse gênero possuem adaptações anatômicas como presas para inoculação da 

peçonha e a presença de fosseta loreal, que funciona como termoreceptor (SILVA; 

BOCHNER; GIMÉNEZ, 2011). Este gênero é constituído por uma diversidade de serpentes 

totalizando 46 espécies, sendo a Bothrops atrox a primeira espécie relatada em 1758 e, no 

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

 

1.2.2 Gênero Crotalus 

 

As serpentes do gênero Crotalus, popularmente conhecidas como cascavéis, foram 

responsáveis por quase 10% dos acidentes ofídicos no ano de 2017. As serpentes desse 

gênero não possuem hábito de atacar, no entanto quando se sentem ameaçadas emitem 

um ruído proveniente da presença de um guiso em sua calda (PINHO; PEREIRA, 2001). O 

gênero Crotalus é composto por muitas espécies, com ocorrência desde o sul do Canadá 

ao norte da Argentina. No Brasil, as serpentes deste gênero pertencem a uma única espécie, 

a Crotalus durissus encontradas principalmente em regiões semiáridas, com predominância 

na caatinga nordestina. Esta espécie está dividida em sete subespécies C. d. cascavella, C. 

d. collilineatus, C. d. dryinas, C. d. marajoensis, C. d. ruruima, Crotalus d. terrificus e Crotalus 

d. trigonicus (RODRIGUES et al., 2016; UETZ, 2021). 

 

1.3 COMPOSIÇÃO DE PEÇONHAS OFÍDICAS 

 

Peçonhas ofídicas são compostas por uma combinação complexa de substâncias 

farmacológicas e bioquimicamente ativas, sintetizadas e armazenadas em glândulas 

especializadas que se ligam às presas através de dutos (ALAPE-GIRÓN et al., 2008; 

CALVETE et al., 2009; ZAQUEO, 2011). Cerca de 90 a 95% do peso seco de peçonhas 

ofídicas é composto por proteínas, as quais são as maiores responsáveis pelos efeitos 

tóxicos e farmacológicos desencadeados pelo ofidismo (KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 

2006; NUNES; NASCIMENTO; GOMES, 2021). 

A diversidade de componentes proteicos e as atividades biológicas desempenhadas 

pelas proteínas que compõem as peçonhas ofídicas podem variar a depender do tamanho, 

do sexo, idade, hábito alimentar e comportamental, mudanças sazonais e climáticas e 
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ontogenia da serpente (CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991; OLIVEIRA et al., 2016). 

Contudo, o alto grau de variabilidade da peçonha pode gerar mudanças significativas na 

fisiopatologia do envenenamento ofídico. 

Dentre os componentes que exercem papel central na sintomatologia dos acidentes 

ofídicos, podem ser citadas proteínas das classes das metaloproteases, fosfolipases A2, L-

aminoácido oxidases, hialuronidases, acetilcolinesterases, aminotransferases, ativadores de 

fator X da coagulação, serinoproteases, nucleotidases e fosfodiesterases. Os compostos 

não-enzimáticos englobam as miotoxinas sem atividade de fosfolipases A2, lectinas tipo C, 

fatores de crescimento, desintegrinas, e proteínas secretórias ricas em cisteínas. Também 

fazem parte da composição da peçonha de serpentes peptídeos, aminoácidos, aminas 

biogênicas, carboidratos, citrato e nucleotídeos, íons cálcio, cobalto, magnésio, manganês, 

ferro, zinco, sódio e fosforo (CAŁKOSINSKI et al., 2010; CALVETE, 2013; NUNES; 

NASCIMENTO; GOMES, 2021; RANGEL-SANTOS et al., 2004).  

As serinoproteases, metaloproteases, fosfolipases A2, L-aminoácido oxidases, 5-

nucleotidases, desintegrinas e lectinas do tipo C ofídicas podem afetar a hemostasia em 

diferentes pontos, atuando direta ou indiretamente nos fatores da cascata de coagulação 

e/ou na integridade vascular ou agregação plaquetária (OLIVEIRA et al., 2016). Efeitos sobre 

os tecidos do sistema cardiovascular e renal também podem ser induzidos por componentes 

das peçonhas ofídicas exercendo amplos efeitos fisiológicos e fisiopatológicos (ALVES et 

al., 2018; HUTTON; WARRELL, 1993). 

Uma das frações proteicas mais estudas das peçonhas ofídicas são as Fosfolipases 

A2 (PLA2s). Estudos homeostáticos envolvendo svPLA2s básicas indicaram que essas 

enzimas apresentam considerável atividade anticoagulante por inibir a coagulação através 

de vários mecanismos: i. hidrólise e destruição de fosfolipídios pró-coagulantes; ii. 

competição, por meio de antagonismo com proteínas coagulantes para ligação à superfície 

lipídica; e iii. interação com o Fator Xa, impedindo a formação do complexo protrombinase 

(FXa/FVa) e retardando a formação de trombina (FAURE; GOWDA; MAROUN, 2007). Além 

disso, Kini (2005) classificou a potência anticoagulante exercida pelas PLA2 como forte, fraca 

ou ausente e propôs um mecanismo molecular (sítio anticoagulante específico) de interação 

entre as PLA2s de peçonhas ofídicas e os componentes plasmáticos. 

As L-Aminoácido Oxidases (svLAAOs, E.C. 1.4.3.2) são flavoenzimas que realizam 

a desaminação oxidativa de L-aminoácido em α-cetoácido gerando como produtos 

secundários amônia e peróxido de hidrogênio (H2O2). Algumas LAAOs apresentam 

atividades diretas, tais como a agregação plaquetária, citotoxidade, indução de edema e 

atividade bactericida, enquanto que seus metabólitos secundários podem induzir a apoptose 
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e outros efeitos biológicos (ABDELKAFI-KOUBAA et al., 2014; ANDE et al., 2006; CHENG 

et al., 2012; DU; CLEMETSON, 2002; LAZO et al., 2017; LEWIS; GARCIA, 2003; 

RODRIGUES et al., 2009; TAN; FUNG, 2008; ULLAH, 2020). Em adição, Lazo et al. (2017) 

relataram que o peróxido de hidrogênio produzido nas reações catalisadas pelas LAAOs de 

Bothrops atrox promoveram, in vitro, a inibição da ativação e da agregação plaquetária 

interferindo diretamente na ligação entre as integrinas GPbII/aIII e o fibrinogênio o que 

impede a formação do tampão plaquetário. 

As Metaloproteinases (svMPs, E.C. 3.4.24) são proteínas do tipo endopeptidases que 

necessitam de cálcio ou zinco ligados ao seu sítio ativo para realizar sua atividade 

enzimática. Atualmente as svMPs estão subdivididas em três classes i. svMP-I composta 

apenas pelo sítio metaloproteinase; ii. svMP-II composta por um sítio metaloproteinases e 

um sítio desintegrina; iii. svMP-III composta pelos domínios metaloproteinases, 

desintegrinas e um domínio rico em cisteínas (TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012).  

As metaloproteases pertencentes ao grupo svMP-III são as que apresentam um 

maior potencial hemorrágico, especialmente quando comparadas ao grupo svMP-I (BAILON 

CALDERON et al., 2020; TERRA et al., 2009). As svMPs são responsáveis pela ação 

hemorrágica e causam os efeitos mais drásticos do empeçonhamento, pois promovem 

proteólise de componentes da matriz celular (colágeno tipo IV, laminina e fibronectina), de 

proteínas plasmáticas (fibrinogênio, fator de von Willenbrand e protrombina) e de proteínas 

de superfície (integrinas e caderinas).  

As svMPs também estão envolvidas no processo de inibição da agregação 

plaquetária, pois possuem a sequência de aminoácido RGD (Arginina-Glicina-Aspartato) a 

qual interage diretamente com integrinas e impede a ligação do fibrinogênio às plaquetas. 

Complementarmente, essas enzimas causam mionecrose, coagulopatias, equimose, 

formação edema e indução de resposta inflamatória (BERNARDONI et al., 2014; CUNHA; 

MARTINS, 2012; PAULA et al., 2014). 

As Serinoproteases (svSPs, E.C. 3.4.21) são glicoproteínas monoméricas que 

possuem em seu sítio ativo resíduos de histidina (His57), ácido aspártico (Asp102) e serina 

(Ser195). Estão associadas a desordens hemostáticas por possuírem ação nos 

componentes da cascata da coagulação e do sistema fibrinogenolítico. Algumas dessas 

serinoproteases são Thrombin-Like (svTLE), ou seja, simulam a atividade da trombina 

catalisando a conversão de fibrinogênio em fibrina sem a participação direta da trombina 

endógena. Outras svSPs atuam bloqueando a ativação do fator XIII (fator responsável por 

realizar as ligações cruzadas dos monômeros de fibrina, dando resistência ao coágulo) 
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causando a formação de microcoágulos mais sensíveis a ação da plasmina levando a um 

estado de “desfibrinogenação” (MONTEIRO et al., 2020; PEREIRA et al., 2010).  

Em 2006, Kini descreveu três diferentes tipos de svSPs: i. ativadores de proteína C 

que atuam na ativação da proteína C com consequente inativação dos fatores FVa e FVIIIa 

da coagulação; ii: svTLEs que degradam o fibrinogênio por meio da clivagem e liberação dos 

fibrinopeptídeos A e B; e iii. as fibrinogenases que causam destruição do fibinogênio por um 

mecanismo ainda não revelado. Há também svSPs que participam da ativação do fator V, 

da fibrinogenólise, da ativação do plasminogênio e da indução da agregação plaquetária. 

Algumas dessas enzimas têm sido usadas como anticoagulantes em testes clínicos e 

cirúrgicos, bem como reagentes em testes de coagulação (MARSH; VAUGHAN, 2005; 

SERRANO; MAROUN, 2005; ZAQUEO, 2011). 

As Lectinas Tipo-C (LTCs) presentes nas peçonhas das famílias Viperidae, Elapidae 

e Crotalidae apresentam um domínio de reconhecimento a carboidratos (monossacarídeos 

ou oligossacarídeos). Esse reconhecimento ocorre por meio de uma associação dependente 

de íons cálcio. As proteínas atuam nos receptores de membrana das hemácias induzindo a 

aglutinação eritrocitária, além disso, podem participar de uma grande variedade de 

atividades biológicas, tais como adesão celular, endocitose e neutralização de agentes 

patogênicos (WEIS; DRICKAMER; HENDRICKSON, 1992). Algumas LTCs, denominadas 

Lectinas do tipo-C-like, apresentam um domínio de reconhecimento de carboidrato 

incompleto, o que leva a perda da capacidade hemaglutinante(ARAGÓN-ORTIZ; MENTELE; 

AUERSWALD, 1996; MORITA, 2004; OGAWA et al., 2005; WEIS; DRICKAMER; 

HENDRICKSON, 1992). 

 

 

1.4 FOSFOLIPASES A2: ATIVIDADES E TOXICIDADE 

 

As Fosfolipases A2(svPLA2s, E.C. 3.1.1.4) são proteínas que atuam sobre substratos 

lipídicos catalisando a hidrólise da ligação éster sn-2 (sequentially numbered) dos 

fosfolipídios de biomembranas. Como produto dessa reação liberam quantidades 

equimolares de ácidos graxos, entre eles o ácido oleico, que pode servir de reserva 

energética; o ácido araquidônico, que é precursor de eicosanoides mediadores do processo 

inflamatório) e lisofosfolipídeos que atuam na sinalização celular e perturbação de 

membranas) (ARNI; WARD, 1996; BURKE; DENNIS, 2009). 

As Fosfolipases A2 (PLA2s) são enzimas ubíquas na natureza, sendo especialmente 

encontradas em secreções pancreáticas e em peçonhas animais (KINI; EVANS, 1989). 
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Essas enzimas possuem massa molecular entre 12-14kDa e ótima atividade em pH 7,0 

(ARNI; WARD, 1996). O mecanismo de ação das PLA2s é bem conservado consistindo em 

uma díade His-Asp tendo o cálcio (Ca2+) como cofator essencial (TEIXEIRA et al., 2020). As 

enzimas da superfamília de fosfolipases A2 podem ser agrupadas em 6 grandes grupos: 

fosfolipases secretadas; fosfolipases citosólicas; fosfolipases independentes de cálcio; fator 

de ativação plaquetária acetil-hidrolase; Fosfolipase adiposo específico, fosfolipases 

lisossomais; e são divididas em 17 subgrupos (IA, IB, IIA, IIB, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, IX, X, 

XIA, XIB, XII, XIII e XIV) (BURKE; DENNIS, 2009; TEIXEIRA et al., 2020). 

As PLA2s ofídicas apresentam conservação e semelhança estrutural entre as 

enzimas das classes I (gêneros Elapidae e Hydrophidae) e da classe II (gêneros Crotalidae 

e Viperidae). A estrutura tridimensional é constituída por duas longas α-hélices ligadas por 

pontes dissulfeto, um loop de ligação do Ca2+ (hélices 2 e 3; resíduos 37-54 e 90-109; 

respectivamente). As cadeias laterais dos aminoácidos hidrofílicos estão voltadas para o 

interior da proteína, salvo os resíduos que compõem o sítio catalítico (His48, Asp49, Tyr52 

e Asp99). Nas PLA2s do grupo IA, há uma região adicional nomeada de “loop elapídico” (dois 

a três aminoácidos inseridos na região 52-65). Diferenças marcantes entre o grupo IA e IIA 

são: presença da ponte dissulfeto Cys11-Cys77 no grupo IA em substituição à ponte 

dissulfeto no Cys51-Cys133 do grupo IIA, essa ponte dissulfeto a mais é permitida graças a 

adição de 5 a 7 da região de C terminal de PLA2s IIA (ARNI; WARD, 1996). 

As PLA2s ofídicas do grupo IIA apresentam em sua estrutura primária de 120 a 123 

resíduos de aminoácidos que seguem o modelo de numeração da PLA2 de pâncreas bovino 

proposto por Renetseder et al. (1985). A estrutura tridimensional destas PLA2s é iniciada por 

uma região N-terminal (resíduos 1 a 12) representada pela α-hélice 1, a região está envolvida 

na ligação e orientação de substratos à proteína. A α-hélice 1 é seguida por uma α-hélice 

curta constituída pelos resíduos 18 a 23. O loop de ligação do íon Ca2+ é formado pelos 

resíduos 25 a 34, o qual é seguido pela α-hélice 2 composta pelos resíduos 40 a 55. Essa 

região se liga a uma folha β antiparalela que compreende os resíduos 75-77 e 82-84. Na 

sequência tem-se a α-hélice 3 formada pelos resíduos 90 a 107 e o loop de C-terminal (108 

a 133), o qual consiste em uma região bastante flexível da proteína. Os resíduos His48, 

Asp49, Tyr52 e Asp99 formam o sítio catalítico dessas enzimas (ARNI; WARD, 1996; DA 

SILVA GIOTTO et al., 1998; DE AZEVEDO JR et al., 1999). 

 

Figura 1 - Representação esquemática da estrutura terciária da PLA2s de monômero de PrTX-III de 
Bothrops pirajai (PDB id: 1GMZ). 

 

α-hélice 1 

Hélice curta 

Folha β 

antiparalela 
Loops 

de Ca2+ 



23 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

De uma forma geral, as PLA2s apresentam uma gama de atividades biológicas como 

atividade neurotóxica, miotóxica, indução de edema, agregação plaquetária, anticoagulante, 

hipotensiva e inflamatória. Apesar de uma grande quantidade de atividades desenvolvidas, 

frequentemente as PLA2s ofídicas apresentam maior especificidade para um desses efeitos 

biológicos e uma atividade reduzida ou ausente para os demais efeitos biológicos (CUNHA; 

MARTINS, 2012). 

Entre as PLA2s do Grupo II, são encontradas duas isoformas comumente relatadas 

como Asp49-PLA2s e Lys49-PLA2s, o primeiro grupo apresentando forte atividade catalítica 

e o segundo grupo apresenta baixa ou não apresenta atividade catalítica (MARCUSSI et al., 

2007); outras variações na posição 49 da estrutura primária destas proteínas já foram 

relatadas, tais como: Ser49, Asn49 e Arg49 (GALLACCI; CAVALCANTE, 2010). 

A primeira vez em que PLA2-Lys49 foi relatada foi na pesquisa de Maraganore e 

colaboradores (MARAGANORE et al., 1984) no qual relatam que a substituição do resíduo 

de aminoácido Asp-49 por uma Lys-49 (anteriormente a este estudo as PLA2s eram sempre 

relatadas como tendo um ácido aspartico invariável na posição 49) promove alterações 

funcionais na alça de ligação ao cálcio e na forma de ligação e/ou na preferência pelo tipo 

de substrato. 

No entanto, mesmo na ausência da atividade catalítica as PLA2-Lys49 continuam a 

apresentar toxicidade, em especial, miotoxicidade, e isto pode acontecer, pois, apesar de 

perder a capacidade de ligar Ca2+ sua atividade toxica se desenvolve por meio de grupos de 

resíduos catiônicos/hidrofóbicos/aromáticos presentes entre os aminoácidos 115 a 129 de 

C-terminal dessas proteínas (NÚÑEZ; ANGULO; LOMONTE, 2001). Dessa forma, a 

toxicidade ou as atividades farmacológicas produzidas por PLA2s podem ser dependentes 

ou independentes de catálise (KINI; EVANS, 1989).  



24 

Outra importante característica de PLA2s-Lys49, além de possuírem alta 

concentração de aminoácidos carregados positivamente na região de C-Terminal, é a 

presença de grande número de lisinas conservadas em sua estrutura (aproximadamente 

15% do total de aminoácidos), em conjunto, essas características dão origem a uma 

superfície de contato que é altamente positiva quando comparado com lado oposto da 

molécula (OWNBY et al., 1999). 

Aparentemente, as PLA2-Lys49 apresentam um maior nível de conservação de suas 

sequências alcançando níveis entre 70 a 95% de similaridade, diferentemente de PLA2-

Asp49 que podem exibir baixos níveis de similaridade com porcentagem de conservação 

partindo de 49% (OWNBY et al., 1999). 

 

1.5 HEMOSTASIA E A CASCATA DA COAGULAÇÃO 

 

A hemostasia consiste em um processo fisiológico que busca manter o sangue dentro 

dos vasos sanguíneos, garantindo a integridade dos vasos, bem como mantendo o sangue 

em forma fluida e não coagulada. Quando houver extravasamento de sangue ou início da 

coagulação, o sistema hemostático será responsável pelo controle da hemorragia e pelo 

limite da formação de coágulos (HOFFBRAND; MOSS, 2013). O endotélio vascular, as 

plaquetas, os fatores de coagulação, o íon cálcio e o sistema fibrinolítico são componentes 

do sistema hemostático. De modo didático, a hemostasia pode ser dividida em hemostasia 

primária, hemostasia secundária e hemostasia terciária (FRANCO, 2001).  

A hemostasia primária é a fase da formação do trombo não envolvendo os fatores de 

coagulação. Considerando que houve uma lesão vascular, as plaquetas são ativadas, 

haverá liberação de substâncias sinalizadoras e quimiotáticas, e consequentemente  

agregação plaquetária impedindo o extravasamento de sangue (GALE, 2011). A hemostasia 

secundária é a fase na qual os fatores de coagulação são ativados levando a produção de 

fibrina por meio da clivagem de fibrinogênio, induzida por trombina. Por fim, a hemostasia 

terciária se encarregará de limitar a formação de trombos e de fibrina a partir da ativação do 

processo de fibrinólise desobstruindo o lúmen do vaso sanguíneo, reestabelecendo a 

hemostasia normal (RODRIGUES, 2012). 

Dito de outra forma, a hemostasia se divide em 3 subsistemas: i) o sistema 

procoagulante produz uma rápida resposta localizada ao dano vascular, promovendo a 

formação de um tampão mecânico composto por plaquetas e fibrina; ii) o sistema 

anticoagulante atua inibindo componentes chaves, ou seja, fatores de coagulação 

fundamentais para o funcionamento do sistema procoagulante; iii) o sistema fibrinolítico atua 
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após a recuperação do tecido lesado e interrupção da hemorragia ao digerir 

proteoliticamente o tampão hemostático (BHAGAVAN, 2002). 

 A coagulação é vista classicamente como um processo no qual atuam os fatores de 

coagulação das vias intrínsecas, extrínseca e comum, sendo a via comum a convergência 

entre as vias intrínsecas e extrínsecas (figura 2). Na via comum ocorre a clivagem de 

trombina e produção de fibrina com objetivo final de formar um coágulo e manter a 

integridade da hemostasia. A via extrínseca da coagulação é ativada por meio da exposição 

do fator tecidual, enquanto a via intrínseca, também conhecida como via de contato, por ser 

ativada (in vitro) por contato com cargas negativas e/ou superfícies artificiais inicia-se com a 

ativação do fator XII (PUY; RIGG; MCCARTY, 2016).  

 

Figura 2- Cascata da Coagulação e respectivos inibidores da coagulação 

 

Fonte: Perzborn et al., (2011) 

 

A coagulação passa pelas etapas de iniciação, amplificação e propagação e nessas 

etapas estão envolvidos diversos componentes. Cabe ressaltar que os principais 

componentes são cálcio, fosfolipídio, Fator XIII, Fator XII, Fator XI, Fator X, Fator IX, Fator 

VIII, Fator V, Fator II e Fator I. De forma complementar, atuam também na hemostasia as 

plaquetas e o Fator de Von Willenbrand e também as enzimas responsáveis pelo controle 

do crescimento do coágulo (BHAGAVAN, 2002).  
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1.6.1 Via intrínseca 

 

A Via Intrínseca recebe esta denominação porque todos os fatores de coagulação 

desta via estão contidos na corrente sanguínea em sua forma inativa. A via intrínseca é 

composta pelos fatores XIII, XII, XI, IX, VIII (HOFFBRAND; MOSS, 2013). 

O Fator XIII é uma transaminase presente no plasma em sua forma inativa 

(zimogênio). Após a ativação do Fator XIII pela trombina (na presença de cálcio e 

fibrinogênio), a proteína passa a desempenhar sua função principal realizando ligações 

cruzadas entre monômeros de fibrina por meio de ligações covalentes, o que garantirá maior 

resistência física e resistência ao processo de fibrinólise (MOADDEL; FALLS; FARRELL, 

2000; WILLIGE et al., 2009).  

O fator XII da coagulação é um zimogênio do Fator XIIa, o qual é uma serinoprotease 

que faz parte da via intrínseca da coagulação. O Fator XII é auto ativado quando entra em 

contato com moléculas ou superfícies carregadas negativamente que induzem uma 

modificação estrutural e o início da sua atividade proteolítica (WEIDMANN et al., 2017). 

Fator XI também é uma serinoprotease plasmática dependente de vitamina K 

encontrada na forma de zimogênio, sendo a única serinoprotease homodimérica envolvida 

na coagulação, uma vez que as demais são monoméricas. O Fator XI pode ser ativado por 

feedback positivo (pelos fatores XI e/ou VII ativados) (SMITH et al., 2008) e pelo Fator XII 

por meio da “via de contato” (BANE; GAILANI, 2014). Níveis baixos de Fator XI causam 

sangramentos leves ou não implicam no risco de sangramento, porém, níveis aumentados 

estão correlacionados com ocorrência de doenças tromboembólicas (PINTO et al., 2015). O 

fator XI ativado tem como função principal ativar o Fator IX dando seguimento a cascata da 

coagulação pela via intrínseca (EMSLEY; MCEWAN; GAILANI, 2010).  

Fator IX também é dependente de vitamina K e está disponível na forma de 

zimogênio. Para desempenhar sua atividade como serinoprotease pode ser ativado tanto 

pela via intrínseca (Fator XI ativado e o íon cálcio), como na via extrínseca (Fator VII ativado, 

fator tecidual e íon cálcio). Após sua ativação, atua em associação com o cofator cálcio, 

fosfolipídios e o Fator VIIIa convertendo Fator X em Fator X ativado (SCHMIDT et al., 2005). 

O Fator IX é fundamental na hemostasia e sua deficiência causa Hemofilia B, doença 

caracterizada por ocorrências de hemorragias graves (LAWSON; MANN, 1991). 

Fator VIII da coagulação é um cofator necessário para a ação do fator IX. Na corrente 

sanguínea, circula complexado com o Fator de Von Willenbrand (FvW) o qual protege o 

Fator VIII da degradação pela Proteína C ativada (um fator anticoagulante). Ao chegar no 
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local da lesão vascular, o complexo Fator VIII/FvW é desfeito e libera o Fator VIII para 

associar-se aos fosfolipídios e ao Fator IX, formando o completo tenase intrínseco, o qual 

ativará o Fator X iniciando a via comum da coagulação. O Fator VIII possui uma 

concentração até 100 vezes menor do que os demais fatores da coagulação e é conhecido 

por ser o causador da Hemofilia A, quando é produzido de forma deficiente pelo organismo 

humano (LASSILA, 2019). 

 

1.6.2 Via extrínseca 

 

Fator tecidual é o componente fundamental do início da cascata da coagulação pela 

via extrínseca. Conforme seu nome sugere, é o único componente que não está circulando 

livremente no sangue. O Fator tecidual é expresso constitutivamente em células 

subendoteliais e, em níveis basais, em células do musculo liso vascular quando estimulados 

por mediadores como Fator de Necrose Tumoral (TNF-α), trombina e histamina. O Fator 

tecidual desenvolve seu papel ao servir como receptor do Fator VII ativado, formando um 

complexo que ativará o fator X dando origem a via comum da coagulação. Indiretamente o 

Fator tecidual pode se associar ao Fator VII ainda inativo e este complexo pode ser ativado 

por Fator VII ativado ou pelo complexo Fator Tecidual/Fator VII ativado (DE MOERLOOSE; 

BOEHLEN, 2008). 

O Fator VII é dependente de vitamina K, sendo o fator mais sensível à deficiência 

desta vitamina. Trata-se de uma serinoprotease que desempenha um papel central na 

cascata da coagulação atuando na ativação do Fator X pela via extrínseca, também pode 

ativar o Fator XI (via intrínseca). O Fator VII só passa a ser Fator VIIa após estar associado 

ao íon Ca2+ e ao Fator Tecidual (BJELKE et al., 2007). 

 

1.6.3 Via comum 

 

Fator X, também conhecido como Fator de Stuart, é um fator de coagulação que 

circula na forma de zimogênio na corrente sanguínea e a sua conversão em Fator ativo 

demarca o início da via comum da coagulação. O Fator Xa caracteriza-se como uma 

serinoprotease, a qual compartilha alta similaridade com a tripsina e é convertida na sua 

forma ativa pelo complexo Fator IXa-Fator VIIIa ou pelo complexo Fator Tecidual-Fator VIIa. 

Após sua ativação o Fator X desempenha a atividade biológica de converter a protrombina 

em trombina por meio de proteólise, além disso, pode também levar a ativação de Fator VII, 
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Fator VIII e Fator V, iniciando um loop de retroalimentação da cascata 

(NEUENSCHWANDER, 2006). 

Fator V é o percussor do Fator V ativado, e, juntamente com o Fator Xa, íon Ca2+ e 

fosfolipídios constituem o complexo protrombinase – responsável pela conversão de 

protrombina em trombina. O Fator V ativado é, na verdade, um cofator que possui alta 

capacidade de se ligar a fosfolipídios. Cerca de 80% do total do Fator V circula livremente 

no plasma e o restante está contido no granulo das plaquetas (RAND; KALAFATIS; MANN, 

1994; SUN; EVATT; GRIFFIN, 1994). 

Fator II, conhecido também como Trombina é uma proteína em sua forma ativa 

resultante da proteólise da protrombina. É essencial na manutenção da hemostasia 

secundária, desempenhando diversos papéis ao atuar desde a fase de iniciação até a fase 

de amplificação da cascata da coagulação (KRISHNASWAMY, 2013; NEGRIER; SHIMA; 

HOFFMAN, 2019). Como atividade principal, a trombina cliva o fibrinogênio para formar 

fibrina insolúvel impedindo a progressão da hemorragia. A trombina atua também na 

ativação de plaquetas, dos Fatores V, VIII, XI, da proteína C, do Inibidor da Fibrinólise 

Ativada pela Trombina – TAFI (HUNTINGTON, 2012). 

O fibrinogênio é uma glicoproteína composta pelas cadeias polipeptídicas Aα, Bβ e 

γ, encontrada no sangue de vertebrados. O fibrinogênio passa por uma clivagem proteolítica 

na qual peptídeos curtos das cadeias Aα e Bβ são clivados com consequente exposição dos 

seus sítios de polimerização, esse evento leva à formação de polímeros de fibrina (Fator I), 

a polimerização ocorre de forma espontânea e levam ao surgimento das fibras de fibrina 

(BUDZYNSKI; SHAINOFF, 1986). 

 

 

1.6 ATUAÇÃO DOS FÁRMACOS ANTICOAGULANTES 

 

Atualmente é possível classificar os medicamentos anticoagulantes disponíveis em 

antagonistas da vitamina K e anticoagulantes orais diretos. Os antagonistas da vitamina K 

foram introduzidos no mercado a mais de 60 anos e contribuíram para um melhor manejo 

clínico de tromboembolismos, fibrilações atriais e em casos de substituição de valvas 

cardíacas. Apesar de tantas aplicações, essa classe cria grandes desafios em seu uso por 

apresentarem fácil interação medicamentosa e alimentar, estreita faixa terapêuticas e 

necessidade de monitoramento frequente de INR (razão normalizada internacional) a fim de 

evitar risco de sangramento grave mesmo em pacientes em ótimo controle da terapia 

(CHAN; SOBIERAJ-TEAGUE; EIKELBOOM, 2020). Os anticoagulantes orais diretos foram 
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projetados com objetivo de resolver os desafios enfrentados pelos antagonistas da vitamina 

K. Esses anticoagulantes orais diretos foram desenvolvidos especificamente para inibir um 

único fator da coagulação, além de possuírem menor interação medicamentosa e alimentar, 

serem administrados em doses fixas e não necessitarem de monitoramento regular (CHAN; 

SOBIERAJ-TEAGUE; EIKELBOOM, 2020).  

O primeiro anticoagulante oral direto desenvolvido foi o Ximelagatran®. Foi 

introduzido após estudos clínicos de fase III com mais de 17 mil pacientes em todo o mundo. 

É um pro-fármaco que dá origem ao melagatran que, por sua vez, é um potente inibidor 

direto, competitivo, reversível do sítio ativo da trombina (FRANCIS, 2004). O Ximelagatran 

apresentou como efeito colateral uma alta hepatotoxicidade observada por meio do aumento 

das transaminases séricas em pacientes em uso prolongado do medicamento; embora não 

houveram evidência de danos hepáticos permanentes, a Food and Drug Administration 

decidiu interromper sua licença em 2006 (CHAN; SOBIERAJ-TEAGUE; EIKELBOOM, 2020; 

FRANCIS, 2004). 

Além do ximelagatran, outros anticoagulantes orais diretos foram desenvolvidos e, 

atualmente, estão licenciados como inibidores da trombina (dabigatrana) e inibidores do 

Fator Xa (apixabana, betrixabana, edoxabana, rivaroxabana). No Brasil, rivarovabana está 

registrado junto a Agência Nacional de Vigilância Sanitária desde 20 de julho de 2009, 

enquanto apixabana foi registrado na mesma agência em 04 de julho de 2011 (AGÊNCIA 

NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 2020). 

Tabela 1 - Características do principais fármacos anticoagulantes orais inibidores diretos 
do Fator IIa ou do Fator Xa. 

 apixabana dabigatrana rivaroxabana 

Alvo Fator Xa Trombina Fator Xa 
Biodisponibilidade (%) 50 6–7 66 
Ligação proteica (%) 87 35 92-95 

Tmáx. concentração (h) 1-3 2 2-4 
Meia-vida (h) 8-15 12-14 9–13 

Eliminação renal (%) 25 > 80 33 
Metabolismo via 

citocromo P450(%) 
<32 <2 57 

Antídotos específicos andexanet idarucizumab andexanet 

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

 

1.6.1 Apixabana 

 

No Brasil, apixabana (figura 3A) recebe o nome comercial de Eliquis®; é um fármaco 

inibidor direto, oral, competitivo, reversível e altamente específico do Fator Xa (figura 2). 

Apresenta alta biodisponibilidade e tempo de meia vida de 8 a 15 horas, sua excreção 
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envolve metabolismo hepático por meio das enzimas CYP450 3A4 e por volta de 25% de 

excreção renal. Assim como rivaroxabana, apixabana não requer antitrombina III e inibe 

tanto o FXa livre quanto a forma ligado ao coágulo (AGUILAR; KUO; FREEMAN, 2013; 

BYON et al., 2019). Apixabana prolonga o tempo de coagulação em testes laboratoriais 

usuais como Tempo de Protrombina, Razão Normatizada Internacional – INR e o Tempo de 

Tromboplastina Parcial ativada (BYON et al., 2019). 

 

1.6.2 Rivaroxabana 

 

No Brasil, rivaroxabana (figura 3B) recebe o nome de Xarelto® e é um fármaco inibidor 

competitivo direto do Fator Xa por possuir alta afinidade tanto pelo Fator Xa (figura 1) livre 

como pelo Fator Xa ligado ao coágulo e não necessitar de antitrombina III para desempenhar 

seu papel. Possui ótima absorção quando ingerido junto a alimentos e um tempo de meia 

vida em torno de 5 a 9 horas; dois terços do medicamento são metabolizados por enzimas 

hepáticas CYP3A4/5 e CYP2J2 sendo o produto desta reação excretado por via renal, o 

terço restante é eliminado pela urina de forma inalterada (AGUILAR; KUO; FREEMAN, 

2013). 

 

1.6.3 Heparina sódica e enoxaparina sódica 

 

As heparinas não fracionadas são moléculas anticoagulantes amplamente utilizadas 

para as mais variadas manifestações cardiovasculares, possuem peso molecular entre 12 e 

15 kDa e servem como matéria-prima para produção das heparinas de baixo peso molecular, 

que são produzidas a partir da despolimerização das heparinas não fracionadas 

(MADDINENI et al., 2006). A heparina sódica (Hemofol® - figura D) é formada por 10 a 15 

cadeias de polissacarídicas ligadas a uma proteína central que formam um proteinoglicano 

de alto peso molecular, enquanto a enoxaparina sódica (Versa® - figura E) é uma fração de 

heparina que possui peso molecular médio de 4,5 kDa obtida a partir da despolimerização 

do éster benzil heparina proveniente da mucosa intestinal suína. 

 

1.6.4 Dabigratana 

 

Dabigratana é um fármaco relativamente novo empregado para tratamento e 

prevenção de formação de trombos e na emboliar pulmonar, reduzindo o risco de avidentes 

vaculares encefálicos e embolis sistêmicas. Farmacologicamente, o Dabigratana atua 
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inibindo direta e competitivamente a trombina livre ou ligada ao coágulo. Dabigratana 

consiste em um pró-farmaco (etexilato de dabigatrana) que, antes de se tornar ativo, passa 

por duas etapas de ativação (KIM et al., 2022). 

 

Figura 3 - Estrutura Molecular de anticoagulantes. Inibidores diretos do Fator Xa: A Apixabana., B. 

Rivaroxabana. C. Dabigratana, D. Heparina sódica e E. Enoxaparina sódica. 

 

Fonte: PubChem 

 

  

A B C 

D E 
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2 OBJETIVOS 

 

2.2 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos farmacológicos de Fosfolipases A2 isoladas da peçonha de 

serpentes dos dos gêneros Bothrops e Crotalus na hemostasia secundária. 

 

2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Analisar, in vitro, atividade coagulante das fosfolipases A2 (PLA2s) isoladas de 

peçonhas de serpentes dos gêneros Bothrops e Crotalus; 

 Averiguar, in vitro, atividade anticoagulante das PLA2 isoladas de peçonhas 

de serpentes dos gêneros Bothrops e Crotalus; 

 Avaliar, in vitro, a capacidade anticoagulante de fármacos comerciais de 

diferentes mecanismos de ação e atuação na hemostasia secundária; 

 Comparar a capacidade anticoagulante de fármacos comerciais com 

diferentes mecanismos de ação na hemostasia secundária com a atividade anticoagulante 

de proteínas ofídicas dos gêneros Bothrops e Crotalus; 

 Identificar o sítio preferencial para ancoragem das proteínas ofídicas através 

de estudos in silico (ancoragem molecular PLA2-Fator Xa e ancoragem molecular PLA2-Fator 

IXa). 

 Propor o mecanismo da ação anticoagulante das diferentes PLA2s ofídicas 

dos gêneros Bothrops e Crotalus frente às diferentes vias da hemostasia secundária. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 LOCAL DA REALIZAÇÃO DO ESTUDO 

 

A pesquisa foi desenvolvida nos Laboratórios de Cristalografia de Proteínas Tóxicas 

(CPr-LabTox) e Multiusuário do Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e 

Molecular do Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraíba – 

UFPB. As amostras sanguíneas foram coletadas no Laboratório de Cristalografia de 

Proteínas da UFPB (CPrLabTox), na cidade de João Pessoa – PB. 

 

3.2 POPULAÇÃO E AMOSTRA 

 

A população foi constituída por estudantes universitários voluntários, matriculados 

nos diversos cursos de graduação e pós-graduação da Universidade Federal da Paraíba. A 

amostra foi composta por 60 doadores que atenderam aos critérios de inclusão e exclusão. 

 

3.3 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E DE EXCLUSÃO 

 

Conforme descrito no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido- TCLE aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências Médicas da UFPB, foram incluídos 

na pesquisa estudantes dos cursos de Graduação e Pós-Graduação da Universidade 

Federal da Paraíba, que não eram portadores de doenças crônicas e/ou infecciosas, de 

ambos os sexos, com idade entre 18 e 50 anos. Foram excluídos da pesquisa voluntários 

que tinham feito uso de qualquer medicamento nos 10 dias anteriores a coleta e aqueles 

que, na triagem, apresentaram TP e TTPa fora dos valores de referência. Além disso, não 

participaram da pesquisa voluntários que declararam fazer uso contínuo de álcool e drogas 

ilícitas. 

 

3.4 INSTRUMENTOS E PROCEDIMENTOS DA COLETA DE AMOSTRAS DE 

SANGUE HUMANO 

 

As amostras de plasma humano foram obtidas de doadores voluntários sadios, nos 

quais foi realizada punção venosa e não traumática de veia de antebraço por sistema à 

vácuo. Os tubos à vácuo continham anticoagulante citrato de sódio em concentração 

0,109M, este, age como quelante de cálcio impedindo a coagulação do sangue (AMORIN et 

al, 2010). 
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Após as coletas, todas as amostras de sangue humano foram centrifugas a 3.000 

RPM durante 15 minutos, conforme recomendações do kit reagente utilizado. Para avaliação 

do TP o plasma foi distribuído em 3 cubetas (50µl em cada), e posteriormente foram 

adicionados o reagente de TP e o tempo de formação de coágulo foi obtidos. Para avaliação 

do TTPa a mistura o plasma foi distribuído em 3 cubetas (50µl em cada), e posteriormente 

foram adicionados o reagente 1 e após 3 minutos foi adicionado o reagente 2, o tempo de 

formação de coágulo foi obitdo. 

Os plasmas dentro do tempo de referência para TP e TTPa formaram um pool de 

plasma, o qual foi novamente triado. Em seguida, o pool de plasma foi distribuído em tubos 

esterilizados por autoclavagem e posteriormente congelados em nitrogênio líquido, 

permitindo a conservação do plasma por até 12 meses, quando mantido em temperatura 

inferior a -20ºC (BRASIL. DEPARTAMENTO DE ATENÇÃO ESPECIALIZADA E TEMÁTICA. 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

Durante a realização do experimento, o plasma permaneceu a 37 ºC evitando a 

desnaturação das proteínas plasmáticas envolvidas no processo de coagulação.  

 

3.5 DESCARTE DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS  

 

O descarte de resíduos e amostras biológicas seguiu as diretrizes de biossegurança 

adotadas pelo CPr-LabTox, onde os experimentos foram realizados. Sendo assim, os 

materiais perfuro-cortantes foram descartados em caixas de papelão rígida (descarpak) 

próprias para esse fim. Os materiais contendo resíduos biológicos, luvas descartáveis, 

máscaras e seringas foram descartados em saco de resíduos biológicos, com advertência 

de material infectante, em seguida encaminhados para coleta seletiva sendo a incineração 

o destino destes materiais.  

 

3.6 OBTENÇÃO DAS PLA2s, DOS FÁRMACOS E DOS KITS DE 

COAGULAÇÃO 

 

As PLA2 (Asp49-PLA2 acidas, básicas e Lys49-PLA2 básicas) isoladas das peçonhas 

de serpentes dos gêneros Bothrops e Crotalus foram purificadas, liofilizadas e gentilmente 

cedidas pelo professor pesquisador Dr. Andreimar Martins Soares da Fiocruz, vinculado à 

Fundação Oswaldo Cruz – Fiocruz Rondônia (Tabela 2).  

As PLA2s isoladas foram mantidas acondicionadas a -20°C. Para realização dos 

experimentos as PLA2s foram solubilizadas em Tampão Fosfato Salina (PBS - 10x, pH 7,4), 
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sendo utilizadas imediatamente e mantidas em banho de gelo, durante a realização do 

experimento, para evitar a desnaturação destas PLA2. 

A concentração teórica das proteínas foi aferida por espectrofotometria utilizando-se 

o NanoDrop 2000c (Thermo ScientificTM) com absorbância (Abs) de 280 nm, na qual, 1 Abs 

correspondeu a 1,0 µg/µL. Concentração: PrTX-I: 40 µg/µL; PrTX-II: 20 µg/µL e PrTX-III: 30 

µg/µL; BthA-I 15 µg/µL; – MjTX-I 6,5 µg/µL; MjTX-II 9,0 µg/µL; BthTX-I 10 µg/µL; BthTX-II 

12,5 µg/µL e CB5,5 µg/µL. 

 

Tabela 2 – Distribuição das PLA2s quanto à espécie da serpente, da classe (Lys49 ou Asp49) e ao 
caráter ácido ou básico da PLA2. 

Espécie Lys49-PLA2 
Asp49-PLA2 

básicas 
Asp49-PLA2 

ácida 

Bothrops 

jararacussu 

 

BthTX-I BthTX-II BthA-I 

Bothrops 

pirajai 

 

PrTX-I 

PrTX-II 
PrTX-III  

Bothrops 

moojeni 

 

MjTX-I 

MjTX-II 
  

Crotalus 

durissus 

terrificus 

  

 
Crotoxina B 

- CB 
 

Fonte: elaborada pelo autor, imagens obtidas em The Reptile Database (2022) 

 

Para definir as diferentes quantidades das PLA2s utilizadas nos experimentos de 

anticoagulação, foram avaliadas a menor e a maior quantidade de PLA2s capazes de 
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causarem, respectivamente, os menores e os maiores prolongamento no tempo de formação 

do coágulo (TP e TTPa).  

Para Lys49-PLA2, as quantidades avaliadas foram 1,25µg, 2,50µg, 5,00µg, 10,0µg, 

20,0µg e, para Asp49-PLA2, foram 0,25µg, 0,50µg, 1,00µg, 2,00µg, 4,00µg.  

Todos os fármacos anticoagulantes foram adquiridos comercialmente (Tabela 3). Os 

medicamentos Xarelto®, Eliquis® e Pradaxa® foram solubilizados em água injetável nas 

concentrações de 2, 4 e 5 mg/mL, respectivamente. Os medicamentos Hemofol®️ e Versa® 

foram diluídos em água injetável nas concentrações de 4 e 10 mg/mL. Foram avaliadas as 

menores e a maiores quantidades de cada fármaco (tabela 3) capazes de causarem, 

respectivamente, os menores e o maiores prolongamento no TP e no TTPa para definir as 

quantidades de cada fármaco utilizado nos experimentos in vitro. 

 

Tabela 3 – Descrição do nome comercial das características e das quantidade de fármacos 
anticoagulantes utilizadas nos experimentos in vitro 

Fármaco Laboratório 
Princípio 

Ativo 
Alvo 

Via de 

administração 
Quantidade avaliada (µg) 

Hemofol® Cristália heparina 

Atividade 

anti-FXa 

e baixa 

atividade 

anti FIIa 

ou 

trombina 

Intravenoso 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 

Versa® Eurofarma 
enoxaparina 

sódica 

Inativa 

os 

fatores 

XIIa, XIa, 

Xa, IXa e 

trombina 

II 

Subcutânea ou 

intravenoso 
0,3 0,5 0,7 0,9 1,1 

Pradaxa® 
Boehringer 

Ingelheim 

etexilato de 

dabigratana 

inibidor 

direto da 

trombina 

Oral 1,0 10 20 40 80 

Eliquis® 

Bristol-

Myers 

Squibb 

apixabana 

Inibidor 

diretos 

do FXa 

Oral 1,0 10 20 40 80 

Xarelto® Bayer rivaroxabana 

Inibidor 

diretos 

do FXa 

Oral 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 

Fonte: elaborada pelo autor 

 

Foram adquiridos comercialmente os kits de coagulação: Coagulação Tempo de 

Protrombina (TP) Ref. 730100-1-C (lote 17A130) e Coagulação Tempo de Tromboplastina 

Parcial Ativada (TTPa) Ref. 731200-C (lote 17C171) da Wama Diagnóstica®.  
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Amostras de plasma humano citratado contendo quantidades distintas de cada um 

dos cinco fármacos anticoagulantes ou PLA2s foram encubados por cinco minutos a 37 ºC e 

posteriormente obtidos. 

 

3.7 AVALIAÇÃO DE EFEITO COAGULANTE E/OU ANTICOAGULANTE 

 

A avaliação da atividade coagulante foi realizada de acordo com metodologia 

previamente descrita por Alvarado & Gutiérrez (1988) com modificações, utilizando plasma 

humano citratado e metodologia semi-automatizada (Coagumaster 2.0 Wama®, o qual mede 

a variação no movimento de esferas metálicas permitindo calcular o tempo de coagulação 

do plasma). 

Para avaliar a atividade anticoagulante tubos contendo plasma humano citratado e 

tampão PBS (controle) ou PLA2 ou fármacos anticoagulantes foram incubados por 5 minutos.  

Para definir as diferentes quantidades de fármaco ou PLA2s utilizadas nos 

experimentos de anticoagulação, previamente foram avaliadas a menor e a maior 

quantidade de fármaco ou PLA2s capazes de causarem, respectivamente, os menores e os 

maiores prolongamento no tempo de formação do coágulo (TP e TTPa).  

Em seguida, alíquotas de plasma e PBS/proteínas/fármacos foram transferidos para 

cubeta contendo uma esfera metálica. Todos os experimentos foram realizados em 

temperatura constante de 37 °C, seguindo a metodologia proposta pelo fabricante dos kits 

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

(TTPa). 

Para avaliação do Tempo de Protrombina – TP e do Tempo de Tromboplastina 

Parcial ativada – TTPa, amostras de plasma humano citratado contendo quantidades 

distintas de cada um dos cinco fármacos anticoagulantes ou de PLA2 foram encubados por 

cinco minutos a 37 ºC. Para avaliação do TP a mistura de plasma com fármaco ou PLA2s foi 

distribuída em 3 cubetas (50µl em cada), e posteriormente foram adicionados o reagente de 

TP e o tempo de formação de coágulo foi obtidos. Para avaliação do TTPa a mistura de 

plasma com fármaco ou PLA2s foi distribuída em 3 cubetas (50µl em cada), e posteriormente 

foram adicionados o reagente 1 e após 3 minutos foi adicionado o reagente 2 de TTPa e o 

tempo de formação de coágulo foram obitdos. 

De acordo com o manual do usuário do Coagmaster 2.0®, não havendo formação de 

coágulo após 300 segundos da adição do Cloreto de Cálcio ao plasma humano citratado, o 

plasma foi considerado incoagulável 



38 

Quando a PLA2 apresentou atividade anticoagulante, foi observada o prolongamento 

do tempo causado pela maior quantidade de avaliada e esta PLA2s será classificada da 

seguinte forma:  

i) fracamente anticoagulante quando o tempo de coagulação do TP e/ou TTPa 

prolongou em até 2 vezes em relação ao controle; 

ii) moderadamente anticoagulante quando o tempo de coagulação do TP e/ou 

TTPa prolongou entre 2 e 4 vezes em relação ao controle; 

iii) iii) fortemente anticoagulante quando o tempo de coagulação do TP e/ou 

TTPa prolongou em mais de 4 vezes em relação ao controle.  

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA DE DADOS 

 

Todos os experimentos para avaliar a anticoagulação do plasma humano citratado 

na presença das proteínas ofídicas ou fármacos anticoagulantes foram realizados em 

triplicata. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM) e 

analisados estatisticamente utilizando o teste One-way ANOVA, seguido pelo Dunnetts 

multiple comparisions test. Valores de p<0,05 foram considerados significativos (*: p<0,01; 

**: p<0,001; ***: p<0,0001 e ****: p<< 0,0001). Todos os resultados foram avaliados usando 

o software GraphPad Prism, versão 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). 

 

3.9 DOCKING MOLECULAR E ESTUDOS IN SILICO 

 

As estruturas tridimensionais das PLA2s, do Fator Xa associado aos fármacos 

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

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

tridimensionais do Fator Xa estão disponíveis sob código 2P16 (modelo cristalográfico do 

Fator Xa em associação com o fármaco anticoagulante apixabana) e 2W26 (modelo 

cristalográfico do Fator Xa em associação com o fármaco anticoagulante rivaroxabana), 

enquanto o Fator IXa está disponível sob código 1FRN As estruturas tridimensionais das 

proteínas ofídicas estão disponíveis sob os códigos 2Q2J (PrTX-I), 1QLL (PrTX-II), 1GMZ 

(PrTX-III), 3I3H (BthTX-I), 2OQD (BthTX-II), 1Z76 (BthA-I), 6CE2 (MjTX-I), 6PWH (MjTX-II) 

e 2QOG (Crotoxina B). Como a Crotoxina B é uma proteína heterodimérica, nos estudos in 

silico foram utilizadas as isoformas A e B da Crotoxina B. 

Os experimentos, in sílico, de ancoragem e interação de PLA2s (ligantes) como alvo 

farmacológico pré-definido – Fator Xa ou Fator IXa (receptores) foram realizados no servidor 

https://www.rcsb.org/
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online ClusPro 2.0 (https://www.cluspro.bu.edu) utilizando as configurações padrão do 

servidor. O servidor ClusPro 2.0 gera modelos agrupados em quatro coeficientes: (1) 

balanceado entre interações eletrostáticas e hidrofóbicas, (2) favorecido eletrostaticamente, 

(3) favorecido hidrofobicamente e (4) interações ou forças de van der Waals (VdW) e 

interações eletrostáticas (KOZAKOV et al., 2017). Todos os modelos gerados no ClusPro 

2.0 são classificados, pelo servidor, considerando a quantidade de representantes do cluster 

(tamanho do cluster), a energia do centro do cluster (ou seja, a estrutura que tem o maior 

número de estruturas vizinhas no cluster) e a energia da molécula que apresenta menor 

energia estrutural no cluster (KOZAKOV et al., 2017). 

Kini e colaboradores (2005) relataram que a potência das proteínas anticoagulantes 

depende principalmente da localização de cargas positivas na estrutura tridimensional da 

proteína. Dentre todos os modelos estruturais gerados (agrupados em quatro coeficientes) 

para cada ancoragem proteína-ligante foi selecionado o melhor modelo estrutural atendendo 

a dois critérios 1) pertencer ao grupo eletrostático (considerando Kini et al., 2005) e 2) obter 

o maior número de interações entre proteínas-ligante e a menor energia de ligação 

(calculado pelo servidor ClusPro 2.0).  

As avaliações das interações moleculares e atômicas (proteína e ligante) foram 

realizadas utilizando o programa computacional LigPlot+ v.2.2.4 (WALLACE; LASKOWSKI; 

THORNTON, 1995). As imagens geradas pelo LigPlot+ sinalizam as distâncias das 

interações de hidrogênio e das pontes salinas, e indicam as interações hidrofóbicas por 

representações raiadas em torno dos átomos envolvidos. 

 

3.10 ALINHAMENTO MÚLTIPLO E FILOGENIA 

 

As sequências, no formato FASTA, foram obtidas no Protein Data Bank (os 

identificadores das sequências utilizadas estão descritos no item 3.10). O alinhamento 

múltiplo das sequências de aminoácidos das PLA2s foi realizado no servidor online BLAST-

COBALT (Edgar, 2004), utilizando as configurações padrões do servidor. Foram realizados 

ajustes manuais no programa computacional Bioedit v.7.2 (HALL, 2011) para adequar a 

numeração dos resíduos de aminoácidos de acordo com a numeração proposta por 

Renetseder et al. (1985). 

A análise filogenética foi realizada utilizando no programa computacional Jalview 

v.2.11.1.7 (WATERHOUSE et al., 2009) utilizando os parâmetros padrões. A árvore 

filogenética foi gerada empregando o método “Neighbor-Joining”, matriz BLOSUM62 e 

https://www.cluspro.bu.edu/
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utilizou-se a PLA2 isolada da peçonha de Ophiophagus hannah (grupo IA, família Elapidae) 

como grupo externo. 

 

3.11 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA  

 

O presente estudo está de acordo com a Resolução 466/12, que rege a pesquisa em 

seres humanos e assegura a garantia de que a privacidade do sujeito da pesquisa será 

preservada. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE – Anexo – A) foi impresso 

em duas vias, sendo uma via entregue para o doador voluntário e outra via mantida nos 

arquivos do pesquisador. 

Todos os experimentos e coleta de material biológico (sangue) utilizados no presente 

estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Lauro 

Wanderley/UFPB sob o número de protocolo 4.003.352 (CAAE 30822720.3.0000.8069), de 

acordo com as normas éticas estabelecidas pela Norma Operacional nº 001/2013 - Diretrizes 

Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos e pela Resolução nº 466/12 

da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa do Conselho Nacional de Saúde (CONEP) do 

Ministério da Saúde. O armazenamento e a utilização do plasma humano citratado foi 

realizado de acordo com Resolução Nº 441, de 12 de maio de 2011, do Conselho Nacional 

de Saúde. 

 

3.12 RISCOS E BENEFÍCIOS DA PESQUISA 

 

Embora a realização de punção venosa periférica pudesse causar desconforto, dor 

durante e/ou após a coleta, todos os procedimentos foram cuidadosamente executados, 

uma vez que a obtenção das amostras de sangue humano foi realizada por profissionais 

Biomédicos habilitados, obedecendo todas as normas de biossegurança em vigência.  

Este estudo trouxe como benefício a identificação de potenciais moléculas 

anticoagulantes isoladas de peçonhas ofídicas dos gêneros Bothrops e Crotalus, além de 

descrever alterações de características hemostáticas. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 EXPERIMENTOS IN VITRO  

 

O efeito de cada PLA2 ou fármaco foi aferido em cinco quantidades distintas através 

da avaliação do Tempo de Protrombina (TP) e do Tempo de Tromboplastina Parcial ativada 

(TTPa) para determinar se as PLA2 eram capazes de prolongar o tempo padrão de 

coagulação do plasma saudável e para determinar experimentalmente o TP e o TTPa 

específico para cada fármaco.  

 

4.1.1 Atividade coagulante ou atividade anticoagulante de Fosfolipases A2 

  

Todas as Fosfolipases A2 (PLA2s) foram avaliadas em cinco diferentes quantidades 

(Lys49-PLA2 – 1,25µg, 2,50µg, 5,00µg, 10,0µg, 20,0µg; Asp49-PLA2 – 0,25µg, 0,50µg, 

1,00µg, 2,00µg, 4,00µg) e não apresentaram atividade coagulante sobre o plasma humano 

citratado mesmo após duas horas de incubação a 37ºC. 

O plasma humano citratado, na presença das proteínas PrTX-I (Bothrops pirajai) 

não apresentou alteração significativa do Tempo de Protrombina (TP) quando comparado 

ao controle (plasma + PBS) em nenhuma quantidade avaliada, enquanto que na presença 

da MjTX-I (Bothrops moojeni) somente apresentou alteração significativa do Tempo de 

Protrombina (TP) na quantidade de 5,0µg.  

Para a MjTX-II (Bothrops moojeni)  foi observado alterações significativas do TP nas 

quantidades 5, 10 e 20µg. Já para BthTX-I (Bothrops jararacussu) quantidades acima de 

2,5µg foram necessárias para causar prolongamento do TP. Em contrapartida, o TP do 

plasma na presença da PrTX-II (Bothrops pirajai), apresentou decréscimo nas quantidades 

de 5, 10 e 20µg. 

O plasma humano citratado, na presença de todas as Lys49-PLA2 s avaliadas (PrTX-

I, PrTX-II, MjTX-I e MjTX-II) apresentou significativo prolongamento do Tempo de 

Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) em todas as quantidades avaliadas, com exceção da 

BthTX-I em que só houve prolongamento na quantidade de 5µg, permitindo que essas PLA2 

fossem classificadas como fortemente anticoagulante (figuras 4a-e). 
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Figura 4 - Avaliação da atividade anticoagulante da Lys49-PLA2s em cinco diferentes quantidades 

(1,25; 2,5; 5,0; 10,0 e 20,0µg). TP: Tempo de Protrombina e TTPa: Tempo de Tromboplastina Parcial 

Ativada. TP e TTPa foram utilizados para controle da hemostasia, e comparados com a toxina isolada, 

solubilizada em PBS 10x (pH 7,4) sobre plasma humano citratado. Resultados expressos como média 

± erro padrão da média (EPM) (n=3), onde ns: não significativo para valor de p>0,05. Valores de p 

<0,05 foram consideram significativo (*: valor de p<0,01; **: valor de p<0,001; ***: valor de p<0,0001 

e ****: valor de p<0,00001). 

 

  

 

  

Fonte: o autor 
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O plasma humano citratado, na presença da proteína PrTX-III (Bothrops pirajai) 

somente apresentou aumento significativo do Tempo de Protrombina (TP) nas quantidade 

da quantidade de 0,5, 1, 2 e 4 µg. Enquanto que o plasma na presença de BthTX-II (Bothrops 

jararacussu) mostrou aumento do TP nas quantidade de 1, 2 e 4 µg proteína.  

A avaliação do Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) do plasma humano 

citratado na presença da PrTX-III e da BthTX-II indicou aumento significativo a partir da 

quantidade de 0,25µg. Ambas as Asp49-PLA2s básicas isoladas de peçonhas do gênero 

Bothrops foram classificadas como fortemente anticoagulante (figura 5a, b). 

A presença da Crotoxina B (CB) no plasma humano citratado não causou aumento 

significativo do TP em nenhuma quantidade avaliada. Em relação ao TTPa, a presença da 

Crotoxina B ocasionou prolongamento do tempo nas quantidade de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 

4,0µg. Essa Asp49-PLA2 básica isolada da peçonha de Crotalus durissus terrificus também 

foi classificada como fracamente anticoagulante (figura 6c). 

A presença da BthA-I, uma Asp49-PLA2 ácida, isolada da peçonha de Bothrops 

jararacussu, causou aumento do Tempo de Protrombina do plasma humano citratado nas  

quantidades de 0,5, 1, 2 e 4 µg. Em relação a avaliação do Tempo de Tromboplastina Parcial 

ativada do plasma na presença de BthA-I, houve prolongamento do tempo de coagulação 

somente na quantidade de 4µg. Excepcionalmente, esta PLA2 ácida foi classificada como 

fracamente anticoagulante por apresentar prolongamento de tempo de coagulação inferior 

a duas vezes em relação ao controle (figura 5d). 
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Figura 5 - Avaliação da atividade anticoagulante da Asp49-PLA2s (básicas e ácida) em cinco 

diferentes quantidades (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0µg). TP: Tempo de Protrombina e TTPa: Tempo de 

Tromboplastina Parcial Ativada. TP e TTPa foram utilizados para controle da hemostasia, e 

comparados com a toxina isolada, solubilizada em PBS 10x (pH 7,4) sobre plasma humano citratado. 

Resultados expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n=3), onde ns: não significativo 

para valor de p>0,05. Valores de p <0,05 foram consideram significativo (*: valor de p<0,01; **: valor 

de p<0,001; ***: valor de p<0,0001 e ****: valor de p<0,00001). 

  

  

 

4.1.2 Fármacos anticoagulantes 

 

O Tempo de Protrombina – TP do plasma humano citratado na presença de heparina 

sódica não apresentou prolongamento de TP em nenhuma das quantidades avaliadas, 

enquanto que a presença de enoxaparina sódica somente causou prolongamento do TP na 

maior quantidade avaliada (1,1µg). O plasma na presença do rivaroxabana apresentou 

prolongamento do TP a nas qsuantidades 0,25; 0,30; 0,35; 0,40µg; já, etexilato de 

dabigatrana e apixabana, causaram prolongamento de TP em todas as quantidades 

avaliadas (1; 10; 20; 40 e 80µg). O de Tempo de Tromboplastina Parcial ativada – TTPa do 

plasma humano citratado na presença de cada um dos fármacos avaliados apresentou 

prolongamento em todas as quantidades avaliadas (figura 6a-e). 
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Figura 6 - Avaliação do efeito anticoagulante de fármacos em cinco diferentes quantidades. TP: 
Tempo de Protrombina e TTPa: Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada. TP e TTPa foram 
utilizados para controle da hemostasia, e comparados com a toxina isolada, solubilizada em PBS 10x 
(pH 7,4) sobre plasma humano citratado. Resultados expressos como média ± erro padrão da média 
(EPM) (n=3), onde ns: não significativo para valor de p>0,05. Valores de p <0,05 foram consideram 
significativo (*: valor de p<0,01; **: valor de p<0,001; ***: valor de p<0,0001 e ****: valor de p<0,00001). 

  

 

  

Fonte: o autor 
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4.2 EXPERIMENTOS IN SILICO 

 

4.2.1 Alinhamento múltiplo de sequências das PLA2s 

 

No alinhamento múltiplo da sequência das Fosfolipases A2, os resíduos de 

aminoácidos do sítio ativo foram destacados em azul; o resíduo na posição 49 foi destacado 

em vermelho; as cisteínas que formam as ligações dissulfeto foram indicadas e destacadas 

em preto. A sequência de resíduos de aminoácidos de 54 a 77 (destacada em amarelo) foi 

definida, segundo Kini et al. (2005), como uma região fundamental para a atividade 

anticoagulante desempenhada por essas proteínas (figura 6). O alinhamento das 

sequências de aminoácidos das PLA2s isoladas da peçonha de serpentes dos gêneros 

Bothrops e Crotalus foi utilizado na análise filogenética. 

 

         1          11         21          31          41         51         61         71            

         |          |          |           |           |          |          |          |             

BtxTX-I  SLFELGKMIL QETG-KNPAK SYGAYG-CNCG VLGRG-KPKDA TDRCCYVHKC CYKKLT--G- C-----DPKK DRYS--YSWKDK  

PrTX-I   SLFELGKMIL QETG-KNPAK SYGAYG-CNCG VLGRG-KPKDA TDRCCYVHKC CYKKLT--G- C-----NPKK DRYS--YSWKDK  

PrTX-II  SLFELGKMIL QETG-KNPAK SYGAYG-CNCG VLGRG-KPKDA TDRCCYVHKC CYKKLT--G- C-----NPKK DRYS--YSWKDK  

MjTX-I   SLVELGKMIL QETG-KNPAK SYGAYG-CNCG VLGRG-KPKDA TDRCCYVHKC CYKKLT--N- C-----DPKK DRYS--YDWKNK  

MjTX-II  SLFELGKMIL QETG-KNPAK SYGVYG-CNCG VGGRG-KPKDA TDRCCYVHKC CYKKLT--G- C-----DPKK DRYS--YSWKDK  

BthTX-II DLWQFGQMIL KETG-KLPFP YYTTYG-CYCG WGGQG-QPKDA TDRCCFVHDC CYGKLT--N- C-----KPKT DRYS--YSRENG  

PrTX-III DLWQFGQMIL KETG-KLPFP YY-TYGGCYCG VGGRR-GLGTK DDRCCYVHDC CYKKLT--G- C-----PKTD DRYS--YSWLDL  

CBIsoB   HLLQFNKMIK FETR-KNAIP FYAFYG-CYCG WGGRG-RPKDA TDRCCFVHDC CYGKLA--K- C-----NTKW DIYP--YSLKSG  

CBIsoA   SLLQFNKMIK FETR-KNAVP FYAFYG-CYCG WGGQG-RPKDA TDRCCFVHDC CYGKLA--K- C-----NTKW DIYR--YSLKSG  

BthA-I   DLWQFGQMMN DVMR-EYVVF NYLYYG-CYCG WGGIG KPRDA TDRCCFVHDC CYGKVT--G- C-----NPKT DSYTYTYSEENG  

                                      1 2                 32    4 5          6 

 

 

         81         91         101        111         121        131 

         |          |          |          |           |          | 

BtxTX-I  TIVCGE-NNP CLKELCECDK AVAICLRENL GTYNKKYRY-H LK-PFCKKAD --PC 

PrTX-I   TIVCGE-NNP CLKELCECDK AVAICLRENL GTYNKLYRY-H LK-PFCKKAD --DC 

PrTX-II  TIVCGE-NNP CLKELCECDK AVAICLRENL GTYNKKYRY-H LK-PFCKKAD --DC 

MjTX-I   TIVCGE-ENP CLKQLCECDK AVAICLRENK GTYNKK-RDVY LK-PFCDKGR --DC 

MjTX-II  TIVCGE-NNS CLKELCECDK AVAICLRENL DTYNKKYRYNY LK-PFCKKAD --PC 

BthTX-II VIICGE-GTP CEKQICECDK AAAVCFRENL RTYKKRYMA-Y PD-VLCKKPA E-KC 

PrTX-III TIVCGE-DDP CK-ELCECDK AIAVCFRENL GTYNKKYRY-H LK--PCKKAD K-PC 

CBIsoB   YITCGK-GTW CEEQICECDR VAAECLRRSL STYKYGYMF-Y PD-SRCRGPS E-TC 

CBIsoA   YITCGK-GTW CKEQICECDR VAAECLRRSL STYKNEYMF-Y PD-SRCREPS E-TC 

BthA-I   DVVCGG-DDL CKKQICECDR VAATCFRDNK DTYDTKYWL-Y GA-KNCQEES E-PC 

            7       6    7 5       3                       4        1 

 

 

A análise filogenética foi realizada para investigar as relações evolutivas entre as 

PLA2s da família Viperidae do grupo IIA dos gêneros Bothrops e Crotalus. A árvore 

filogenética, com exceção do outgroup, apresentou três ramos principais: i) PLA2s básicas 

do gênero Bothrops (subdivididas em Lys49-PLA2s eAsp49-PLA2); ii) PLA2s básicas do 

gênero Crotalus (Asp49-PLA2) e iii) PLA2 ácida do gênero Bothrops (figura 7). 
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Figura 7 - Árvore filogenética das PLA2s em estudo. Lys49-PLA2s básicas botrópicas estão na cor 
verde, Asp49-PLA2s botrópicas estão em azul, Asp49-PLA2s básicas botrópicas estão na cor amarela 
e Asp49-PLA2s ácida botrópicas está na cor vermelha. 

 

Fonte: o autor 

 

4.3 ANCORAGEM MOLECULAR 

 

Inicialmente, as estruturas tridimensionais do Fator Xa da coagulação em associação 

com os fármacos Eliquis® (apixabana – 2P16) e Xarelto® (rivaroxabana – 2W26) foram 

superpostas no programa computacional PyMol v.2.5.2 e o Desvio Quadrático Médio das 

Posições Atômicas (Root Mean Square Deviation – RMSD) foi de 0,190Å.  

Foi avaliada o sítio de ligação dos fármacos apixabana e rivaroxabana ao Fator Xa 

no programa computacional LigPlot+ v.2.2.4 (figura 8). Os resíduos de aminoácidos 

participantes dessa interação em ambos os fármacos e o Fator Xa foram Glu97; Thr98, 

Tyr99, Phe174, Asp189, Ala190, Cys191, Gln192, Trp215 e Cys220 e apresentaram RMSD 

de 0,227 Å. 
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Figura 8 – interação Fator Xa com os fármacos apixabana (PDB id. 2P16) e rivaroxabana (PDB id. 

2w26). 

 

Fonte: o autor 

 

Sendo assim, o PDB 2W26 foi selecionado para os estudos in silico, pois, quando 

os átomos de carbono α das estruturas tridimensionais dos FXa em associação com os 

fármacos apixabana e rivaroxabana foram superpostos, apresentaram localização 

semelhantes e, ainda, a estrutura cristalográfica do complexo Xa/rivaroxabana apresenta 

melhor resolução estrutural. Complementarmente, o fármaco rivaroxabana apresentou 

melhores resultados nos experimentos in vitro. 

Kini e colaboradores (2005) relataram que a potência de proteínas anticoagulantes 

está relacionada, principalmente, à localização das cargas positivas na estrutura 

tridimensional da proteína. O servidor online ClusPro gerou e separou os modelos estruturais 

em quatro grupos (balanceado eletrostático-hidrofóbico, eletrostático favorecido, hidrofóbico 

favorecido e balanceado Van der Waals-Eletrostático). Todos os modelos gerados dos 

coeficientes foram avaliados. Considerando Kini et al. (2005), foi selecionado o modelo 

pertencente ao grupo eletrostático que obteve o maior número de interações entre proteínas-

ligante e a menor energia de ligação (calculado pelo ClusPro 2.0).  

A avaliação dos resultados de ancoragem dos ligantes (PLA2s) ao receptor (Fator 

Xa da coagulação), permitiu inferir regiões preferenciais de interação (figura 9): Região 1 – 

subunidade B do Fator Xa; Região 2 – sítio de interação com o fármaco; Região 3 – sítio de 

interação com o Ca2+; Região 4 – C terminal de FVa e Região 5 – hélice curta do sítio de 

interação do Fator Xa com Fator Va (tabela 1). 
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Figura 9 - Complexo Protrombinase obtido da Pseudonaja textilis (PDB id. 4BXS) com o Fator Xa 
substituído pelo Fator Xa humano (PDB id. 2W26). O Fator Va está colorido em cinza o Fator de 
coagulação Xa está com a subunidade A colorida em verde e a subunidade B colorida em rosa), 
ambos os fatores estão desenhados em superfície. A região do sítio ativo do Fator Xa está colorida 
em verde oliva e a região denominada sítio de ligação à heparina está colorida em azul marinho. 

  

 

 
 

 

 

 

y = 270° x = 30° 

y= 75° x= 90° 

 

A) B) 

C) 
D) 
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Tabela 4 – Caracterização da ancoragem das PLA2s ao Fator Xa 

Fonte: o autor 

 

As Asp49-PLA2s básicas (PrTX-III e BthTX-II) interagiram em ambas as subunidades 

do Fator Xa. A PrTX-III ancorou na subunidade B do Fator Xa por interações de hidrogênio 

entre os resíduos Lys7-Asp31, Val22-Tyr42 e Cys28-Tyr42. Enquanto a BthTX-II ancorou na 

subunidade B do Fator Xa por interações de hidrogênio entre os resíduos Gln7-Asp31, 

Lys11-Asp31 e Gly30-Tyr42 (figura 10a, b).  

A Asp49-PLA2 ácida (BthA-I) interagiu com a subunidade A do Fator Xa por 

interações de hidrogênio entre os resíduos Leu31-Gln178, Ser24-Asn166, Phe119-Asn166, 

Ser24-Lys169 e Leu23-Lys169 (figura 10c). A isoforma B da Crotoxina B (Asp49-PLA2 

básica) interagiu com a subunidade A do Fator Xa por interações de hidrogênio entre os 

resíduos Ser124-Asn166, Asp122-Lys169, Gly30-Lys169, Trp31-Lys169, Trp31-Gln178 

(figura 10d). 

As Lys49-PLA2 básicas botrópicas interagiram com o resíduo de aminoácido ácido 

aspartico na posição 31 da subunidade B do Fator Xa. Os resíduos de aminoácidos Val131, 

Leu32 e Lys122 estabilizaram a ancoragem da PrTX-I (figura 11a) e a Asn16 e Lys19 

participaram da ancoragem da PrTX-II (figura 11b). A BthTX-I interagiu com o FXa através 

dos resíduos de aminoácido Lys49, Tyr119 e Lys122 (figura 11c). O resíduo de aminoácido 

Lys69 da MjTX-I interagiu com o FXa através de uma ligação salina (figura 11d). No entanto, 

embora a MjTX-II tenha interagido com a subunidade B de FXa, esta interação ocorreu entre 

os resíduos de aminoácidos Lys116, Arg118 e Tyr121 com Gln16, Gln115 e Ser18, 

respectivamente (figura 11e). 

PLA2s PLA2 LOCALIZAÇÃO 
Nº 

Membros 
Energia 
Centro 

Menor 
Energia 

Asp49-PLA2s  

BthTX-II Região 1 139 -716.2 -716.2 

PrTX-III Região 1 162 -686.6 -794.6 

CB-
MonA 

Região 1 105 -723.7 -876.4 

CB-
MonB 

Região 5 124 -811.8 -900.7 

      

Asp49-PLA2 
ácida 

BthA-I Região 5 116 -691.4 -862.8 

Lys49-PLA2s 

BthTX-I Região 1 102 -706.5 -891.1 

MjTX-I Região 1 233 -617.5 -794.1 

MjTX-II Região 1 134 -673.3 -865.5 

PrTX-I Região 1 128 -827.5 -849.1 

PrTX-II Região 1 260 -678.6 -821.7 



51 

Figura 10 - O Fator de coagulação Xa está com a subunidade A colorida em verde claro e a 
subunidade B colorida em rosa, ambos desenhados em superfície. As Asp49-PLA2s básicas 
botrópicas estão representadas na cor azul, a Asp49-PLA2 ácida está representada na cor vermelha 
e as Asp49-PLA2 básicas crotálicas estão representadas na cor amarela.  

A) PrTX-III B) BthTX-II 

  
C) BthA-I 

 
D) CB isoforma A E) CB isoforma B 

  
Fonte: o autor 

y= 45° x= 180°  

y= 45° x= 180°  
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Figura 11 - O Fator de coagulação Xa está com a subunidade A colorida em verde claro e a 
subunidade B colorida em rosa, ambos desenhados em superfície. As Lys49-PLA2s básicas 
botrópicas estão representadas na cor verde.   

A) PrTX-I B) PrTX-II 

  

C) BthTX-I 

 
D) MjTX-I E) MjTX-I 

  
Fonte: o autor 
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Para definir as regiões preferenciais de ancoragem dos ligantes (PLA2s) ao receptor 

(Fator IXa da coagulação) foi empregada a mesma metodologia do Fator Xa: Região 1 – 

região do sítio de interação do Fator IXa com o Fator VIIIa; Região 2 – região do domínio 

serino protease do Fator IXa (tabela 5). 

 

Tabela 5 - Classificação das pla2s dentro do modelo eletrostático Fator IXa 

Fonte: o autor 

 

Os resultados dos experimentos in silico de ancoragem molecular entre as PLA2s e 

o Fator IXa mostraram que, além de alguns resíduos já descritos, uma maior quantidade de 

resíduos de aminoácidos participou da interação quando comparados com os dados obtidos 

para o Fator Xa. De todas as PLA2s, somente a Crotoxina B isoforma A ancorou na região 

do sítio de interação do FIXa com o FVIIIa (figura 12d), enquanto que as demais ancoraram 

na região oposta ao sítio de interação do FIXa com o FVIIIa (figuras 12 e 13). A região oposta 

ao sítio de interação do FIXa com o FVIIIa corresponde ao domínio serino protease do Fator 

IXa. 

 

 

 

 

 

 

PLA2 PLA2 LOCALIZAÇÃO 
Nº do 

cluster 

Nº 

Membros 

Energia 

Centro 

Menor 

Energia 

básicas 

Asp49-PLA2s 

BthTX-II Região 2 002.00 73 -626.7 -758.7 

CB-

MonA 
Região 1 002.00 100 -862.9 -946,6 

CB-

MonB 
Região 2 002.00 142 -841.9 -951.2 

PrTX-III Região 2 002.00 177 -813.8 -898.3 

       

Asp49-PLA2 

ácida 
BthA-I Região 2 002.00 42 -729.3 -847.1 

Lys49-PLA2s 

básicas 

BthTX-I Região 2 002.00 86 -705.4 -806.6 

MjTX-I Região 2 002.00 243 -881.8 -909.2 

MjTX-II Região 2 002.00 127 -874.3 -904.3 

PrTX-I Região 2 002.00 145 -711.4 -831.6 

PrTX-II Região 2 002.00 277 -859.3 -948.2 
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Figura 12 - Resultado do experimento in silico (ancoragem molecular) de Asp49-PLA2s ligadas ao 
Fator IXa da coagulação. O Fator de coagulação IXa (PDB id: 1RFN) está desenhado em superfície 
e colorido na cor cinza, a subunidade B está representada em magenta e a região de ligação ao Fator 
VIII foi destacada em laranja. 

PrTX-III BthTX-II 

  
BthA-I 

 
CB isoforma A CB isoforma B 

 

 
Fonte: o autor  

y= 30° 

y= 30° 
y= 30° 
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Figura 13- Resultado do experimento in silico (ancoragem molecular) de Asp49-PLA2s ligadas ao 
Fator IXa da coagulação. O Fator de coagulação IXa (PDB id: 1RFN) está desenhado em superfície 
e colorido na cor cinza, a subunidade B está representada em magenta e a região de ligação ao Fator 
VIII foi destacada em laranja. 

MjTX-I MjTX-II 

  
BthTX-I 

 
PrTX-I PrTX-II 

  
Fonte: o autor  
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5 DISCUSSÃO 

 

O Tempo de Protrombina – TP e o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada – TTPa 

do plasma humano citratado na presença de fármacos anticoagulantes ou de PLA2s ofídicas, 

foram mensurados para avaliar o efeito anticoagulante. A análise do TP plasmático permite 

avaliar as 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). Complementarmente, a avaliação do TTPa é 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). 

O plasma humano citratado na presença do Dabigatrana (Pradaxa®) apresentou 

expressivo prolongamento tanto do TP como do TTPa. Como este fármaco é inibidor direto 

da Trombina, pôde-se inferir que nenhuma das PLA2s estudas atuaram diretamente sobre a 

Trombina, uma vez que nenhuma das PLA2s causaram expressivo prolongamento do TP. O 

plasma humano citratado na presença do fármaco Rivaroxabana, apresentou TP e TTPa 

com maior prolongamento quando comparado ao fármaco apixabana (mesmo quando o 

Rivaroxabana foi avaliado em quantidades até 100 vezes menores). Park e colaboradores 

(2019), em um estudo clínico com pacientes em uso do rivaroxabana ou do apixabana 

verificaram que o TTPa dos pacientes em uso do Rivaroxabana, apresentou um maior 

prolongamento quando comparado ao TTPa dos pacientes em uso do apixabana. Embora 

os experimentos realizados em nossos estudos tenham sido in vitro, os nossos resultados 

estão de acordo com os observados in vivo (PARK et al., 2019).  

Na avaliação dos experimentos in vitro, o plasma humano citratado na presença de 

todas as PLA2s praticamente não apresentou prolongamento significativo do TP. Enquanto 

que o TTPa do plasma humano citratado na presença de todas as PLA2s apresentaram 

alterações quando comparados ao controle. A presença das Asp49-PLA2s básicas foi capaz 

de induzir um prolongamento maior do tempo para a formação do coágulo plasmático, após 

a adição dos reagentes de TP ou TTPa, quando comparado com os resultados obtidos para 

as Lys49-PLA2s.  

Verheij et al.(1980), ao estudarem PLA2s isoladas de peçonhas de serpentes das 

famílias Viperidae, Crotalidae e Elapidae, relataram que a maioria das fosfolipases A2 que 

apresentaram considerável atividade anticoagulante eram proteínas básicas, com pontos 

isoelétricos superiores a 9,0. Adicionalmente, os autores apontaram que nem todas as PLA2s 

fortemente básicas apresentavam efeito anticoagulante. Ainda, Verheij e colaboradores  
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(1980) relacionaram o efeito anticoagulante das PLA2s com a sua capacidade de hidrolisar 

camadas monomoleculares altamente compactas de fosfolipídios. Em contrapartida, as 

PLA2s que não exibiram efeito anticoagulante apresentaram baixo poder de penetração e de 

hidrolise destas monocamadas (VERHEIJ et al., 1980). 

Assim como Verheij et al., (1980), Diaz et al. (1991; 1992) descreveram que variantes 

enzimaticamente ativas de miotoxinas apresentavam efeito anticoagulante e prolongavam, 

in vitro, o tempo de recalcificação do plasma pobre em plaquetas. Considerando que apenas 

variantes enzimaticamente ativas induziam a anticoagulação, Diaz et al. (1991, 1992) 

sugeriram que a hidrólise de fosfolipídios era necessária para este efeito, o que corrobora 

com os dados obtidos no presente estudo, no qual as Asp49-PLA2s foram mais 

anticoagulantes do que Lys49-PLA2s (DÍAZ et al., 1991; DÍAZ; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 

1992). 

Alvarado e Gutiérrez (1988) relataram que uma PLA2 miotóxica de B. asper prolongou 

os tempos de recalcificação no plasma de diversas espécies de mamíferos (humano, cavalo, 

ovelha, cabra e coelho) e esta foi classificada como fortemente anticoagulante, uma vez que 

esta enzima causou prolongamento do tempo de recalcificação do plasma mesmo na 

concentração de 0,2 µg/mL. Dessa forma, os autores propuseram que esta PLA2 afetava a 

homeostasia por interagir e clivar os fosfolipídios plasmáticos necessários para a ativação 

dos fatores de coagulação. 

Em nossos experimentos, a presença de 4µg da BthTX-II e da PrTX-III (Asp49-PLA2s 

básicas isoladas das peçonhas de Bothrops jararacussu e B. pirajai, respectivamente) 

prolongaram o TTPa plasmático em até 6,2 vezes e o TP em até 2 vezes quando 

comparados ao controle, recebendo a classificação de fortemente anticoagulantes. Andrião-

Escarso et al. (2000a) ao avaliarem o tempo de recalcificação do plasma na presença da 

BthTX-II, verificaram que a atividade anticoagulante dessa proteína era dependente de sua 

atividade catalítica (ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000). Toyama e colaboradores (1999) 

descreveram que a PrTX-III, em quantidades entre 2,5 a 3,5µg, causava prolongamento do 

tempo de recalcificação do plasma em até 45 minutos e, assim como Soares et al. (2001), 

classificaram esta PLA2 como moderadamente anticoagulante (SOARES et al., 2001; 

TOYAMA et al., 1999). 

Em contrapartida, o TTPa plasmático na presença de 4µg da Crotoxina B (Asp49-

PLA2 básica isolada da peçonha de Crotalus durissus terrificus) e de 4µg da BthA-I (Asp49-

PLA2 ácida isolada da peçonha de B. jararacussu) apresentou prolongamento inferior a duas 

vezes quando comparado ao controle, enquanto que o TP não apresentou alteração 

significativa. Dentre todas as PLA2s avaliadas, estas foram as que apresentaram menor 
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efeito anticoagulante e foram classificadas como fracamente anticoagulantes. No entanto, 

Soares et al. (2001) classificaram a Crotoxina B como fortemente anticoagulante e relataram 

que a PLA2 causou prolongamento no tempo de recalcificação do plasma de forma 

dependente da atividade catalítica. A alquilação do resíduo de histidina na posição 48 da 

Crotoxina B causou a perca das atividades catalítica e anticoagulante, evidenciando que a 

atividade catalítica é necessária para a anticoagulação (Soares et al., 2001).  

Em 2002, Andrião-Escarso e colaboradores descreveram que a BthA-I apresentou 

baixa atividade anticoagulante na avaliação do tempo de recalcificação do plasma pobre em 

plaquetas. Adicionalmente, Magro et al, (2005) sugeriram que a alquilação do resíduo de 

histidina na posição 48 pelo brometo de p-bromofenacila poderia inibir indiretamente a 

atividade anticoagulante e outros efeitos farmacológicos (ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2002) 

(ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2002; MAGRO et al., 2005)  

Todas as Lys49-PLA2s básicas botrópicas avaliadas foram classificadas como 

moderadamente anticoagulantes, pois, quando comprado ao controle, o TTPa plasmático 

apresentou prolongamento inferior a quatro vezes. 

Soares e colaboradores (1998) avaliaram o tempo de recalcificação do plasma na 

presença da miotoxina II, uma Lys49-PLA2 de Bothrops moojeni (MjTX-II) e relataram que 

esta proteína não apresentou atividade coagulante ou anticoagulante. Posteriormente, em 

2000, Soares et al. analisaram a capacidade anticoagulante da MjTX-I (miotoxina I isolada 

da peçonha de B. moojeni) e constataram que a presença dessa Lys49-PLA2 não provocou 

aumento do tempo de recalcificação do plasma mesmo na quantidade de 100µg. 

Mancuso et al. (1995) ao avaliar o tempo de recalcificação plasmático da PrTX-I (uma 

Lys49-PLA2 da peçonha de B. pirajai), constataram que essa proteína apresenta uma 

atividade anticoagulante muito baixa. Segundo Lomonte et al. (1994), os últimos 20 resíduos 

de aminoácidos do C-terminal das PLA2s estão relacionados ao efeito anticoagulante, uma 

vez que esta região é atribuída ao sítio de ligação à heparina e é rica em resíduos catiônicos. 

Em (1998), Toyama et al. compararam a sequência de aminoácidos da PrTX-I com a BthTX-

I (Lys49-PLA2 da peçonha de B. jararacussu) e atribuíram que a baixa atividade 

anticoagulante poderia estar relacionada à substituição de um resíduo de lisina na posição 

116 por uma leucina e a substituição de uma prolina na posição 132 por um ácido aspártico, 

o que contribuiria para a perda da atividade anticoagulante devido a uma diminuição 

adicional do caráter catiônico da região C-terminal. 

Quando foi avaliado o tempo de recalcificação, outras Lys49-PLA2s foram relatadas, 

tanto como enzimas fracamente anticoagulantes (miotoxina IV, isolada da peçonha de 

Bothrops asper (DIAZ et al., 1995) e miotoxina I, purificada da peçonha de B. Schlegelii 
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(ANGULO et al., 1997), como fortemente anticoagulantes (BP-III, isolada da peçonha de 

Protobothrops flavoviridis (MURAKAMI et al., 2009) ou mesmo desprovida de atividade 

anticoagulante (BnSP-7, isolada da peçonha de B. neuwiedi pauloensis  (SOARES et al., 

2000), BmooMtx, isolada da peçonha de Bothrops moojeni (QUEIROZ et al., 2011) e 

miotoxina I, isolada da peçonha de Bothrops asper (NÚÑEZ et al., 2004). 

Dhillon (1987) compararam o efeito anticoagulante de diferentes PLA2s isoladas da 

peçonha de Agkistrodon piscivorus piscivorus em plasma de coelho e concluíram a Lys49-

PLA2 apresentou apenas 4% da potência anticoagulante em relação a Asp49-PLA2, pois foi 

necessária uma quantidade 24 vezes maior de Lys49-PLA2 (Asp49-PLA2 = 2,5µg) para 

produzir um tempo de recalcificação superior a 30 minutos. Dessa mesma forma, 

observamos que para causar o mesmo efeito anticoagulante, as Lys49-PLA2s necessitaram 

de quantidades até cinco vezes superiores do que as Asp49-PLA2s. 

Cabe ressaltar que todos os experimentos de coagulação in vitro, foram executados 

seguindo rigorosamente os procedimentos pré-analíticos e analíticos determinados nas 

bulas dos kits de coagulação TP e TTPa, portanto, até mesmo os fatores labéis (como o 

Fator VIII) e outros fatores sensíveis à degradação pelo tempo e/ou temperatura foram 

preservados. Os nossos experimentos de atividade anticoagulante consideraram os 

componentes das vias extrínseca, intrínseca e comum da coagulação usando kits reagentes 

específicos para avaliar as vias da coagulação de forma distinta, pois como reagentes de 

TP têm-se o Fator Tecidual (tromboplastina) e o Cálcio e como reagentes de TTPa têm-se 

o Fator Tecidual (cefalina), o ativador de contato (ácido elágico) e o Cálcio, os quais 

permitem iniciar a coagulação em diferentesalvos da cascata. 

A toxina Daboxin P é uma Asp49-PLA2 isolada da peçonha de Daboia russeli e 

apresentou forte atividade anticoagulante, in vitro, atrasando o tempo de forma dose 

dependente nos testes de recalcificação e no TTPa, porém, causou pequeno prolongamento 

no TP, sugerindo sua atuação em fatores que antecedem a via comum (SHARMA et al., 

2016). Sharma e colaboradores (2016) descreveram que esta PLA2 inibiu a atividade dos 

complexos tenase extrínseco e intrínseco, seja na ausência ou na presença de fosfolipídio, 

significando que essa enzima possui um mecanismo de atuação tanto enzimático como não 

enzimático. Complementarmente, os autores relataram que a Daboxin P inibiu a formação 

do complexo protrombinase (a PLA2 foi pré-incubada com Fator X, fosfolipídio e cálcio e, 

somente depois, o Fator V foi adicionado) e inferiram que esta enzima poderia interagir com 

o FX em uma região diferente do sítio ativo ou mesmo inibir a formação deste complexo pela 

formação de um obstáculo estérico (SHARMA et al., 2016). 
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Damico e colaboradores (2012) avaliaram a atividade anticoagulante da LmrTX, uma 

Asp49-PLA2 isolada da peçonha de Lachesis muta rhombeata e verificaram que esta enzima 

causa o prolongamentodo TTPa em plasma de ratos, porém, não prolonga de forma 

significativa o TP; desta forma, os autores sugeriram que a atividade anticoagulante de 

LmrTX ocorre sobre fatores da via intrínseca. Os autores ainda relataram que quando o 

resíduo de histidina na posição 48 da LmrTX foi quimicamente modificado pelo brometo de 

p-bromofenacila, foi observada uma redução de 89% da atividade catalítica e a atividade 

anticoagulante foi neutralizada, reafirmando a relação direita entre as atividades catalítica e 

anticoagulante desempenhadas pelas Asp49-PLA2s. 

 Toyama et al. (2000) relataram que as PrTX-I, PrTX-II (Bothrops pirajai), BthTX-I (B. 

jararacussu) e Basp-II (B. asper) têm cerca de 97% de similaridade sequencial e 

provavelmente são descendentes de um gene ancestral codificador. Os nossos estudos 

filogenéticos estão de acordo com o relatado por Toyama et al. (2000), uma vez que as 

Lys49-PLA2s foram agrupadas em um único clado, o que pode corroborar com a semelhança 

dos resultados observados em nossos experimentos in vitro. 

A importância de identificar regiões especificas de atuação das PLA2s já foi exposto 

por Saikia et al. (2017) quando esses autores afirmaram que a identificação dos sítios de 

interação entre resíduos de aminoácidos das PLA2s anticoagulantes e os resíduos de 

aminoácidos dos fatores de coagulação contribui para o desenvolvimento de novos fármacos 

e/ou terapias baseadas em peptídeos para o uso em pacientes com doenças 

cardiovasculares. 

O Fator Xa é um elemento central da cascata da coagulação. Sharma e 

colaboradores (2016) relacionaram este fator como alvo de diversas PLA2s anticoagulantes 

(CBc, Crotoxina B, BthTX-II, AtxA, CM-III, CM-IV). Este fator possui regiões fundamentais 

para interação proteína-proteína ou proteína-ligante. A estrutura terciária do Fator Xa é 

composta por um domínio GLA + domínio EGF1 + domínio EGF2 + domínio serino protease; 

a associação entre estes domínios é mantida por pontes dissulfeto (FAURE; GOWDA; 

MAROUN, 2007)).  

Uma região de grande importância do Fator Xa é o sítio de ligação da heparina (um 

glicosaminaglicano poliânionico), região formada por resíduos de aminoácidos básicos 

(Arg93, Lys96, Arg165, Ly169, Lys236 e Arg240). Outra região relevante desse Fator é a 

tríade do sítio ativo formada pelos resíduos de His57, Asp102 e Ser195; esses resíduos de 

aminoácidos são conservados em sequências de serino proteases do tipo tripsina-like como, 

por exemplo, o Fator IXa, a Proteína C e a Protrombina (PADMANABHAN et al., 1993). 



61 

Em 2007, Faure et al relataram e, em 2017 Saikia et al. reafirmaram que diversos 

mecanismos podem estar envolvidos na atividade anticoagulante de PLA2s ofídicas básicas: 

(i) hidrólise de fosfolipídios procoagulantes e inibição do complexo da tenase extrínseca 

(sem interação da PLA2s com o FXa); (ii) competição com proteínas coagulantes pela ligação 

à superfície lipídica (devido a alta afinidade da PLA2 pelo fosfolipídio)- efeito antagonista; (iii) 

mecanismo não enzimático no qual a PLA2 interage com o FXa, independentemente do 

fosfolipídio, inibindo a formação do complexo FXa/FVa e aumentando o tempo de geração 

de trombina. 

Em nossos estudos in silico, as Asp49-PLA2s botrópicas básicas (PrTX-III e BthTX-

II) interagiram com os resíduos de aminoácido Asp31 e Tyr42 da subunidade B do Fator Xa 

através de resíduos localizados na α-hélice1 e no loop de ligação de cálcio, respectivamente. 

Além disso, a região catalítica dessas PLA2s permaneceu livre e acessível para a interação 

e hidrólise de fosfolipídios, fato este que pode estar correlacionado ao pronunciado efeito 

anticoagulante observado em nossos experimentos in vitro. 

Faure e colaboradores (2007) avaliaram as regiões de interação da AtxA (uma 

Asp49-PLA2s isolada da peçonha de Vipera ammodytes ammodytes) com o Fator Xa e 

identificaram que o inicio da folha β antiparalela (resíduos Arg72, Lys74, His76 e Arg77) e o 

fragmento C-terminal (Arg118, Lys127, Lys128 e Lys132) estavam envolvidos na interação 

com o Fator Xa. No mesmo trabalho foi também avaliada a interação da isoforma B da 

Crotoxina B (Asp49-PLA2s isolada da peçonha de Crotalus durissus terrificus) com este 

mesmo fator da coagulação e as regiões do loop de ligação de cálcio e do loop de C-terminal 

da enzima interagiram com os resíduos de aminoácidos Asn166, Lys169 e Gln178 da 

subunidade A do Fator Xa. Em nossos estudos de ancoragem molecular, foi observado que 

tanto a BthA-I como a isoforma B da Crotoxina B interagiram, através do loop de ligação de 

cálcio com a subunidade A do Fator Xa e os mesmos resíduos de aminoácidos do FXa 

citados por Faure et al.(2007) estavam envolvidos. 

Zhong e colaboradores(2002) relataram que a bAhp, uma Asp49-PLA2 isolada da 

peçonha de Agkistrodon halys pallas, apresentou atividade anticoagulante, porém, após a 

substituição de uma lisina na posição 67 por um ácido aspártico foi observado redução dessa 

atividade. Nos experimentos de ancoragem molecular, o aminoácido localizado na posição 

67 da BthA-I é um ácido aspártico, o qual interagiu, por ponte salina, com uma argininana 

posição 93 da subunidade A do Fator Xa. O mesmo foi constatado para a isoforma B da 

Crotoxina B a qual apresentou um Asn67 interagindo por ligação de hidrogênio com a Arg93 

da subunidade A de FXa. Tanto a BthA-I como Crotoxina B (isoformas A e B) não 

apresentam um aminoácido catiônico (lisina) na posição 67 o que, de acordo com Faure et 
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al. (2007) pode explicar a fraca atividade anticoagulante observado nos experimentos in 

vitro. É importante complementar que a BthTX-II e a PrTX-III possuem uma lisina na posição 

67 e apresentaram forte atividade anticoagulante. 

Em nossos experimentos de ancoragem molecular somente resíduos de 

aminoácidos catiônicos estão envolvidos na interação entre as Lys49-PLA2s e a subunidade 

B do Fator Xa. As Lys49-PLA2s (com exceção da MjTX-II), assim como as Asp49-PLA2s 

básicas botrópicas interagiram, principalmente, com o resíduo de aminoácido Asp31 da 

subunidade B do Fator Xa. A participação desse resíduo de aminoácido do FXa na interação 

com as PLA2s parece ser crucial para ancoragem e consequente efeito anticoagulante 

destas proteínas. 

As Lys49-PLA2s não possuem atividade catalítica, no entanto, conforme observado 

em nossos experimentos in vitro, apresentaram moderada atividade anticoagulante, atuando 

principalmente na via intrínseca da coagulação. Conforme proposto por Saikia et. al (2017) 

ainteração do Fator Xa com as PLA2s pode ser dependente ou não da atividade catalítica, 

e, mesmo na ausência de atividade catalítica, as Lys49-PLA2s podem desempenhar efeitos 

farmacológicos diversos, como a anticoagulação independente de catálise. 

Faure et al. (2007) realizaram estudos in vitro e in sílico para determinar a região de 

ancoragem de diversas PLA2s ao fator Xa, e mostraram que o sítio catalítico do Fator Xa 

permaneceu acessível e não esteve envolvido na interface entre a PLA2s e Fator Xa, uma 

vez que atividade catalítica de serino-proteinase desse Fator foi conservada mesmo após a 

associação às PLA2s. Da mesma forma, quando todos os nossos experimentos de 

ancoragem entre PLA2s e Fator Xa foram avaliados, não foram observadas interações das 

proteínas na região do sítio catalítico de FXa, o que condiz com os estudos apresentados 

em (2007) por Faure e colaboradores. 

Carredano e colaboradores (1998) destacam que PLA2s isoladas de peçonhas 

ofídicas da família Viperidae são proteínas multifuncionais e que seus efeitos farmacológicos 

podem ser causados por múltiplos sítios farmacológicos diferentes do sítio catalítico; 

relataram, ainda, que estes sítios podem estar sobrepostos ou não. Um exemplo é a RVV-

VD (uma Asp49-PLA2 isolada da peçonha de Vipera russelli russelli) a qual apresenta o seu 

sítio neurotóxico sobreposto à região anticoagulante (CARREDANO et al., 1998). 

Adicionalmente, Faure e colaboradores (2007) descreveram que vários resíduos da região 

de C-terminal da AtxA (Asp49-PLA2 isolada da peçonha de Vipera ammodytes ammodytes) 

estavam claramente envolvidos tanto no efeito anticoagulante quanto no efeito neurotóxico. 

Saikia et al. (2017) afirmaram que algumas das PLA2s podem interagir com outros 

fatores de coagulação do sangue (Xa, Va, protrombina, trombina). Hopfner e colaboradores 
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(1997) descreveram o Fator IX como uma proteína formada por múltiplos domínios; um 

domínio N-terminal de GLA (ácido -carboxiglutâmico) seguido por dois domínios 

semelhantes ao fator de crescimento epidérmico (EGF), um peptídeo de ativação (AP) e um 

domínio C-terminal de serino protease com um sítio ativo semelhante à tripsina. Esta 

estrutura de domínios define a família de genes FIX de fatores de coagulação (HOPFNER, 

1997) e é observada em outros fatores da coagulação, como os Fatores VII, X e a proteína 

C (PC).  

A similaridade estrutural e de arquitetura funcional dos Fatores IXa e Xa (KUNDU; 

WU, 2021), em adição ao fato de que o complexo tenase intrínseco (FIXa –FVIIIa + superfície 

fosfolipídica), aumenta a ativação do FXa em até 106 vezes, torna o FIXa essencial para a 

hemostasia (DUFFY; LOLLAR, 1992). Embora fármacos anticoagulantes inibidores 

específicos do Fator IXa estejam em desenvolvimento, ainda não estão disponíveis 

comercialmente. Complementarmente, tanto os nossos resultados in vitro indicaram 

expressivo aumento no TTPa, como os resultados de ancoragem molecular indicaram que 

as PLA2s ancoraram na região do domínio serino protease do Fator IXa, reforçam a possível 

participação do FIXa na anticoagulação causada pelas PLA2s estudadas. 

Kini e colaboradores (2005), ao estudarem PLA2s isoladas da peçonha de Naja 

mossambica, descreveram que as PLA2s fortemente anticoagulantes apresentavam uma 

região (entre os resíduos 54-77, incluindo a região de alça elapídica) formada por resíduos 

catiônicos (básicos), enquanto que para as PLA2s fracamente anticoagulantes essa região 

é formada por resíduos aniônicos (ácidos). Deve-se destacar que as PLA2s descritas por 

Kini (2005) são Asp49-PLA2s, pertencentes ao subgrupo IA (família Elapidae) que atuam 

inibindo o complexo tenase extrínseco. No enquanto, todas as PLA2s avaliadas no presente 

estudo pertencem ao subgrupo IIA (família Viperidae) e causaram significativo 

prolongamento do TTPa indicando interação com componentes da via intrínseca e, portanto, 

um mecanismo diferente do exposto por Kini em 2005. 

Uma das mais importantes propriedades que afetam o efeito anticoagulante é a 

capacidade das PLA2s de se inserir em membranas fosfolipídicas e hidrolisar os fosfolipídios 

(KINI, 1997; MUKHERJEE, 2007). As PLA2s classificadas como fortemente anticoagulantes 

apresentam a capacidade pequena, embora específica, de hidrolisar fosfolipídios essenciais 

para a hemostasia. Em contrapartida, as PLA2s que apresentam menor atividade 

anticoagulante hidrolisam os fosfolipídios plasmáticos sem especificidade (Kini e Evans 

1989; Saikia et al. 2011). Portanto, PLA2s que atuam em fosfolipídios não essenciais para a 

hemostasia, necessitam exercer maior atividade catalítica para que a atividade 

anticoagulante seja observada (KINI; EVANS, 1989). 
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Stefansson et al. (1990) descreveram que uma PLA2 básica isolada da peçonha de 

Naja nigricollis foi capaz de inibir o complexo protrombinase mesmo na ausência de 

fosfolipídios. Adicionalmente, uma Asp49-PLA2 ácida purificada da peçonha de Daboia 

russelli desempenhou seu efeito anticoagulante tanto hidrolisando enzimaticamente os 

fosfolipídios plasmáticos, como competindo com os fatores de coagulação pela ligação aos 

fosfolipídios essenciais para a coagulação (SAIKIA; MUKHERJEE, 2017). 

Por outro lado, Dutta et al. (2015) relataram que a NnPLA2-I, uma PLA2 

enzimaticamente ativa isolada da peçonha de Naja naja, apresentou capacidade de iniciar a 

atividade amidolítica do FXa sem interferir na sua capacidade de ativar a protrombina. A 

NnPLA2-I não causou o prolongamento do TP, porém, o TTPa foi prolongado, indicando que 

esta enzima atua na inibição de fatores das vias intrínseca ou comum da coagulação. 

Contudo, os autores sugeriram que a NnPLA2-I provavelmente ativa alostericamente o FXa, 

mas, esta ativação não induz a ativação da protrombina pelo FXa. 

Apesar de diversos estudos terem sido e continuarem sendo realizados em busca de 

um minucioso e específico mecanismo de atuação das PLA2s ofídicas na hemostasia, um 

modelo ainda não está claramente estabelecido justificando a importância de novos estudos 

e proposições. De acordo com os resultados obtidos em nossos estudos de ancoragem 

molecular entre as PLA2s e os Fatores IXa e Xa da coagulação e, de acordo com os dados 

de Faure et al (2007), a região 54 a 77 das PLA2s elapídicas proposta anteriormente por Kini 

(2005) também poderia ser considerada para as PLA2s viperídicas, no entanto, outras 

regiões deveriam ser adicionadas, incluindo a α-hélices 1, o início da folha β, o loop de 

ligação de cálcio e o loop de C-terminal. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Nenhuma das quantidades avaliadas das PLA2s isoladas das peçonhas ofídicas dos 

gêneros Bothrops e Crotalus causaram a coagulação do plasma citratado humano, mesmo 

após 2h de incubação a 37ºC. 

A capacidade anticoagulante das PLA2s foi mensurada através da avaliação dos 

Tempos de Protrombina – TP e de Tromboplastina Parcial ativada – TTPa. Nenhuma das 

PLA2s avaliadas causou significativo prolongamento do TP, enquanto o TTPa apresentou 

alterações significativas para todas as PLA2s. As Asp49-PLA2s básicas botrópicas foram 

classificadas como fortemente anticoagulantes; as Asp49-PLA2s ácida botrópica e básica 

crotálica foram fracamente anticoagulantes, enquanto que todas as Lys49-PLA2s foram 

moderadamente anticoagulantes. 

As PLA2s estudas podem interferir na cascata de coagulação por três mecanismos 

independentes ou pela soma deles: i) inibição da formação do complexo tenase observado 

nas Asp49-PLA2s e Lys49-PLA2s básicas botrópicas que interagiram com a subunidade B 

dos fatores IXa ou Xa, podendo causar um impedimento estérico; ii) modulação alostérica 

dos Fatores IXa e Xa induzida pela interação das Lys49-PLA2s através da região de C-

terminal; iii) hidrólise de fosfolipídios e/ou competição das PLA2s cataliticamente ativas com 

os fatores de coagulação pela superfície lipídica. Estudos complementares são necessários 

para avaliar se as Asp49-PLA2s básicas botrópicas fortemente anticoagulantes exibem seu 

efeito anticoagulante através de uma combinação de mecanismos enzimáticos e não 

enzimáticos. 
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APÊNDICE A - ARTIGO CIENTÍFICO PRODUZIDO DURANTE O PERÍODO MAIS 

RESTRITIVO DA PANDEMIA DE COVID-19 EM PARALELO AO 

DESENVOLVIMENTO DA DISSERTAÇÃO  
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Meu nome é Pierri Emanoel de Abreu Oliveira, eu sou pós-graduando Programa de 

Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular e o Sr. (a) está sendo convidado (a), como 

voluntário (a), a participar da pesquisa intitulada sobre “Avaliação comparativa entre os 

efeitos coagulante e anticoagulante de peçonhas brutas e de proteínas isoladas de 

serpentes dos gêneros Bothrops e Crotalus de fármacos anticoagulantes comerciais”. 

JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E PROCEDIMENTOS: Diversos mecanismos 

farmacológicos como a cascata de coagulação, a fibrinólise, a neurotransmissão na junção 

neuromuscular, o processo inflamatório e o sistema complemento têm sido elucidados 

graças a estudos envolvendo peçonhas ofídicas. Por isso, estudos dos efeitos da peçonha 

bruta e do mecanismo de ação de suas proteínas isoladas permitem compreender a 

fisiopatologia do empeçonhamento, por conseguinte o desfecho clínico, aumentando a 

possibilidade de desenvolver terapias personalizadas e reduzir as sequelas decorrentes do 

ofidismo. 

DESCONFORTOS, RISCOS E BENEFÍCIOS: Essa pesquisa pode oferecer risco 

mínimo previsível ao voluntário, visto que será realizada punção venosa periférica, dessa 

forma o paciente pode sentir um leve desconforto e dor na coleta, risco esse que será 

minimizado uma vez que o procedimento vai ser realizado por profissional biomédico ou 

outro profissional habilitado para tal atividade. Além disso, o procedimento de coleta 

obedecerá todas as normas de biossegurança. Esta pesquisa pode trazer benefícios como 

a identificação de um potencial anticoagulante novo originário a partir de proteínas ofídicas 

de serpentes dos gêneros Bothrops e Crotalus, além de conhecer, in vitro, a alteração das 

características hemostáticas promovidas pelas proteínas ofídicas. 

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTÊNCIA: Caso os doadores 

apresentem algum tipo de desconforto serão encaminhados para a Unidade de Pronto 

Atendimento mais próxima ao local de coleta. 

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE 

SIGILO:Os voluntários serão esclarecidos sobre a pesquisa em qualquer aspecto que 

desejar, sendo livre para recusar-se a participar da pesquisa, retirar seu consentimento ou 

interromper a participação a qualquer momento. A sua participação é voluntária e a recusa 

em participar não irá acarretar qualquer penalidade ou perda de benefícios. O pesquisador 

irá tratar a sua identidade com padrões profissionais de sigilo. Os resultados do exame 

clínico, procedimento, da pesquisa, permanecerão confidenciais podendo ser fornecidos 

apenas para os voluntários. Seu nome ou o material que indique a sua participação não será 

liberado sem a sua permissão. Você não será citado(a) nominalmente ou por qualquer outro 

meio que o identifique individualmente ou em nenhuma publicação que possa resultar deste 

estudo. Uma cópia deste consentimento assinada pela gestante ficará sob a 

responsabilidade do pesquisador responsável e outra será fornecida a gestante.  

CUSTOS DA PARTICIPAÇÃO, RESSARCIMENTO E INDENIZAÇÃO POR 

EVENTUAIS DANOS: A participação no estudo não acarretará custos para os voluntários e 

não será disponibilizada nenhuma compensação financeira adicional. Não é previsível dano 
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decorrente dessa pesquisa as gestantes e caso haja algum, será garantido indenização por 

parte do proponente. 

        DECLARAÇÃO DO PARTICIPANTE OU DO RESPONSÁVEL PELO 

PARTICIPANTE: Eu, __________________________________________________, fui 

informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci 

todas minhas dúvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informações, 

poderei desistir de participar da pesquisa se assim o desejar. Os pesquisadores Pierri 

Emanoel de Abreu Oliveira certificaram-me de que todos os dados desta pesquisa serão 

confidenciais, no que se refere a minha identificação individualizada, e deverão ser tornados 

públicos através de algum meio. Elas se comprometem seguir os padrões éticos definidos 

na Resolução CNS 466/12.  Também sei que em caso de dúvidas poderei contatar com o 

pós-graduando Pierri Emanoel de Abreu Oliveira, residente na cidade de João Pessoa- PB, 

telefone: 83-99656-4836 e e-mail: pierre.eao@gmail.com ou a professor orientador: Daniela 

Priscila Marchi Salvador, telefone 83 99916-5909 e através do e-mail: 

danimarchi@dbm.ufpb.br. Além disso, fui informado que em caso de dúvidas com respeito 

aos aspectos éticos deste estudo poderei consultar o Comitê de Ética em Pesquisa do 

Centro de Ciências da Saúde, situado Centro de Ciências da Saúde - 1º andar, Campus I - 

Cidade Universitária CEP: 58.051-900 - João Pessoa-PB. Declaro que concordo em 

participar desse estudo. Recebi uma cópia deste termo de consentimento livre e esclarecido 

e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dúvidas. 

 

____________________________ _______________________________ ________ 

Nome                                                       Assinatura da Participante                                  Data 

 

____________________________ _______________________________ ________ 

Nome                                                         Assinatura da Participante                                Data 

 

 

 


