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RESUMO 

 

Acidentes ofídicos (ofidismo) são listados, pela Organização Mundial de Saúde, como doença 

tropical negligenciada e são considerados um problema de saúde pública. Dentre as atividades 

desencadeadas pelo empeçonhamento por Crotalus durissus terrificus, a coagulante é curiosa 

e contraditória, pois a peçonha apresenta, em sua composição, proteínas precursoras da 

coagulação e proteínas anticoagulantes. O presente trabalho descreve, in vitro, a atuação da 

peçonha bruta, de frações proteicas e proteínas purificadas da peçonha de Crotalus durissus 

terrificus sobre os fatores de coagulação da hemostasia secundária do plasma humano. A 

atividade coagulante e/ou anticoagulante da peçonha bruta, frações proteicas e proteínas 

purificadas foram avaliadas diretamente sobre o plasma citratado humano e as alterações no 

Tempo de Protrombina (TP) e no Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) foram 

aferidos com kits comerciais. Os coágulos formados na presença da peçonha bruta, da fração 

proteica #7 e da Giroxina apresentaram-se como uma massa hialina de textura flexível e 

pontual. A avaliação do tempo de formação dos coágulos na presença das frações proteicas #1 

até #6 e das proteínas isoladas Crotoxina, Crotoxina A, Crotoxina B e Crotamina, após a 

aplicação dos testes comerciais (PT e APTT), possibilitou inferir que essas proteínas interferem 

em todas as vias da cascata de coagulação. Por conseguinte, as proteínas Crotoxina A, 

Crotoxina B, Crotoxina e Crotamina podem atuar de forma semelhante a alguns anticoagulantes 

inibidores direto de trombina, do fator Xa e do ativador da antitrombina III. Ainda, a Crotoxina 

B pode inibir a formação do complexo protrombinase por interação direta com o fator Xa. 

Consequentemente, o conteúdo proteico da peçonha de C. d. terrificus pode atuar de forma 

sinérgica na coagulação e na disfunção e/ou inibição dos anticoagulantes naturais 

desequilibrando a hemostasia. 

 

 

 

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

Ativada; Proteínas Anticoagulantes. 

  



ABSTRACT 

 

Snakebites (Ophidism) are listed by the World Health Organization as a neglected tropical 

disease and are considered a public health problem. Among the activities triggered by 

envenoming from Crotalus durissus terrificus snake venom, the coagulant one is intriguing and 

contradictory, curious and contradictory, since the venom has, in its composition, coagulation 

precursor proteins and anticoagulant proteins. The present work describes, in vitro, the 

performance of crude venom, protein fractions and purified proteins of Crotalus durissus 

terrificus venom on the coagulation factors of human plasma secondary hemostasis. The 

coagulant and / or anticoagulant activity of crude venom, protein fractions and purified proteins 

were evaluated directly on human citrated plasma. Changes in Prothrombin Time (PT) and 

Activated Partial Thromboplastin Time (APTT) were measured with commercial kits. Clots 

formed in the presence of crude venom, protein fraction # 7 and Gyroxin displayed as a hyaline 

flexible mass and steady state. The evaluation of the clot formation time in the presence of the 

protein fractions # 1 to # 6 and isolated proteins (Crotoxin complex, Crotoxin A, Crotoxin B 

and Crotamine), after the commercial tests (PT and APTT), allowed to infer that these proteins 

interfere in all pathways of the coagulation cascade. Therefore, the Crotoxin A, Crotoxin B, 

Crotoxin and Crotamine proteins may act similarly to some anticoagulants direct inhibitors of 

thrombin, factor Xa and antithrombin III activator. Moreover, Crotoxin B can inhibits the 

formation of the prothrombinase complex by direct interaction with factor Xa. Consequently, 

the protein content from C. d. terrificus snake venom can act synergistically in coagulation and 

dysfunction and / or inhibition of natural anticoagulants unbalancing hemostasis. 

 

 

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

Anticoagulants Proteins. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. ACIDENTES OFÍDICOS 

 

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

(FUNASA, 2001). A terapia atual consiste na administração de soro antiofídico, o qual, em 

muitas vezes, não atua satisfatoriamente contra os efeitos locais e sistêmicos (ALMEIDA et al., 

2015; BARROS et al., 2015). 

A peçonha de serpentes é constituída por uma complexa mistura de substâncias 

farmacológicas e bioquimicamente ativas (proteínas, enzimas, peptídeos e compostos 

inorgânicos) as quais podem apresentar diferentes atividades fisiológicas, hematológicas e 

neurotransmissoras. O estudo das atividades desencadeadas pelo empeçonhamento contribuiu 

para a descoberta de vários mecanismos moleculares envolvidos em processos fisiológicos de 

atuação da peçonha, além de possibilitar o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos para 

o tratamento de doenças (FUNASA, 2001; VIEIRA, 2014). 

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

Crotalus (cascavéis) são responsáveis por cerca de 7,7% dos acidentes ofídicos registrados no 

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

Os  sinais e sintomas apresentados pelo ofidismo causado pelo gênero Crotalus são 

tanto locais quanto sistêmicos; dos locais, os mais frequentes são dor, edema e hemorragia, 

enquanto que os sistêmicos incluem alterações nos sistemas cardiovascular, respiratório e 

urinário (OWNBY, 1982). A peçonha de Crotalus durissus terrificus, a cascavel sul americana 

mais estudada (FIGURA 01), apresenta atividade coagulante de pequena intensidade 

(FUNASA, 2001; LEIS & CHEBABO, 2001). Testes de coagulação comerciais como os 

utilizados para avaliar o Tempo de Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina Parcial 

Ativada (TTPA) podem ser aplicados para identificar quais fatores de coagulação estão 

comprometidos e, assim, caracterizar a patologia.  

A composição da peçonha e os aspectos clínicos e laboratoriais decorrentes do 

ofidismo causado pelas subespécies Crotalus durissus terrificus e C.d collineatus são os mais 

estudados (ALMEIDA et al., 2015; RANGEL-SANTOS et al., 2004). MELANI et al. (2015) 

caracterizaram a composição molecular da peçonha de Crotalus durissus terrificus (FIGURA 

02) e descreveram as atividades tóxicas e farmacológicas desencadeadas por suas biomoléculas. 
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FIGURA 01 - Espécime adulto de Crotalus durissus terrificus. Disponível em <http://cobrasserpentes.blogspot. 

com.br/2012/09/cascavel.html>, acesso em 19/08/2016. 

 

 

 

FIGURA 02 - Composição proteica da peçonha de Crotalus durissus terrificus. Componentes tóxicos: Fosfolipase 

A2 (PLA2 incluindo crotoxina), Serino proteinase (SVSP), L-aminoácido oxidase (LAAO), Metaloprotease 

(SMVP), Lectina do tipo C (SnaCLec), Fator de crescimento endotelial vascular (SVVEGF), Fosfodiesterase 

(PDE), Crotamina (CRO), Hialuronidase (HYA), ecto-5'-nucleotidase (extremidade 5'), Fator de crescimento do 

nervo (SVNGF), Proteína secretória rica em cisteína (CRISP), Fosfolipase B (PLB), Potenciadores de bradicinina 

e Peptídeos natriuréticos do tipo C (BNP); Componentes não-tóxicos: Peptídeo glutaminilo ciclotransferase 

(GPCT), Alfa-desoxirribonuclease-2 (DNase), Peptidil-prolilcis-trans isomerase (PPI), Transferrina (TF), 

Polipeptídio proativador (PSAP), CPVL serino carboxipeptidase (CVLP), Dissulfureto isomerase proteína (PDI), 

Pepressor celular de genes 1 estimulado por E1A (CREG1), Enzima conversora da angiotensina (ACE), Proteína 

1 de proliferação neural e diferenciação/controle (NPDC), Albumina sérica (AS), Proteína de choque térmico 

(HSP), Inibidor de fosfolipase A2 (PLI), e Catepsina (CTS). Fonte: MELANI et al, 2015. 

 

Crotoxina (CTX): principal componente ativo da peçonha de C. d. terrificus. Foi a 

primeira toxina animal isolada (FAURE & BON, 1987; SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT, 
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1938) e caracterizada como uma neurotoxina de ação pré-sináptica que atua nas terminações 

nervosas inibindo a liberação de acetilcolina (neurotransmissor responsável pela transmissão 

do estímulo nervoso). A CTX é um complexo heterodimérico formado por dois componentes 

ligados não covalentemente. A Crotoxina A (CA) ou crotapotina, possui ponto isoelétrico (pI) 

de 3,4 (componente ácido) e massa molecular entre 8 e 9kDa (HENDON, 1976; AIRD et al., 

1986, 1990). A Crotoxina B (CB) ou fosfolipase A2 (Asp49-PLA2), possui pI de 8,6 

(componente básico), massa molecular entre 14 e 16kDa (MARCHI-SALVADOR et al., 2008) 

e foi descrita por SOARES et al. (2001) como um potente anticoagulante. Estas duas 

subunidades agem de forma sinérgica. A crotoxina B bloqueia a transmissão neuromuscular 

inibindo a liberação de acetilcolina causando paralisia motora e respiratória (VITAL-BRAZIL 

& EXCELL, 1971). A crotapotina é enzimaticamente inativa, porém atua como uma chaperona 

para a CB inibindo a sua atividade enzimática e neurotóxica até que o complexo crotoxina atinja 

o local de atuação do componente básico (BREITHAUPT, 1976; HABERMANN & 

BREITHAUPT, 1978). A crotapotina potencializa a toxicidade da fosfolipase A2 “in vivo” mas, 

inibe sua atividade hemolítica “in vitro” (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971; 

RÜBSAMEN et al, 1971). Diversas isoformas, tanto da CA como da CB foram isoladas e 

sequenciadas (FAURE et al., 1994; FAURE & BON, 1988). A análise da sequência de resíduos 

de aminoácidos de isoformas CB indicou a presença de duas isoformas principais que diferem 

entre si por oito resíduos de aminoácidos. Estas substituições resultam em modificações de 

atividades enzimáticas e farmacológicas: uma das isoformas, apresenta baixa atividade 

enzimática e alto potencial letal, enquanto que a outra é menos tóxica, contudo exerce elevada 

atividade enzimática (FAURE et al., 1994; FAURE & BON, 1987, 1988). 

Crotamina (CTM): toxina capaz de induzir a despolarização do potencial da membrana 

por se ligar aos canais de sódio causando o influxo deste cátion em células musculares 

(CAMILLO et al., 2001; MARCUSSI et al., 2011; PRADO-FRANCESCHI & VITAL-

BRAZIL, 1981; TOYAMA & CARNEIRO, 2000). MANCIN et al (1998) descreveram uma 

CTM neurotóxica, de massa molecular de 4,88 kDa, capaz de induzir um efeito analgésico 

dependente de dose e tempo através de um mecanismo de ação opioide, 30 a 50 vezes mais 

potente do que a morfina. KERKIS et al (2004) relataram que a Crotamina pode penetrar em 

células em divisão e se alocar no núcleo. 

Giroxina (GRX): caracterizada como uma serinoprotease neurotóxica, monomérica e 

de massa molecular estimada em 34kDa (RAW et al., 1986). A GRX apresenta atividade 

semelhante à trombina; possui um único domínio tripsina semelhante ao subdomínio 

serinoprotease da trombina apresentando atividades esterásica (BARRABIN et al., 1978) 
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amidásica e fibrinogenolítica (ALEXANDER et al., 1988). A maioria das enzimas similares à 

trombina, como a Giroxina, clivam somente a cadeia A do fibrinogênio, próximo aos resíduos 

de aminoácidos Arg16-Gly17, localizados na região N-terminal, formando o fibrinopeptídeo A, 

o que origina uma forma frouxa (ou solúvel) de fibrina  (ALEXANDER et al., 1988; 

KAMIGUTI et al, 1998; YONAMINE et al., 2009, 2014). Além de atuar sobre a coagulação, 

a GRX apresenta acentuada atividade neurotóxica, diferenciando-a de outras serinoproteases 

existentes. BARRIO (1961) descreveu que a GTX apresenta capacidade de induzir, em animais 

de experimentação, alterações de equilíbrio típicas de fenômenos motores causando uma 

síndrome convulsiva, caracterizada por movimentos rotacionais em volta do eixo central do 

corpo. 

Convulxina (CVX): descrita por PRADO-FRANCESCHI e VITAL-BRAZIL (1981) 

como uma neurotoxina de massa molecular de 68kDa indutora de distúrbios respiratórios e 

circulatórios e por MURAKAMI et al. (2003) como uma glicoproteína heterodimérica da 

família das lectinas tipo C. Atua como um potente ativador de plaquetas de ação trombótica 

(ativa plaquetas através de receptores de colágeno de plaquetas p62), porém não interfere nos 

fatores da cascata de coagulação (POLGAR et al., 1997; MURAKAMI et al., 2003). 

Dentre as atividades desencadeadas pelo envenenamento por C d terrificus, a mais 

contraditória é a coagulante. A peçonha é composto por proteínas que são precursoras da 

coagulação, como a Convulxina e Giroxina e por proteínas que atuam sistematicamente como 

anticoagulantes, como o complexo Crotoxina, a Crotoxina B e a Crotamina. A GRX cliva a 

cadeia A do fibrinogênio formando o fibrinopeptídeo A os quais se polimerizam e originam 

uma rede frouxa de fibrina (CAMILLO et al., 2001; BARROS et al., 2011). Esta rede anormal 

é instável e mais susceptível à ação de agentes fibrinolíticos. A não coagulação sanguínea, 

parcial ou total, observada em casos graves de pacientes acometidos por acidentes crotálicos 

pode ser decorrente do consumo do fibrinogênio, o que leva a uma atividade hemorrágica 

pronunciada (FUNASA, 2001; YONAMINE et al., 2009; BARROS, 2010; BUCHI, 2010). 

Contudo, diversos questionamentos se fazem pertinentes. Por que e como a peçonha 

bruta (e algumas proteínas isoladas como a Giroxina e Convulxina) de Crotalus durissus 

terrificus apresenta atividade coagulante in vitro e in vivo, pode causar hemorragia? Qual ou 

quais mecanismos e interações proteicas pode(m) desencadear tal atividade hemorrágica? 

As ações e interações que causam os efeitos tóxicos e farmacológicos fazem da 

peçonha de serpentes, bem como de seus constituintes, um atrativo para o desenvolvimento de 

agentes terapêuticos ou ferramentas a serem utilizadas no estudo de alvos moleculares presentes 

em estados fisiopatológicos. 
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1.2. EMBASAMENTO TEÓRICO 

 

A hemostasia refere-se ao mecanismo fisiológico que previne a perda de sangue 

que ocorre após alguma lesão vascular no organismo e induz a formação de um coágulo, 

permitindo a cicatrização. A formação de um coágulo localizado na área de lesão vascular 

ocorre em quatro estágios que se superpõem cronologicamente. Primeiramente, ocorre 

vasoconstrição localizada que, imediatamente, desencadeia hemostasia primária ativando as 

plaquetas, as quais aderem à matriz subendotelial exposta formando um tampão hemostático 

primário (CAGNOLATI et al., 2007; ARMSTRONG & GOLAN, 2016) 

 

1.2.1 Hemostasia Secundária 

 

A hemostasia secundária, também denominada cascata da coagulação, é uma série 

de modificações de um conjunto de proteínas do plasma que tem por objetivo formar um 

coágulo de fibrina estável no local da lesão vascular. Essas proteínas, denominadas Fatores de 

Coagulação (TABELA 01), circulam no sangue sob a forma inativa (exceto o fator IV que é o 

mineral Cálcio) e são numeradas de I a XIII, na ordem pelo qual foram descobertas (VIEIRA, 

2014). 

 

Fatores de 

Coagulação 
Denominação Função(ões) 

Fator I Fibrinogênio Formação do coágulo (fibrina) 

Fator II Protrombina 
Em sua forma ativada (IIa) ativa os fatores I, V, VIII, XIII, 

proteína C e plaquetas 

Fator III 
Tromboplastina / fator 

tecidual 

Ativa o fator VII; a presença de Ca2+ é necessária para que 

ocorra esta ativação 

Fator IV Cálcio Necessário para que os fatores se ligarem aos fosfolipídios 

Fator V 
Ativador protrombina, ou 

Pró-acelerina ou fator lábil 

Cofator do fator X com o qual forma o complexo 

protrombinase 

Fator VII 
Pró-convertina ou fator 

estável 
Quando ativado, ativa os fatores IX e X 

Fator VIII Fator anti-hemofilico  Cofator do fator IX com o qual forma o complexo tenase 

Fator IX Fator de Christmas Ativa o fator X e forma o complexo tenase com o fator VIII 

Fator X Fator de Stuart-Prower 
Ativa o fator II e forma o complexo protrombinase com o 

fator V 

Fator XI 
Antecedente 

tromboplastínico do plasma 
Ativa o os fatores XII, IX e pré-calicreína 

Fator XII Fator de Hageman Ativa a pré-calicreína e o fator XI 

Fator XIII Estabilizador de fibrina Estabiliza a fibrina ligando-se de forma cruzada 

TABELA 01 - Fatores de coagulação, suas respectivas denominações e funções. Adaptada de ARMSTRONG & 

GOLAN (2016). 
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A formação do coágulo de fibrina envolve três vias metabólicas: a via intrínseca, a 

via extrínseca e a via comum. Para ativar um fator de coagulação, é necessário uma enzima, um 

substrato e um cofator ou acelerador da reação (LOPES et al., 2005; CAGNOLATI et al., 2007; 

LEIRIA et al., 2007). 

A Via Extrínseca é assim denominada por não conter na circulação sanguínea o 

fator tissular (Fator III), o qual é liberado apenas quando ocorre uma lesão (BARROS et al., 

2015). Após a lesão tecidual, o Fator IIIa que é ativado pelo fator IIa, une-se ao Fator VII 

ativando-o em VIIa e, na presença do co-fator cálcio (Fator IV), promovem a ativação do Fator 

X em Xa iniciando, assim, a via comum da coagulação (FIGURA 03) (ARMSTRONG & 

GOLAN, 2016; SILVA, 2012; USTINOV et al, 2016). 

 

 
FIGURA 03 - Hemostasia Secundária. Indicação das vias Intrínseca, Extrínseca e Comum da cascata de 

coagulação, bem como os Fatores que atuam em cada via (Fonte: (ARMSTRONG & GOLAN, 2016). 
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A Via Intrínseca possui esta denominação porque todos os seus fatores estão 

presentes na corrente sanguínea. Essa via é iniciada quando o Fator XII é ativado, através de 

processos enzimáticos que transformam pré-calicreína em calicreína. O XIIa ativa o Fator XI 

em XIa na presença do cininogênio de alta massa molecular (HMWK). A ativação do Fator XII 

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

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

um complexo com o fator VIIIa (ativado pela trombina – Fator IIa) e o complexo VIIIa/IXa 

ativará o Fator X (FIGURA 03) (BARROS et al., 2015; HOSPITAL ALBERT EINSTEIN, 

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

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

duas vias extrínseca e intrínseca. O fator V é ativado pelo Fator IIa; o Fator Va complexa com 

o Fator Xa e, na presença de Ca2+, cliva a protrombina (Fator II) em trombina (Fator IIa). A 

trombina desencadeia quatro importantes atividades na cascata de coagulação: 1. Converte, na 

presença de cálcio, o fibrinogênio em fibrina, a qual se polimeriza e forma o coágulo primário; 

2. Ativa, na presença de cálcio, o Fator XIII; o XIIIa forma um polímero com a fibrina e forma 

o coágulo estável; 3. Catalisa a ativação dos fatores V, VII e VIII por retroalimentação; 4. Ativa 

as plaquetas, que liberam seus grânulos, formando a agregação plaquetária e gerando 

micropartículas derivadas das plaquetas (FIGURA 03) (PINTÃO & GARCIA, 2003; 

USTINOV et al, 2016). 

A formação do coágulo é o resultado de alterações complexas nos fatores de 

coagulação que culminam na transformação do fibrinogênio, pelo Fator IIa na presença de 

cálcio, em fibrina. Por consequência, é formado um coágulo estável, composto ligações 

cruzadas de fibrina + Fator XIIIa e a hemorragia é cessada (BUCARETCHI et al., 2013; 

FONSECA, 2005). 

Após a formação do coágulo e o controle da hemorragia, o excesso de fibrina local 

é removido por fibrinólise pela atuação de duas proteínas: o plasminogênio e a plasmina 

(GANDO et al, 2016; ICHIKAWA et al., 2016). 

A plasmina é uma serino protease que degrada a rede de fibrina. Essa proteína está 

presente no organismo sob a forma de um precursor inativo, o plasminogênio. Por ação de 

ativadores endógenos ou exógenos, a estrutura molecular do plasminogênio é alterada e, este é 

convertido à plasmina. A ação proteolítica da plasmina é maior no substrato da fibrina do que 

do fibrinogênio gerando polipepetídeos e peptídeos denominados de produtos de degradação 

do fibrinogênio e da fibrina (PDFF). Um desses PDFF é a antiplasmina-alfa 2, um 
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anticoagulante que bloqueia a ação da trombina e impede a fibrinólise generalizada 

(ARMSTRONG & GOLAN, 2016; KOAMI et al., 2016; LIBOUREL et al., 2016). 

 

1.2.2 Parâmetros Qualitativos da Hemostasia 

 

O teste de coagulação para medir o Tempo de Protrombina (TP) foi desenvolvido 

por Quick, em 1935. O TP é utilizado para investigar coagulopatias, como exame pré-operatório 

e no controle de administração de anticoagulantes orais (QUICK et al, 1935). 

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

tromboplastina tecidual (Fator III) que ativa a via extrínseca e a via comum, excluindo, 

portanto, a participação dos Fatores VIII, IX, XI e XII. O Fator III, ativado pela trombina, ativa, 

na presença de cálcio, o Fator VII. O Fator VIIa ativa o Fator X e, o Fator Xa inicia a via comum 

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

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

O uso de anticoagulantes orais (inibidores diretos ou indiretos de trombina ou do 

Fator Xa) causa o aumento do TP devido à redução dos níveis do Fator VII que, por conseguinte, 

reduz a quantidade dos Fatores X e II. A redução dos níveis dos Fatores VII, X e II é observada, 

respectivamente, após 6, 40 e 60 horas do início da anticoagulação (REIS et al., 2005). 

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

coagulação utilizado para detectar a deficiência de fatores de coagulação relacionados à via 

intrínseca (Fatores VIII, IX, XI e XII) e comum (Fatores I, II, V e X). O TTPA consiste na 

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

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

que a cefalina não possui atividade de fator tissular, portanto, não é capaz de ativar o fator VII, 

fato este que gerou sua denominação de tromboplastina parcial (DIAS et al., 2007; LEIRIA et 

al., 2007; USTINOV et al, 2016). 

Inibidores da coagulação que afetam o TTPA podem ter uma ação imediata ou ser 

tempo-dependente. O aumento do TTPA pode estar relacionado à deficiência do Fator XII, no 

entanto, essa deficiência não causa hemorragia, mas pode estar relacionada com tromboses 

(DIAS et al., 2007; LEIRIA et al., 2007; MCCLEARY & KINI, 2013; SILVA et al., 2012). Na 

presença da heparina, um anticoagulante com ação depende de antitrombina III, o TTPA 

aumenta proporcionalmente à dose utilizada (SERRALVO et al, 2015). 
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1.2.3 Principais Doenças da Hemostasia Secundária 

 

As coagulopatias ou doenças da coagulação podem ser genético-hereditárias ou 

adquiridas e, ao serem diagnosticadas, podem ser devidamente tratadas (CHANG et al., 2016; 

DABIRI et al., 2016). Testes de coagulação como o TP e TTPA podem ser aplicados para 

identificar quais fatores de coagulação estão comprometidos e, assim, caracterizar a patologia. 

 

Doenças da rota extrínseca da coagulação 

 

A verificação do TP prolongado e do TTPA normal é indício de uma deficiência do 

Fator VII. Essa deficiência pode ter origem genético-hereditária ou ser adquirida pelo uso de 

cumáricos, doenças hepáticas, deficiência de vitamina K ou inibidor adquirido do Fator VII 

(DELABRANCHE et al., 2016; LEHMBERG et al., 2016; RIZZATTI & FRANCO, 2001). 

 

Doenças da rota intrínseca da coagulação 

 

As doenças da rota intrínseca da coagulação são caracterizadas por um TTPA 

prolongado e um TP normal. As doenças genético-hereditárias incluem: Hemofilias A, B e C 

(deficiência dos Fatores VIII, IX e XI, respectivamente); Angioedema Hereditário tipo III e 

Moléstia de Hageman (deficiência do Fator XII); deficiência do Fator XIII (coágulos formados 

são instáveis e mais susceptíveis à degradação pela plasmina), deficiência do Fator Fletcher 

(ausência de pré-calicreína), Doença de von Willebrand (diminuição ou disfunção do Fator de 

von Willebrand devido à diminuição dos níveis séricos do Fator VIII) e deficiência do 

Cininogênio de Alto MassaMolecular (CHANG et al., 2016). Já, os distúrbios adquiridos 

podem ser decorrentes de anticoagulantes como a heparina e o lúpico ou inibidores dos Fatores 

VIII, IX e XI (BUCARETCHI et al., 2013; RIZZATTI & FRANCO, 2001; LEHMBERG et 

al., 2016). 

 

Doenças da rota comum da coagulação 

 

Os TTPA e o TP prolongados podem ser indícios de deficiências adquiridas ou 

genética-hereditárias de um dos Fatores I, II, V ou X (GANDO et al, 2016). A ocorrência de 

deficiências genético-hereditárias dos Fatores I, II, V e X são extremamente raras:  deficiência 

do Fator I - causa hemorragias de intensidade leve à grave e podem ser de dois tipos: 
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hipofibrinogenemia ou afibrinogenemia; deficiência do Fator II - apresenta quadro clínico 

heterogêneo, com sangramentos de leve à moderada intensidade;  deficiência do Fator V Leiden 

- interfere na atuação da proteína C, na sua forma ativada, e causa uma predisposição à 

hipercoagulabilidade e à trombose; deficiência do Fator X - altera a produção de trombina a 

qual converte o fibrinogênio em fibrina e, também, ativa o fator estabilizador da fibrina (Fator 

XIII) para formar o coágulo de fibrina hemostático. Doenças adquiridas como a deficiência de 

vitamina K, doenças hepáticas, anticoagulante lúpico ou heparina, inibidores dos Fatores II, V 

ou X e Coagulação Intravascular Disseminada (CIVD) também podem causar um 

prolongamento do TP e do TTPA (LIBOUREL et al., 2016; RIZZATTI & FRANCO, 2001; 

SANO-MARTINS & DAIMON, 1992). 

A CIVD ou coagulopatia de consumo é uma síndrome secundária adquirida 

caracterizada pela ativação desordenada da coagulação que pode ser causada por distúrbios 

hemodinâmicos. Para desencadear a CIVD é necessário que o Fator III (Fator tissular) e o Fator 

VIIa formem o complexo III/VIIa, o qual vai desencadear a via extrínseca e comum da 

coagulação e ativar a protrombina, a qual será convertida em trombina. A presença de trombina, 

além de quebrar o fibrinogênio em fibrina, aumenta os níveis do inibidor do ativador de 

plasminogênio (PAI) e ativa diretamente os Fatores V e VIII. A não ativação do plasminogênio 

não permite a fibrinólise gerando um acúmulo de fibrina. Ainda, para formar fibrina, é 

necessário o consumo de quase todos os fatores de coagulação; o acúmulo de fibrina desregula 

a hemostasia que, consequentemente, causará inibição ou disfunção dos anticoagulantes 

naturais como antitrombina III, proteína C, proteína S e inibidor da via do fator tissular 

resultando em manifestações hemorrágicas. Contudo, o acúmulo de fibrina depositado na 

microvasculatura forma trombos que podem causar o tromboembolismo venoso (PINTÃO & 

GARCIA, 2003; LOPES et al., 2005; GANDO et al, 2016; LIBOUREL et al., 2016). 

 

 

1.2.4 Mecanismo de Ação de Alguns Anticoagulantes Comerciais 

 

Inibidor da Trombina e do Fatores IXa, Xa, XIa e XIIa 

 

Heparina não fracionada: mucopolissacarídeo de carga negativa; seu mecanismo 

de ação é dependente de antitrombina III. A antitrombina III inativa a trombina e inibe os 

Fatores IXa, Xa XIa e XIIa (LANGELOH et al., 2012; ICHIKAWA et al., 2016). 
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A heparina não fracionada atua de duas formas: 1. Como superfície catalítica da 

antitrombina III, permitindo a interação da antitrombina III tanto com a trombina como os 

Fatores ativados IX, X, XI e XII e 2. Induzindo mudança conformacional no sítio catalítico da 

antitrombina III, tornando-o mais específico para interagir com a trombina e os Fatores IXa, 

XIa e XIIa (FIGURA 04) (ARMSTRONG & GOLAN, 2016). 

 

 
FIGURA 04 – Mecanismo de ação da heparina. (A) Complexo Antitrombina III (ATIII) e Heparna; (B) A ligação 

da heparina à ATIII induz alteração conformacional da ATIII e permite sua interação com a Trombina ou com um 

dos fatores IXa, Xa, XIa e XIIa. (Fonte: ARMSTRONG & GOLAN, 2016). 

 

Quando a concentração de heparina no plasma é de 0,1 a 1,0 unidade/mL, a 

trombina e os Fatores IXa e Xa são rapidamente inibidos pela antitrombina III resultando no 

prolongamento do TTPA, porém o TP é muito pouco alterado (LANGELOH et al., 2012; 

ARMSTRONG & GOLAN, 2016; SERRALVO; ZAMBOTI; FAVERO, 2015; ICHIKAWA et 

al., 2016). 

 

Inibidores do Fator Xa 

 

1. Heparina de baixo massamolecular: atua como superfície catalítica da 

antitrombina III mas, não promove a interação desta com a trombina, no entanto induz mudança 

conformacional na antitrombina III para permitir sua interação com a trombina ou com os 

Fatores IXa, XIa e XIIa (ARMSTRONG & GOLAN, 2016). 
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2. Fondaparinux: pentassacarídeo sintético análogo à heparina de baixo 

massamolecular que inibe, seletivamente, a ação do Fator Xa. O fondaparinux induz mudança 

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

(LANGELOH et al., 2012; ARMSTRONG & GOLAN, 2016; ICHIKAWA et al., 2016). 

 

 
FIGURA 05 - Atividade fármaco-receptor de diferentes classes de anticoagulantes e seus mecanismos de ação 

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

 

1. Lepirudina: polipeptídio recombinante derivado da hirudina, uma proteína 

isolada da sanguessuga medicinal. Esse fármaco interage, com alta afinidade, a dois sítios na 

molécula de trombina: o sítio catalítico e o “exossítio” (sítio de orientação à substratos 

proteicos; quando esta região não está disponível, impede a ativação dos Fatores I e XIII) 

(ARMSTRONG & GOLAN, 2016). 

2. Bivalirudina e Argatroban: fármacos inibidores específicos da trombina devido 

à interação com o sítio catalítico da molécula (FIGURA 05) (ARMSTRONG & GOLAN, 2016; 

TUMMALA et al., 2016). 

A sintomatologia causada pelo empeçonhamento por Crotalus durissus terrificus 

coincide com alguns sintomas observados no desencadeamento de coagulopatias adquiridas. 

Há diversos relatos na literatura de Coagulação Intravascular Disseminada (CIVD) causada por 

ofidismo (HAN et al,1996; KIN et al, 2008; MADWAGE, 2014; LEE, 1996). 
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OBJETIVOS 

 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Descrever, in vitro, a atuação da peçonha bruta, de frações proteicas e proteínas 

purificadas da peçonha de Crotalus durissus terrificus sobre os fatores de coagulação das vias 

extrínseca, intrínseca e comum da cascata de coagulação. 

 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

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

 

- Avaliar o efeito coagulante da peçonha bruta, de frações proteicas e de proteínas purificadas 

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

 

- Determinar o Tempo de Protrombina (TP), na formação de coágulo do plasma citratado 

humano, na presença de frações proteicas e de proteínas purificadas da peçonha bruta de C. d. 

terrificus. 

 

- Determinar o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA), na formação de coágulo do 

plasma citratado humano, na presença de frações proteicas ou de proteínas purificadas da 

peçonha bruta de C. d. terrificus. 

 

- Correlacionar o grau de anticoagulação do plasma citratado humano na presença de proteínas 

ou frações proteicas isoladas da peçonha bruta de C. d. terrificus com as atividades 

farmacológicas desencadeadas por anticoagulantes comerciais. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. PLASMA HUMANO CITRATADO E KITS DE COAGULAÇÃO 

 

O sangue de voluntários sadios foi colhido em tubos de ensaio à vácuo contendo 

3,2% (0,109M) de citrato de sódio (1:9). O citrato de sódio age como um quelante, ligando-se 

aos íons de cálcio e interrompendo a cascata de coagulação (AMORIN et al, 2010). 

As amostras de sangue foram centrifugadas a 3.000rpm por 15 minutos; o plasma 

foi separado em tubos do tipo falcon de 15mL e imediatamente utilizados. O estudo foi 

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

sob o número CAAE: 60251516.0.0000.5188 (ANEXO 01), de acordo com as normas éticas 

estabelecidas pela Norma Operacional nº 001/2013 - Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa 

Envolvendo Seres Humanos e da Resolução 466/12 - A Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa - CONEP do Conselho Nacional de Saúde do Ministério da Saúde. 

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

HEMOSTASIS Ref. 602, comercializados pela Labtest Diagnóstica S.A., utilizados para 

avaliar, respectivamente, o Tempo de Protrombina e o Tempo de Tromboplastina Parcial 

Ativada foram adquiridos comercialmente. 

 

3.2. PEÇONHA BRUTA E PROTEÍNAS ISOLADAS 

 

O pool de peçonha bruta da serpente Crotalus durissus terrificus foi coletado, 

liofilizado e cedido pela Profª. MSc. Paula Helena Santa Rita, coordenadora do Biotério da 

Universidade Católica Dom Bosco – UCDB, conforme “Acordo de Cooperação Técnica e 

Científica entre a UFPB e UCDB” (ANEXO 02) e “Termos de Procedência de Peçonhas 

Ofídicos” (ANEXO 03). 

As proteínas Giroxina, Convulxina, Crotamina, Crotoxina, Crotoxina A e 

Crotoxina B foram purificadas da peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus, caracterizadas 

bioquimicamente e cedidas pelo Prof. Dr. Andreimar Martins Soares da Fundação Oswaldo 

Cruz – Fiocruz, Rondônia, RO. 

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

filtração em coluna Sephadex G-75 e afinidade em coluna Benzamidina-Sepharose 6B, de 
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acordo com SEKI et al. (1980). A Convulxina (CVX), a Crotamina (CTM) e a Crotoxina (CTX) 

foram isoladas em coluna Sephadex G-75 por cromatografia de gel filtração conforme descrito 

por TOYAMA et al (2000). A Crotoxina A (CA) ou Crotapotina foi purificada por 

cromatografia líquida de fase reveresa utilizando coluna C18, de acordo com DE OLIVEIRA 

et al (2003). A Crotoxina B (CB) ou Fosfolipase A2 básica foi isolada por cromatografia de 

troca iônica em coluna de CM-Sefarose conforme descrito por SOARES et al (1998). 

A peçonha bruta, as frações proteicas e as proteínas isoladas de C. d. terrificus 

liofilizados foram acondicionados em congelador (-10°C) e, para realização dos experimentos 

de coagulação ou para análise do grau de anticoagulação, foram solubilizados em Tampão 

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

experimentos, as amostras solubilizadas foram mantidas em banho de gelo para evitar a 

desnaturação de proteínas). 

 

 

3.3. FRAÇÕES DA PEÇONHA DE Crotalus durissus terrificus 

 

3.3.1. Cromatografia Líquida de Fase Reversa 

 

O perfil cromatográfico da peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus foi obtido 

por Cromatografia Líquida de Fase Reversa utilizando cromatógrafo UFLC (Ultra Flow Liquid 

Chromatography – LC-6AD, Shimadzu Corporation) e coluna C18 (Shimadzu Shim-Pack 

CLC-ODS (M) - comprimento da coluna: 25cm x 4,6mm, diâmetro do poro: 100Å, diâmetro 

da partícula: 5µm) utilizando a metodologia proposta por CALVETE e colaboradores (2007). 

Para obter as frações proteicas foram utilizados 6,35mg da peçonha bruta de C. d. 

terrificus solubilizado em 500µL de 0,05% de Ácido Trifluroacético (TFA) / 5% Acetonitrila 

(ACN) centrifugado a 13000rpm por 10 minutos a 4ºC. A coluna foi previamente equilibrada 

com o Tampão A (0,1% de TFA em água destilada e deionizada) e a eluição foi realizada com 

gradiente de 0% a 100% Tampão B (66,5% de ACN em 0,1% de TFA). O gradiente linear 

empregado para eluição das frações foi de 0% de Tampão B por cinco minutos seguidos por 0 

a 30% de Tampão B durante 10 minutos; 30 a 70% de Tampão B durante 60 minutos; 70 a 

100% Tampão B por 10 minutos e 100% de Tampão B por 5 minutos. O fluxo de eluição 

empregado foi de 1,0mL/min. Os picos proteicos foram monitorados através da determinação 

da absorbância a 280nm e as frações obtidas foram coletadas automaticamente sob temperatura 

constante de 4°C, acima de 25mAU. 
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A concentração teórica das frações proteicas foi aferida em espectrofotômetro 

(NanoDrop 2000c, Thermo Scientific) com absorbância (ABS) de 280nm, considerando 1 ABS 

= 1,0mg/mL. A quantidade proteica, em miligramas, contida em cada fração foi estimada 

através da multiplicação da concentração medida pelo espectrofotômetro e a quantidade de cada 

fração proteica coletada, em mililitros. 

 

3.3.2. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo Dodecil Sulfato de Sódio 

(SDS-PAGE) 

 

As eletroforeses em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE) foram realizadas com gel de separação a 13% de Bis-Acrilamida em um sistema 

desnaturante e reduzido conforme adaptações da técnica descrita por LAEMMLI (1970). 

Para preparar um gel de separação a 13% de Bis-Acrilamida foram utilizadas as 

soluções: 2,165mL de Bis-Acrilamida a 30%; 0,5mL de Tris-HCl pH 8,8 a 1,5M; 50µL de SDS 

a 10%; 2,3mL de Água deionizada; 5µL de N,N,N',N'-Tetrametiletilenodiamino (TEMED) e 

33,5µL de Persulfato de Amônio (PA) a 10%. O gel de empilhamento, a 4% de Bis-Acrilamida, 

foi preparado com 332,5 µL de Bis-Acrilamida a 30%; 250µL de Tris-HCl pH 6,8 a 0,5M, 

25µL de SDS a 10%; 2,3mL de Água deionizada, 2,5µL de TEMED e 17µL de PA a 10%. 

As amostras aplicadas na SDS-PAGE continham 10μL da fração obtida dissolvida 

em 5μL de tampão de amostra (Tris-HCl pH 6,8 a 0,05M; SDS a 10%; Azul de Bromofenol; 

Glicerol e β-mercaptoetanol). Após preparadas, as amostras foram aquecidas por cinco minutos 

a 100°C, rapidamente centrifugadas e aplicadas no gel. 

As amostras foram separadas sob corrente constante de 25mA, em temperatura 

ambiente, utilizando Tampão de Corrida Tris-Glicina. O padrão de massa molecular utilizado 

foi o PageRuler Plus comercializado pela Thermo Scientific contendo 9 padrões de massa 

molecular entre 250 e 10kDa (250, 130, 100, 55, 35 e 15kDa em azul, 70 e 35 kDa em vermelho 

e 10kDa em verde). O gel foi corado com Azul de Coomassie Brilhante G-250, durante 2 horas, 

sob agitação a 40°C e descorado com água deionizada: etanol: ácido acético (6:3:1). 

As análises do perfil cromatográfico da peçonha bruta e da SDS-PAGE das frações 

proteicas foram realizadas em colaboração com o Dr. Guilherme Henrique Marchi Salvador do 

Departamento de Física e Biofísica, Laboratório de Biologia Molecular Estrutural, Instituto de 

Biociências (IBB) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Botucatu, SP. 
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3.4. ATIVIDADE COAGULANTE 

 

3.4.1. Peçonha Bruta de Crotalus durissus terrificus 

 

A avaliação da atividade coagulante foi realizada de acordo com adaptações da 

metodologia previamente descrita por ALVARADO e GUTIÉRREZ (1988), utilizando plasma 

citratado humano. 

Para a realização dos experimentos de coagulação, 100 µL de plasma humano 

citratado foi distribuído em cada tubo de ensaio e mantido em banho-maria à 37°C. Quatro 

diferentes quantidades da peçonha bruta de C. d. terrificus (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg, solubilizados 

em PBS - 10x, pH 7,4) foram adicionadas, separadamente, em cada tubo de ensaio contendo o 

plasma e o tempo (em segundos) para a formação do coágulo foi anotado. Todos os 

experimentos para avaliação do tempo de coagulação foram realizados em triplicata. 

 

3.4.2. Tempo de Protrombina (TP) 

 

Para determinar o tempo de coagulação do plasma humano citratado após a adição 

de tromboplastina e cálcio em temperatura constante de 37°C foi utilizado o teste de coagulação 

PT HEMOSTASIS, Ref. 501 (lote #5005), seguindo a metodologia descrita nas “instruções de 

uso” (ANEXO 04). 

Para avaliar o tempo de protrombina (TP) do plasma referência (controle) foi 

colocado, em tubo de ensaio de vidro, 100µL de plasma humano citratado + 8,0µL de Tampão 

Fosfato Salina (10x, pH 7,4) incubados em banho-maria, por 120 minutos, a 37°C. Decorrido 

o tempo de incubação, adicionou-se 200µL do Reagente 1 (tromboplastina extraída do cérebro 

de coelho ≥2% em tampão tricina 74,8 mmol/L, cloreto de cálcio 22,2 mmol/L, azida sódica 

2,15mmol/L e estabilizantes) e o cronômetro foi disparado; o conteúdo do tubo foi 

homogeneizado e, após nove (9) segundos, o tubo foi removido do banho-maria para 

observação, em intervalos menores que 1 segundo, da formação do coágulo. O cronometro foi 

imediatamente parado e o tempo decorrido para a formação do coágulo foi registrado. 

O TP do plasma citratado humano na presença das frações proteicas ou proteínas 

isoladas da peçonha bruta de C. d. terrificus foi aferido conforme o descrito para o controle, 

substituindo-se o PBS pelas amostras (frações proteicas e proteínas isoladas da peçonha bruta 

de C. d. terrificus que não coagularam o plasma citratado humano) em diferentes quantidades 

(0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg). 
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Todos os experimentos para avaliar o tempo de coagulação do plasma humano 

citratado após a adição de tromboplastina e cálcio, em temperatura constante de 37°C (na 

presença ou ausência das amostras em análise), foram realizados em triplicata. 

O grau de anticoagulação, foi avaliado pelo valor de Relação dos tempos de 

Protrombina (R), onde esse cálculo é a razão entre o resultado de um TP de referência (Controle) 

e o TP da amostra avaliada (Equação #1). 

 

𝑅 =
𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑒𝑚 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜𝑠 𝑑𝑜 𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑒𝑚 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜𝑠 𝑑𝑜 𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎
                      Equação #1 

 

A Organização Mundial de Saúde, OMS, recomenda que o resultado obtido no TP, 

independentemente de sua finalidade, seja expresso em Relação Normalizada Internacional 

(RNI). O valor de RNI relativo a cada valor de R e a Atividade de Protrombina (A%) foram 

consultados na “Tabela de Conversão em Relação (R), Relação Normalizada Internacional 

(RNI) e Atividade de Protrombina (A%)” que acompanhou o teste de coagulação PT 

HEMOSTASIS Labtest Ref. 501 (lote #5005) (ANEXO 05). Ainda, a OMS preconiza que o 

valor de RNI em pessoas sadias deva ser entre 1,0 e 1,08. 

A avaliação da redução do valor da Atividade de Protrombina, em porcentagem 

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

 

𝑟𝐴% =  100% −  𝐴%                                                  Equação #2 

 

 

3.4.3. Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) 

 

A determinação do tempo de coagulação do plasma humano citratado após a adição 

de cálcio, na presença de uma cefalina (ácido elárgico), em temperatura constante de 37°C, foi 

realizada pelo teste de coagulação APTT HEMOSTASIS, Ref. 502, seguindo a metodologia 

descrita nas “instruções de uso” (ANEXO 06). 

Para avaliar o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) tanto do plasma 

referência (controle) como das proteínas isoladas (Crotamina, Crotoxina, Crotoxina A e 

Crotoxina B) em diferentes quantidades (0,5µg; 1,0µg, 2,0µg e 4,0µg) foi colocado, em tubo 

de ensaio de vidro, 100µL de plasma humano citratado + 8,0µL de PBS (10x, pH 7,4) ou 

proteínas isoladas e incubados em banho-maria (37°C), por 120 minutos. Transcorrido o tempo 
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de incubação, adicionou-se 100µL do Reagente 1 (≥99µmol/L de ácido elárgico, ≥0,007% de 

fosfolipídio de cérebro de coelho; 320 mmol/L de fenol, 0,005% de albumina bovina e 

estabilizantes), homogeneizou e incubou em banho-maria à 37°C, por 4 minutos; acrescentou-

se 100µL do Reagente 2 (20 mMol/L de cloreto de cálcio e ≤0,095% de azida sódica) e o 

cronômetro foi imediatamente disparado; o conteúdo do tubo foi homogeneizado e mantido no 

banho-maria a 37°C por mais 20 segundos; decorrido o tempo, o tubo foi removido do banho-

maria para observar (em intervalos menores que 1 segundo) a formação do coágulo. O 

cronometro foi imediatamente parado e o tempo decorrido para a formação do coágulo foi 

registrado. 

Todos os experimentos para avaliar o tempo de coagulação do plasma humano 

citratado após a adição de cálcio e o ácido elárgico (cefalina ou fator de contato), em 

temperatura constante de 37°C (na presença ou ausência das amostras em análise), foram 

realizados em triplicata. 

 

3.4.4. Análise Estatística dos Dados 

 

Todos os resultados obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM) e analisados estatisticamente empregando-se o teste One-way ANOVA e os valores de 

p < 0,05 foram considerados significantes (ns: valor de p<0,05; : valor de p<0,01; : valor 

de p<0,001; : valor de p<0,0001 e : valor de p<<0,0001). Todos os resultados 

foram analisados pelo programa GraphPad Prism versão 6.0 (GraphPad Software Inc., San 

Diego CA, E.U.A.). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1. OBTENÇÃO DAS FRACÕES PROTEICAS DA PEÇONHA DE Crotalus 

durissus terrificus 

 

A peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus foi fracionado, por cromatografia 

líquida de fase reversa, em oito picos, denominados Fr0 a Fr7. A Fr0 foi coletada, 

automaticamente, antes dos cinco minutos iniciais, quando ainda não havia iniciado o gradiente 

linear (0% de Tampão B). (FIGURA 06). 

 
FIGURA 06 - Cromatograma da cromatografia líquida de fase reversa da peçonha bruta de Crotalus durissus 

terrificus obtidas por Cromatografia Líquida de Fase Reversa, utilizando uma coluna C-18. As frações foram 

coletadas, automaticamente, acima de 25mAU (linha azul) sob temperatura constante de 4° C (Fonte: Pesquisa 

direta, 2014-2016). 

 

A Fr1 foi separada com 38% de Tampão B e, embora sejam observados muitos 

picos entre 25 e 30 minutos decorridos de experimentação, somente o pico principal, acima de 

25mAU, foi coletado. As Fr2, Fr3 e Fr6 foram obtidas, em pouquíssimas quantidades, com 

45%, 50% e 58% de Tampão B, respectivamente. A Fr4 apresentou, ao menos, 2 picos 

superpostos recolhidos após 52% de Tampão B. A coleta da Fr5 foi iniciada com 49 minutos e 

finalizada com 53 minutos decorridos, contendo, visivelmente, pelo menos 2 picos distintos. A 

Fr7 foi eluída com 66% de tampão B. 

A concentração teórica das frações proteicas obtidas foi avaliada por 

espectrofotometria com absorbância de 280nm. A quantidade proteica de cada fração (em 
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miligramas) foi calculada pela multiplicação da concentração aferida pelo espectrofotômetro e 

a quantidade em mililitros coletada (TABELA 02). A fração 0 (Fr0) não apresentou absorbância 

a 280nm e foi descartada. 

 

Frações Proteicas Quantidade (mg) 

Fr1 0,58 

Fr2 0,10 

Fr3 0,05 

Fr4 1,60 

Fr5 6,80 

Fr6 0,01 

Fr7 1,02 

TABELA 02 - Quantidade proteica (estimada por absorbância a 280nm) contida em cada fração, obtida pela 

cromatografia líquida de fase reversa, da peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus (Fonte: Pesquisa direta, 

2014-2016). 

 

A massa molecular (MM) da(s) proteína(s) contida(s) em cada fração foi(ram) 

estimadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, em condições redutoras, contendo dodecil 

sulfato de sódio (SDS-PAGE) a 13% (FIGURA 07). 

 

 
FIGURA 07 - Perfil eletroforético das frações, obtidas por cromatografia líquida de fase reversa, da peçonha bruta 

de Crotalus durissus terrificus. MM: padrão de massa molecular - PageRuler Plus®; Fr0 – Fr7: frações proteicas; 

PB: peçonha bruta (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 
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A análise da SDS-PAGE permitiu inferir que a Fr1 é continha duas proteínas: uma 

delas com massa molecular de 9kDa e outra com massa molecular de, aproximadamente, 

14kDa. Não é possível afirmar, através da coloração do gel por Azul de Coomassie Brilhante 

G-250, a presença de proteínas na Fr2. Embora a Fr3 seja formada por uma pequena quantidade 

proteica, quando aplicada no gel, possibilitou observar a presença de uma proteína de massa 

molecular de 15kDa. A análise do perfil cromatográfico das Fr4 e Fr5 sugeriram a presença de, 

pelo menos, duas proteínas em cada fração; no entanto, duas únicas bandas proteicas, de massa 

molecular aproximada de 14kDa (Fr5) e 14,5kDa (Fr4), foram visíveis na SDS-PAGE. O pico 

cromatográfico referente à Fr6, embora tenha se apresentado como um único, quando analisado 

pela SDS-PAGE corada com Azul de Coomassie Brilhante g-250, indicou a presença de quatro 

bandas proteicas com massas moleculares estimadas em 14kDa, 23kDa, 33kDa e 67kDa. A 

análise do perfil cromatográfico e do perfil eletroforético da Fr7 possibilitaram inferir que esta 

é formada por um único pico referente a uma proteína de massa molecular próxima de 34kDa. 

Uma análise comparativa entre os valores de massa molecular estimados pela SDS-

PAGE e os descritos na literatura, nos possibilita dizer que a banda proteica referente à massa 

molecular de 9kDa da Fr1 representa a Crotapotina ou Crotoxina A, descrita por HENDON e 

FRAENKEL-CONRAT (1971), AIRD et al. (1986), AIRD et al. (1990) como uma proteína de 

caráter ácido e massa molecular entre 8kDa e 9kDa. As bandas proteicas de 14,5kDa (Fr5) e 

14kDa (Fr4) condizem com isoformas da Crotoxina B, uma Fosfolipase A2 básica com massa 

molecular de, aproximadamente, 14,2kDa (HENDON & FRAENKEL-CONRAT, 1971; T.-W. 

JENG, R. A. HENDON, 1978; AIRD et al., 1986; MARCHI-SALVADOR et al., 2008). A 

Crotoxina, um complexo neurotóxico de ação pré-sináptica e com massa molecular de 23kDa 

pôde ser relacionada com a banda proteica de 23kDa encontrada na Fr6; ainda, na referida Fr6, 

observou-se outra banda proteica de 67kDa, a qual pôde ser associada à Convulxina, uma 

neurotoxina heterodimérica de 68kDa indutora de distúrbios respiratórios e circulatórios e 

ativadora de plaquetas de ação trombótica (PRADO-FRANCESCHI & VITAL-BRAZIL, 1981; 

POLGAR et al., 1997; MURAKAMI et al., 2003). A Fr7 está representada no SDS-PAGE por 

uma banda proteica de, aproximadamente, 34kDa que, quando comparada com dados descritos 

na literatura, pôde ser relacionada a uma serinoprotease neurotóxica, monomérica de massa 

molecular estimada em 34kDa denominada Giroxina (RAW et al. 1986). 

Após a realização da SDS-PAGE, as frações proteicas foram liofilizadas e 

armazenadas à 4°C. A liofilização ou criodessecação é um processo de desidratação em que as 

amostras são rapidamente congeladas, em nitrogênio líquido, e submetidas à sublimação sob 

vácuo, preservando as características físico-químicas das proteínas. 
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4.2. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE COAGULANTE 

 

 

4.2.1. Peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus 

 

A atividade coagulante da peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus foi avaliada 

em plasma humano citratado. A peçonha bruta de C. d. terrificus apresentou atividade 

coagulante de rápida atuação in vitro. Observou-se a diminuição do tempo, em segundos, de 

formação do coágulo do plasma humano citratado (49, 35, 22 e 11s) devido à presença de 

quantidades crescentes da peçonha bruta (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg) (FIGURA 08). 

Os resultados dos tempos de coagulação do plasma humano citratado na presença 

das diferentes quantidades da peçonha bruta de C. d. terrificus foram comparados aos obtidos 

pelos testes comerciais de coagulação PT HEMOSTASIS e APTT HEMOSTASIS. Os tempos 

de formação do coágulo pela adição da peçonha bruta nas quantidades de 0,5 e 1,0µg foram 

semelhantes aos valores padrão para o TTPA e TP, não apresentando, estatisticamente, 

diferença significativa. Já, nas quantidades de 2,0 e 4,0µg de peçonha bruta avaliadas, o tempo 

de obtenção do coágulo foi significativamente menor em relação ao tempo avaliado pelos testes 

padrões. 
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FIGURA 08 - Avaliação da atividade coagulante da peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus em plasma 

citratado humano. VB: peçonha bruta; PT: tempo de protrombina avaliado pelo kit comercial PT HEMOSTASIS; 

APTT: tempo de tromboplastina parcial ativada avaliado pelo kit comercial APTT HEMOSTASIS. Resultados 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n=3) - ns: valor de p<0,05;  ou : valor de p<0,01;  

ou : valor de p<0,001;  ou : valor de p<0,0001 e  ou : valor de p<<0,0001 (PT 

e APTT). 
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A visualização dos coágulos formados pela presença de todas as quantidades da 

peçonha bruta de C. d. terrificus avaliadas pôde ser descrita como um coágulo de massa hialina, 

textura flexível e pontual (FIGURA 09). 

 

 
FIGURA 09 - Avaliação visual do coágulo formado pela presença da peçonha bruta de Crotalus durissus 

terrificus. a. 300µL de plasma citratado humano; b. 300µL plasma citratado humano + 4,0µg de peçonha bruta de 

C. d. terrificus (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 

 

O aspecto físico do coágulo formado na presença da peçonha bruta de C. d. 

terrificus (FIGURA 10b) foi comparado com o coágulo formado na presença do Reagente 1 

(tromboplastina extraída do cérebro de coelho ≥2% em tampão tricina 74,8 mmol/L, cloreto de 

cálcio 22,2 mmol/L, azida sódica 2,15mmol/L e estabilizantes) do teste de coagulação PT 

HEMOSTASIS (FIGURA 10c). A aparência física do coágulo obtido pelo reagente 1 pôde ser 

descrita como um coágulo turvo, rígido e estável; características visualmente distintas das 

observadas na presença da peçonha bruta de C. d. terrificus. Ainda, foi observado que o plasma 

humano citratado na presença da peçonha bruta de C. d. terrificus não coagula como um todo 

e, sim, apresenta coagulação pontual, formando pequenos trombos que se aderem facilmente às 

paredes do recipiente (in vitro) ou no interior dos vasos sanguíneos (in vivo), o que pode causar 

bloqueio de fluxo sanguíneo (FIGURA 10d). 

 

 
FIGURA 10 - Aspecto físico comparativo entre o (a) P: plasma citratado humano e os coágulos formados pela 

presença de (b) VB: 4,0 µg de peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus e de (c) TP: Reagente 1 do teste de 

coagulação PT HEMOSTASIS; (d) plasma não coagulado por completo e coágulo aderido ao recipiente (Fonte: 

Pesquisa direta, 2014-2016). 
 

a b 

a b 

c d 
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O fato do coágulo formado na presença da peçonha bruta de C. d. terrificus 

apresentar-se mais hialino pode ser explicado pela presença da Giroxina em sua composição. 

Como já descrito por vários pesquisadores, a GRX promove a quebra incomum do fibrinogênio 

em fibrinopeptídeo A originando uma forma solúvel de fibrina (ALEXANDER et al., 1988; 

YONAMINE et al., 2009; YONAMINE et al., 2014). Já, a não coagulação do plasma humano 

citratado por completo pode estar relacionado com a composição da peçonha: presença de 

proteínas anticoagulantes como a Crotoxina e a Crotamina (FAURE & BON, 1988; TOYAMA 

& CARNEIRO, 2000; KERKIS et al.b, 2004; DOS-SANTOS, 2014; ALMEIDA et al., 2015). 

 

4.2.2. Frações Isoladas da Peçonha Bruta de Crotalus durissus terrificus 

 

A atividade coagulante das sete frações proteicas obtidas da peçonha bruta de C. d. 

terrificus, por cromatografia líquida de fase reversa, foi avaliada no plasma citratado humano e 

somente na presença da fração #7 (Fr7) houve a formação de coágulo (FIGURA 11). 
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FIGURA 11 - Avaliação da atividade coagulante, em plasma humano citratado, na presença da fração proteica #7 

(Fr7) obtida da peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus. PT: tempo de protrombina avaliado pelo kit 

comercial PT HEMOSTASIS; APTT: tempo de tromboplastina parcial ativada avaliado pelo kit comercial APTT 

HEMOSTASIS. Resultados expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n=3) - ns: valor de p<0,05;  

ou : valor de p<0,01;  ou : valor de p<0,001;  ou : valor de p<0,0001 e  ou 

: valor de p<<0,0001 (PT e APTT) (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 
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Tanto o padrão para formação do coágulo, como o aspecto físico do coágulo 

plasmático formado pela presença da fração proteica #7 (Fr7) foram semelhantes aos obtidos 

pela presença da peçonha bruta. 

O tempo de formação dos coágulos na presença da Fr7 (79, 73, 65 e 60s) foi 

inversamente proporcional ao aumento de quantidade avaliada (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg) e a 

aparência física dos coágulos obtidos também puderam ser descrita como uma massa hialina, 

textura flexível e pontual. 

A análise comparativa entre o padrão de coagulação do plasma pela Fr7 e pela 

peçonha bruta nos permitiram inferir que a proteína presente nesta fração é a principal 

responsável pela atividade coagulante da peçonha in vitro. Ainda, a análise do perfil 

eletroforético da Fr7 no SDS-PAGE (FIGURA 07) nos possibilitou identificar a presença de 

uma proteína de massa molecular de, aproximadamente, 34kDa e características condizentes 

com a Giroxina caracterizada por possuir atividade fibrinogenolítica com consequente 

formação do coágulo (VIEIRA et al., 2013). 

O plasma humano citratado não coagulou na presença das demais frações proteicas 

Fr1 – Fr6 obtidas da peçonha bruta de C. d. terrificus mesmo após cinco horas de 

monitoramento, em temperatura constante de 37°C. 

Após cinco horas em que o plasma humano citratado não apresentou coagulação na 

presença das frações Fr01 até Fr06, foi avaliado se cada uma dessas frações apresentavam 

algum tipo de alteração no tempo para formação de protrombina (teste de coagulação PT) em 

relação ao tempo padrão (na ausência de frações da peçonha bruta de C. d. terrificus e na 

presença de Tampão Fosfato-Salina, PBS) (FIGURA 12). 

Para medir o grau de anticoagulação do plasma humano citratado na presença das 

quatro quantidades avaliadas das frações proteicas #1 até #6, após cinco horas de incubação em 

temperatura constante de 37°C, foi calculado a Relação (R) do tempos de protrombina entre as 

frações proteicas e o plasma controle, conforme a Equação #3. 

 

𝑅 =
𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜, 𝑒𝑚 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜𝑠, 𝑑𝑎𝑠 𝑓𝑟𝑎çõ𝑒𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑐𝑎𝑠

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜, 𝑒𝑚 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜𝑠, 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑐𝑜𝑚 𝑃𝐵𝑆
                       Equação #3 

 

A porcentagem de Atividade de Protrombina (A%) e o valor de Relação 

Normalizada Internacional (RNI, conforme recomendação da OMS) referente ao valor R 

calculado para cada amostra avaliada (Fr1 até Fr6, em quatro quantidades: 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0) 

foram consultados na “Tabela de Conversão em Relação (R), Relação Normalizada 

Internacional (RNI) e Atividade de Protrombina (A%)” (ANEXO 05) (TABELA 03). 



41 

 

T
e

m
p

o
 d

e
 C

o
a

g
u

la
ç

ã
o

 (
s

e
g

)

F r 1 F r 2 F r 3 F r 4 F r 5 F r 6 P T

0

10

20

30

40

50

60

70

80

4 ,0 g

2 ,0 g

1 ,0 g

0 ,5 g

 
FIGURA 12 - Avaliação do Tempo de Protrombina em plasma humano citratado na presença das quantidades de 

0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg das seis frações proteicas (Fr01 até Fr06) obtidas da peçonha bruta de C. d. terrificus que não 

apresentaram a formação de coágulo, mesmo após cinco horas de incubação em temperatura constante de 37°C. 

PT: Tempo de protrombina avaliado pelo teste de coagulação PT HEMOSTASIS. Resultados expressos como 

média ± erro padrão da média (EPM) (n=3) - ns: valor de p<0,05; : valor de p<0,01; : valor de p<0,001; 

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

 

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

uma das quatro quantidades das Fr1, Fr2, Fr3, Fr4, Fr5 e Fr6 avaliadas foi calculado com o 

emprego da Equação #2. 

 

𝑟𝐴% =  100% −  𝐴%                                                               Equação #2 

 

Frações 

Proteicas 

Quantidade de cada fração proteica 

0,5µg 1,0µg 2,0µg 4,0µg 

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

Fr1 1,00 1,00 100 0,98 1,00 100 1,45 1,38 50 1,50 1,42 47 

Fr2 1,67 1,55 40 1,61 1,50 42 1,74 1,61 37 1,74 1,61 37 

Fr3 1,26 1,22 64 1,42 1,35 52 1,26 1,22 64 1,29 1,25 61 

Fr4 1,33 1,27 59 1,38 1,32 54 1,52 1,43 46 1,69 1,56 39 

Fr5 1,31 1,26 60 1,62 1,51 42 1,52 1,43 46 1,69 1,57 38 

Fr6 1,19 1,16 70 1,21 1,18 68 1,07 1,06 87 1,05 1,04 90 

TABELA 03 - Valor da Relação (R) calculado para as quatro quantidades avaliadas (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg) de cada 

fração proteica #1 a #6 (Fr1, Fr2, Fr3, Fr4, Fr5 e Fr6) isoladas da peçonha de Crotalus durissus terrificus, seus 

valores correspondentes à Relação Normalizada Internacional (RNI) e a porcentagem da Atividade de protrombina 

(A%) (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 
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O valor de RNI esperado para pessoas sadias (plasma humano citratado não alterado 

devido à presença de frações proteicas isoladas da peçonha bruta de C. d. terrificus), de acordo 

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

Atividade de Protrombina (A%) que acompanhou o teste de coagulação, deve ser entre 1,00 e 

1,08 e equivale à 100% de Atividade de Protrombina. 

Somente os valores de RNI e A% para a fração proteica Fr1 (nas quantidades de 

0,5 e 1,0µg) estão dentro da normalidade, enquanto que para todas as demais frações proteicas 

estes valores encontram-se alterados. 

A Atividade de Protrombina para as quantidades de 2,0 e 4,0µg da Fr1 apresentou 

rA% de 50 e 53%, respectivamente. Já, a rA% causada pela presença das quatro quantidades da 

Fr2 foi superior a 55%. A rA% ocasionada pela presença de 1,0µg da Fr3 foi de 48% e, nas 

demais quantidades a média avaliada foi de 37%. A rA% observada pela presença da Fr4 foi 

crescente (41, 46, 54 e 61%), proporcional ao aumento da quantidade avaliada (0,5; 1,0; 2,0 e 

4,0µg). Para a Fr5, os valores de rA% foi oscilante, sendo de 40%, na menor quantidade 

avaliada (0,5 µg) e de 62% na maior quantidade (4,0 µg). Os valores de rA% causados pela 

presença da Fr6 foram os menores e, estatisticamente, menos significativos: 30 e 32% nas 

quantidades de 0,5 e 1,0µg e 13 e 10% nas quantidades de 2,0 e 4,0µg, respectivamente. 

Após revisão bibliográfica, não foram encontrados dados experimentais de 

alterações do tempo de protrombina e/ ou tempo de tromboplastina parcial ativada realizados 

com frações proteicas e/ou proteínas isoladas da peçonha da serpente Crotalus durissus 

terrificus. 

 

4.2.3. Proteínas Isoladas da Peçonha Bruta de Crotalus durissus terrificus 

 

A atividade coagulante do plasma citratado humano na presença de seis proteínas 

purificadas da peçonha bruta de C. d. terrificus – Giroxina (GRX), Convulxina (CVX), 

Crotamina (CTM), Crotoxina (CTX), Crotoxina A (CA) e Crotoxina B (CB) – foi avaliada. 

A Giroxina e a Convulxina apresentaram coagulação plasmática (FIGURA 13), 

enquanto que as demais proteínas avaliadas não apresentaram formação de coágulo mesmo 

após duas horas de incubação, em temperatura constante de 37°C, com plasma humano 

citratado. 

O tempo para formação do coágulo obtido na presença da Giroxina reduziu (58, 53, 

37, 14s) conforme houve o aumento da quantidade da proteína avaliada (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg), 

semelhante ao observado na formação do coágulo na presença da peçonha bruta de C. d. 
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terrificus e da Fr7, o que corroborou com os resultados descritos por BARRIO (1961), o qual 

relatou que a Giroxina é a toxina responsável pela atividade coagulante da peçonha de Crotalus 

durissus terrificus. 

O Convulxina somente induziu, em plasma humano citratado, a formação de 

coágulo após 10 minutos (média aproximada de 650 segundos), em todas as quatro quantidades 

avaliadas (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg). O tempo de formação de coágulo aceito para descrever uma 

proteína que apresente atividade coagulante é de, no máximo, 10 minutos (FUNASA, 2001; 

HOSPITAL ALBERT EINSTEIN, 2012) Embora, em nossos experimentos, a CVX tenha 

induzido a formação de coágulo, ela não pode ser classificada como coagulante, fato este que 

corrobora com POLGAR et al. (1997) que descreveu a CVX como um potente ativador de 

plaquetas de ação trombótica, porém não interfere nos fatores da cascata de coagulação. 
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FIGURA 13 - Atividade coagulante, em plasma humano citratado, na presença das proteínas Giroxina (GRX) e 

Convulxina (CVX) purificadas da peçonha de Crotalus durissus terrificus. PT: tempo de protrombina avaliado 

pelo kit comercial PT HEMOSTASIS; APTT: tempo de tromboplastina parcial ativada avaliado pelo kit comercial 

APTT HEMOSTASIS. Resultados expressos como média ± erro padrão da média (EPM) (n=3) - ns: valor de 

p<0,05;  ou : valor de p<0,01;  ou : valor de p<0,001;  ou : valor de p<0,0001  e  

ou : valor de p<<0,0001 (PT e APTT) (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 
 

A análise comparativa entre o tempo de formação de coágulo na presença da CVX 

e o tempo de coagulação da Fr6 (coágulos obtidos na presença do teste de coagulação PT 

HEMOSTASIS) (FIGURA 12), nos permitiu inferir que a proteína de 68kDa observada na 

SDS-PAGE corresponde à CVX pois, PRADO-FRANCESCHI e VITAL-BRAZIL (1981) 

descreveram que a massa molecular da CVX corresponde a ~ 68kDa. O padrão do tempo de 
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coagulação do plasma citratado humano na presença da CVX (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg = 645, 641, 

651 e 657s, respectivamente) foi indiretamente proporcional ao tempo formação do coágulo na 

presença da Fr6 durante a avaliação da atividade anticoagulante pelo kit comercial PT 

HEMOSTASIS (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg = 50, 51, 45 e 44s, respectivamente). Esses resultados o 

estão de acordo com o esperado, pois quanto maior o tempo de obtenção do coágulo na presença 

de tromboplastina e cálcio, maior é o grau de anticoagulação da amostra avaliada. 

Após duas horas de incubação entre o plasma citratado humano e as proteínas 

isoladas da peçonha bruta de C. d. terrificus que não apresentaram formação de coágulo, foi 

avaliado se estas interferiam no tempo de formação de protrombina (teste de coagulação PT 

HEMOSTASIS) (FIGURA 14). 
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FIGURA 14 - Avaliação do Tempo de Protrombina em plasma humano citratado na presença das quantidades de 

0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg das proteínas Crotoxina A (CA), Crotoxina B (CB), Crotoxina (CTX) e Crotamina (CTM) 

purificadas da peçonha de Crotalus durissus terrificus, que não apresentaram a formação de coágulo mesmo após 

duas horas de incubação em temperatura constante de 37°C. Resultados expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM) (n=3) - : valor de p<<0,0001 (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 

 

A avaliação do grau de anticoagulação do plasma humano citratado na presença das 

proteínas Crotoxina A (CA), Crotoxina B (CB), Crotoxina (CTX) e Crotamina (CTM) isoladas 

da peçonha bruta de C. d. terrificus, após duas horas de incubação em temperatura constante de 

37°C, foi realizada aplicando-se a relação do Tempo de Protrombina obtidos pelas proteínas 

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

 

𝑅 =
𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜, 𝑒𝑚 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜𝑠, 𝑑𝑎𝑠 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎𝑠 𝑖𝑠𝑜𝑙𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜, 𝑒𝑚 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜𝑠, 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑐𝑜𝑚 𝑃𝐵𝑆
                   Equação #4 
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Em seguida, consultou-se o valor da Relação Normalizada Internacional (RNI) na 

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

de Protrombina (A%)” (ANEXO 05) (TABELA 04). 

 

Proteínas 

Isoladas 

Quantidade de cada proteína isolada 

0,5µg 1,0µg 2,0µg 4,0µg 

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

Crotoxina A (CA) 1,29 1,25 61 1,45 1,38 50 1,50 1,42 47 1,55 1,46 45 

Crotoxina B (CB) 1,43 1,36 51 1,79 1,65 36 1,90 1,74 32 1,95 1,78 31 

Crotoxina (CTX) 2,00 1,82 30 2,00 1,82 30 2,19 1,96 26 2,40 2,12 22 

Crotamina (CTM) 2,00 1,82 30 1,98 1,80 30 2,07 1,87 28 1,98 1,80 30 

TABELA 04 - Valor da Relação (R) calculado para as quatro quantidades avaliadas (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg) da 

Crotoxina A (CA), Crotoxina B (CB), Crotoxina (CTX) e Crotamina (CTM) purificadas da peçonha de Crotalus 

durissus terrificus, seus valores correspondentes à Relação Normalizada Internacional (RNI) e a porcentagem da 

Atividade de Protrombina (A%). (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 

 

O valor de referência de RNI, de acordo com o teste de coagulação PT, deve ser 

entre 1,00 - 1,08, o que corresponde a 100% da Atividade de Protrombina. A redução da 

Atividade de Protrombina (rA%), em porcentagem, para cada uma das quatro quantidades das 

proteínas isoladas (CTX, CA, CA e CTM) analisadas foi calculada de acordo com a Equação 

#2. 

A análise do TP e, consequente, da redução de Atividade de Protrombina (rA%) do 

plasma citratado humano na presença das proteínas purificadas da peçonha bruta de C. d. 

terrificus, permitiu avaliar a ação destas proteínas nas vias extrínseca e comum da cascata de 

coagulação, ou seja, nos fatores protrombínicos II, V, VII, X e o fibrinogênio. 

Todas as quantidades (0,5, 1,0, 2,0 e 4,0µg) das proteínas avaliadas (CA, CB, CTX 

e CTM) apresentaram rA% superior a 40%. 

O valor da rA% do plasma citratado humano causada pela presença de 0,5µg da 

Crotoxina A foi de 39% e, nas demais quantidades (1,0, 2,0 e 4,0µg) a média foi de 53%. A 

análise destes valores de rA% indicou que, acima de 1,0µg de CA, não houve alteração da A%, 

possivelmente atingindo o seu limiar de redução. 

O plasma citratado humano na presença de Crotoxina B tornou-se mais viscoso e, 

no entanto, não houve a formação de coágulo. A CB apresentou rA% diretamente proporcional 

à quantidade avaliada: 0,5µg = 49%, 1,0µg = 64%, 2,0µg = 68%, 4,0µg = 69%. 

Já, o plasma citratado humano incubado com a Crotoxina, nas quantidades de 2,0 e 

4,0µg, mostrou-se mais fluido em relação ao plasma somente na presença de PBS (controle), o 
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que corroborou com os resultados de TP que indicaram mais de 70% de redução da atividade 

de protrombina em todas as quantidades avaliadas. 

A rA% do plasma humano citratado na presença de Crotamina foi superior a 70% 

em todas as quantidades avaliadas e não apresentou dependência de dose, assim como os dados 

observados na Fr2, com média de rA% de 61% e dose independente. 

Para analisar, com mais especificidade, em qual dos fatores de coagulação as 

proteínas isoladas – CA, CA e CTM – estão atuando, foi avaliado o tempo de formação de 

tromboplastina parcial ativada (teste de coagulação APTT HEMOSTASIS) (FIGURA 15). 
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FIGURA 15 - Avaliação do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (teste de coagulação APTT 

HEMOSTASIS em plasma humano citratado na presença das proteínas Crotoxina A (CA), Crotoxina B (CB) e 

Crotamina (CTM) purificadas da peçonha de Crotalus durissus terrificus, que não apresentaram a formação de 

coágulo mesmo após duas horas de incubação em temperatura constante de 37°C. Resultados expressos como 

média ± erro padrão da média (EPM) (n=3) - : valor de p<<0,0001 (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 

 

Os tempos de coagulação do plasma humano citratado na presença das proteínas 

crotálicas CA, CB, e CTM avaliados pelo teste de coagulação APTT HEMOSTASIS foi maior 

do que os tempos de coagulação do plasma na presença da CA, CB, CTX e CTM medidos pelo 

PT HEMOSTASIS. O valor de TTPA mais prolongado do que o de TP caracteriza distúrbios 

da via intrínseca da coagulação, enquanto que o inverso, um TP aumentado e um TTPA normal, 

indicam deficiência isolada do Fator VII e, TP e TTPA aumentados estão relacionados à 

distúrbios da via comum da coagulação. Deve-se ressaltar que não houve coagulação durante a 

avaliação do TTPA (pelo kit comercial APTT HEMOSTASIS) do plasma citratado humano na 

presença da CTX, mesmo após 120 minutos de monitoramento. 
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O TP e o TTPA do plasma humano citratado na presença da Crotoxina A foram 

alterados, no entanto, com valores menores, quando comparados às demais proteínas avaliadas, 

o que pode ser indícios de que a CA apresenta menor interferência na inibição dos fatores da 

cascata de coagulação em relação a CB, CTX e CTM. 

Os resultados do teste de coagulação PT HEMOSTASIS obtidos para Fr1 e para 

CA foram semelhantes, no entanto, na SDS-PAGE, a Fr1 apresentou uma banda proteica com 

massa molecular aproximada de 9kDa que pode ser relacionada à CA. HENDON (1976), AIRD 

e colaboradores(1986, 1990 descreveram a Crotapotina como uma proteína massa molecular 

entre 8 e 9kDa, enzimaticamente inativa e que atua como chaperona da CB (BREITHAUPT, 

1976; HABERMANN e BREITHAUPT, 1978). A análise dos resultados obtidos permitiu 

inferir que a CA pode atuar como um inibidor seletivo do Fator Xa, pois a inibição do Fator Xa 

poderia ocorrer quando a CA se ligasse ao sitio da antitrombina III, o que poderia provocar uma 

mudança conformacional desse Fator Xa enzima, de maneira semelhante o fármaco 

fondaparinux, conforme a FIGURA 05. 

Diversos estudos, como os realizados por DIAZ et al (1995) com uma PLA2 básica 

(Miotoxina IV) isolada da peçonha de Bothrops asper, por KERNS et al (1999) com uma PLA2 

básica (CM-IV) isolada da peçonha de Naja nigricollis e por MOUNIER et al. (2000) com 

PLA2 básica humana do grupo IIA (hGIIA), sugeriram que fosfolipases A2 inibem a formação 

do complexo protrombinase (formado pelos fatores Va e Xa na presença de Ca2+). Estes estudos 

descreveram que essas PLA2s básicas inibiram a atividade de protrombinase, mesmo na 

ausência de fosfolipídios pró-coagulantes, através de interação direta com o fator Xa (DIAZ et 

al.,1995; KERNS et al., 1999; MOUNIER et al., 2000). Complementarmente, MOUNIER et 

al (2001) observaram que a Crotoxina B apresentou inibição da protrombinase de forma similar 

ao observado para a Miotoxina IV, a CM-IV e a hGIIA. 

Os valores de TTPA do plasma obtidos na presença da Crotoxina B foram mais 

expressivos do que os valores de TP; nas maiores quantidades da CB avaliada, o TTPA 

aumentou, em relação ao plasma controle, em até sete vezes, enquanto que o TP dobrou. Os 

significativos aumentos do TP e do TTPA do plasma citratado humano na presença da CB 

podem ser justificados por alterações causadas à via comum da cascata de coagulação, pois essa 

PLA2 básica pode interagir diretamente com o Fator Xa, inibindo a formação do complexo 

protrombinase e, consequentemente, à coagulação 

A banda proteica expressa pela Fr4 na SDS-PAGE (FIGURA 05) apresentou massa 

molecular aproximada de 14kDa e rA% em até 61%. Já, na presença da CB, uma fosfolipase 

A2 básica de ~14kDa (SLOTTA; FRAENKEL-CONRAT, 1938; HENDON; FRAENKEL-
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CONRAT, 1971; AIRD et al., 1986; MARCHI-SALVADOR et al., 2008), a atividade de 

protrombina foi reduzida em até 69%, resultados estes que nos possibilita dizer que a Fr4 é 

composta pela CB. 

As Fr3 e Fr5 também apresentaram, na SDS-PAGE, bandas proteicas de massas 

moleculares aproximadas de 14kDa com rA% média de 40 e 53%, respectivamente. FAURE e 

BON (1988) e FAURE et al. (1994) relataram diversas isoformas de CB que diferem entre si 

na composição de resíduos de aminoácidos resultando em modificações de atividades 

enzimáticas e farmacológicas. Ao menos duas isoformas de CB foram descritas detalhadamente 

e, uma dessas apresentou maior atividade enzimática, enquanto que a outra exibiu menor 

toxicidade, podendo justificar as diferenças pouco significativas observadas na rA% entre as 

Fr4 e Fr5. 

Como relatado anteriormente, a presença da Crotoxina não promoveu coagulação 

plasmática durante a realização do teste APTT e causou significante redução da atividade de 

protrombina (acima de 70%) de maneira dose dependente, o que permite inferir que esta 

proteína atua, sistematicamente, como uma heparina não fracionada, um potente fármaco 

sintético anticoagulante que ativa a antitrombina III, que, consequentemente, atua na inativação 

da trombina e dos fatores IXa, Xa XIa e XIIa (LANGELOH et al., 2012; ARMSTRONG & 

GOLAN, 2016). 

O prolongamento do TTPA (avaliado pelo teste de coagulação APTT 

HEMOSTASIS Ref. 502) do plasma citratado humano na presença da Crotamina (278, 307, 

399 e 527s) foi diretamente proporcional à quantidade analisada (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 µg), 

enquanto que os valores do TP (avaliado pelo teste de coagulação PT HEMOSTASIS) do 

plasma na presença da CTM dobrou nas quatro quantidades avaliadas. Resultados similares ao 

dobro do aumento do TP do plasma na presença da CTM foram observados na presença da Fr2, 

o que possibilitou correlacioná-la ao resultado da SDS-PAGE, o qual não apresentou nenhuma 

banda proteica referente à Fr2. A não observância da presença da CTM na SDS-PAGE pode 

ser justificada pela metodologia utilizada: malha de bis-acrilamida à 13% formando poros para 

dimensões moleculares de ~250 a10 kDa (BIO-RAD, 2012) que podem não ter possibilitado 

que a CTM, uma proteína de baixa massa molecular 4,88kDa (MANCIN et al., 1998), 

permanecesse no gel após o final da realização do experimento. 

A lepirudina, um polipeptídio composto por 65 resíduos de aminoácidos de caráter 

ácido (pI = 4,04 e massa molecular = 6,97kDa, calculados pelo servidor online ExPASy – 

ferramenta ProtParam (GASTEIGER et al., 2005)) foi descrita como um inibidor direto da 

trombina, pois, interage com a trombina e impede a ativação do fibrinogênio e do fator XIII 
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(ARMSTRONG & GOLAN, 2016). Embora, a CTM, polipeptídeo composto por 42 resíduos 

de aminoácidos de caráter básico (pI = 9,51 e massa molecular = 4,89kDa, calculados pelo 

servidor online ExPASy – ferramenta ProtParam (GASTEIGER et al., 2005)), seja 

bioquimicamente distinta da hirudina, o enovelamento estrutural de ambos os polipeptídeos 

apresentam três folhas beta antiparalelas (FIGURA 16) que podem interagir, estruturalmente, 

com a trombina de forma similar. 

 

   
FIGURA 16 - Estrutura tridimensional da (a) Lepirudina (PDB_ID #2HIR), em azul e da (b) Crotamina (PDB_ID 

#1H5O), em verde. Nos dois polipeptídios, estão destacas, em vermelho, as três folhas beta antiparalelas. Figura 

desenhada usando o programa gráfico PyMol (DeLano WL (2002) The PyMOL Molecular Graphics System, 

Version 1.8 Schrödinger, LLC.) (Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 

 

A peçonha bruta, a fração proteica Fr7 e a Giroxina de Crotalus durissus terrificus 

apresentaram um padrão de coagulação plasmática no qual o tempo de formação do coágulo foi 

indiretamente proporcional ao aumento da quantidade avaliada (FIGURA 17), bem como 

semelhanças físicas do coágulo formado (massa hialina, textura flexível e pontual) e a 

correspondência entre a massa molecular de 34kDa observada para a Fr7 na SDS-PAGE e a 

descrita para a GRX (RAW et al. 1986), possibilitando concluir que a GRX compõe a Fr7 e é 

o principal componente coagulante in vitro da peçonha bruta de C. d. terrificus. 

Conforme já relatado, a atuação da Giroxina sobre o plasma resulta num coágulo 

instável e mais susceptível à ação de agentes fibrinolíticos devido à quebra não usual do 

fibrinogênio (RAW et al., 1986; MARKLAND, 1998). BUCARETCHI et al., (2002) relataram 

que a não coagulação sanguínea parcial ou total, observada em casos graves de ofidismo por C. 

d. terrificus, poderia ser decorrente do consumo do fibrinogênio pela GRX (SILVA, 2004; 

SILVA, 2012). No entanto, a análise de nossos resultados nos permitiu supor que o 

empeçonhamento crotálico pode desencadear uma coagulopatia secundária denominada 

Coagulação Intravascular Disseminada (CIVD). 
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FIGURA 17 - Resultado comparativo do tempo de formação de coágulo do plasma humano citratado na presença 

da peçonha bruta (VB), da fração proteica #7 (Fr7) e da Giroxina (GRX). Resultados expressos como média ± 

erro padrão da média (EPM) (n=3) - ns: valor de p<0,05;  ou : valor de p<0,01;  ou : valor de 

p<0,001<;  ou : valor de p<0,0001 e  ou : valor de p<<0,0001 (PT e APTT) 

(Fonte: Pesquisa direta, 2014-2016). 

 

A CIVD é desencadeada quando os Fatores III e VIIa se complexam ativando a 

protrombina que será convertida em trombina. A presença de trombina quebra o fibrinogênio 

em fibrina e aumenta os níveis do inibidor do ativador de plasminogênio (PAI). A não ativação 

do plasminogênio gera acúmulo de fibrina. Quando a formação de trombina ou sua 

neutralização pelo sistema antitrombínico estão superando os mecanismos de controle da 

hemostasia, cria-se um paradoxo em que a hemorragia e a trombose ocorrem ao mesmo tempo 

(PINTÃO & GARCIA, 2003; LOPES et al., 2005). 

No ofidismo crotálico, a Giroxina, uma trombina-like pode atuar diretamente na 

quebra do fibrinogênio em fibrina e no aumento das quantidades do inibidor do ativador de 

plasminogênio o que, por consequência poderá formar trombos. As proteínas Crotoxina A, 

Crotoxina B, Crotoxina e Crotamina podem atuar na disfunção e/ou inibição dos 

anticoagulantes naturais desequilibrando a hemostasia.  
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5. CONCLUSÃO 

 

A atividade coagulante da peçonha bruta de Crotalus durissus terrificus in vitro é 

causada pela presença da Giroxina, a qual propicia a formação de um coágulo de massa hialina, 

textura flexível e pontual. 

A avaliação do tempo de formação do coágulo do plasma citratado humano na 

presença das proteínas Crotoxina A (ou Crotapotina), Crotoxina B (ou Fosfolipase A2 básica), 

o complexo Crotoxina e Crotamina, após a aplicação dos testes comerciais para aferir os tempos 

de protrombina (TP) e de tromboplastina parcial ativada (TTPA) foram alterados. Fato que 

possibilitou inferir que estas proteínas interferem em todas as vias (extrínseca, intrínseca e 

comum) da cascata de coagulação e podem atuar de forma semelhante a alguns anticoagulantes 

inibidores diretos de trombina, do fator Xa e do ativador da antitrombina III.  

A incoagulabilidade sanguínea parcial ou total observada em casos graves de 

envenenamento por Crotalus durissus terrificus pode ser provocada pela desregulação da 

hemostasia devido a ação destas proteínas que podem, possivelmente, inibir a trombina ou 

ativar a antitrombina III, inativando os fatores de coagulação IXa, Xa XIa e XIIa, bem como 

podem inibir a formação do complexo protrombinase por interação direta com o fator Xa. 

Contudo, no ofidismo por C. d. terrificus, a Giroxina, uma trombina-like, pode atuar 

diretamente na quebra do fibrinogênio em fibrina e no aumento das quantidades do inibidor do 

ativador de plasminogênio o que, por consequência pode formar trombos. Ainda, as proteínas 

Crotoxina A, Crotoxina B, Crotoxina e Crotamina podem atuar na formação do complexo 

protrombinase, ou, ainda, na disfunção, ativação e/ou na inibição dos anticoagulantes naturais 

desequilibrando a hemostasia. 
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Termos de Procedência de Peçonhas Ofídicas 
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ANEXO 04 

 

PT HEMOSTASIS, Ref. 501 (lote #5005) - “instruções de uso” 
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ANEXO 05 

 

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

de Protrombina (A%) 
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ANEXO 06 

 

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