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Resumo 

 

 As serpentes botrópicas representam o grupo mais importante das 

serpentes peçonhentas brasileiras pois são responsáveis pela maioria dos 

acidentes ofídicos notificados no país. Em geral, o envenenamento botrópico é 

caracterizado por dor e edema no local da picada, hemorragia local e bolhas, que 

podem vir acompanhadas de necrose tecidual e muscular, principal complicação 

local do envenenamento. Hemorragia sistêmica e distúrbios de coagulação 

também podem ocorrer. Nos casos mais graves, observa-se também choque e 

insuficiência renal aguda, decorrentes, principalmente, da hemorragia ocasionada. 

Cerca de 90% do peso seco da peçonha das serpentes corresponde a proteínas e 

peptídeos, como L-aminoácido-oxidases, fosfolipases A2, metaloproteases, 

serinoproteases, 5'-nucleotidases, lectinas e desintegrinas, as quais são 

responsáveis pela maioria dos efeitos deletérios observados durante o 

envenenamento. Esses componentes apresentam diferentes atividades 

farmacológicas, principalmente sobre a hemostasia. Nos últimos anos, uma 

grande quantidade de toxinas de peçonha de serpentes foi identificada por 

interferirem na função plaquetária, promovendo ou inibindo a agregação das 

plaquetas, devido à sua seletividade aos receptores plaquetários, como GPIb-V-

IX, GPVI, α2β1, αIIbβ3 ou aos seus respectivos ligantes, como FvW e/ou 

fibrinogênio. Uma investigação detalhada dessas moléculas fornece informações 

importantes para o desenvolvimento de testes de diagnósticos e novos agentes 

terapêuticos para distúrbios hemostáticos. O presente trabalho teve como objetivo 

identificar e caracterizar novas toxinas da peçonha de serpentes botrópicas 

capazes de interferirem na função plaquetária. Como resultado foram 

identificados dois peptídeos denominados de BaltPAi e BmooPAF isolados da 

peçonha de Bothrops alternatus e Bothrops moojeni, respectivamente. BaltPAi é 

um peptídeo capaz de inibibir a agregação plaquetária induzida por colágeno. 

Além disso, BaltPAi também apresentou efeito citotóxico sobre células de 

adenocarcinoma cervical humano (HeLa) e células de adenocarcinoma de 

próstata humano (PC-3). Por sua vez, BmooPAF é um peptídeo capaz de induzir 

a agregação plaquetária via GPIbα. Esses pequenos peptídeos têm atraído a 

atenção e interesse de empresas farmacêuticas que procuram por novas drogas 
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em virtude de sua simplicidade estrutural e excelente potencial terapêutico, 

podendo ser sintetizados facilmente e a um custo mais baixo, comparado com 

moléculas maiores. Essas propriedades tornam-os particularmente adequados 

para serem utilizados no desenvolvimento de novos agentes farmacológicos.    

 

 

Palavras-chave: Peçonha de serpentes; Bothrops; Agregação plaquetária; 

Peptídeos.   
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Abstract 

 

Botrophs snakes represent the most important group of Brazilian venomous 

snakes because they are responsible for the majority of snake accidents reported 

in the country. In general, Bothrops poisoning is characterized by pain and edema 

at the site of the bite, local hemorrhage which may be accompanied by tissue and 

muscular necrosis, the main local complication of poisoning. Systemic bleeding 

and clotting disorders may also occur. In the most severe cases, shock and acute 

renal failure are also observed, mainly due to the hemorrhage caused. About 90% 

of the dry weight of snake venom corresponds to proteins and peptides, such as L-

amino acid oxidases, phospholipases A2, metalloproteases, serine proteases, 5'-

nucleotidases, lectins and disintegrins, which are responsible for most deleterious 

effects observed during poisoning. These components present different 

pharmacological activities, mainly on hemostasis. In recent years, a large number 

of snake venom toxins have been identified as interfering in platelet function, 

promoting or inhibiting platelet aggregation, due to their selectivity to platelet 

receptors, such as GPIb-V-IX, GPVI, α2β1, αIIbβ3 or to their respective linkers, such 

as vWF and/or fibrinogen. Detailed investigation of these molecules provides 

important information for the development of diagnostic tests and novel 

therapeutic agents for hemostatic disorders. The present work aimed to identify 

and characterize new venom toxins from Bothrops snake venom capable of 

interfering in platelet function. As a result, two peptides named BaltPAi and 

BmooPAF isolated from Bothrops alternatus and Bothrops moojeni snake venom, 

respectively, were identified. BaltPAi is a peptide capable of inhibiting collagen-

induced platelet aggregation. In addition, BaltPAi also showed cytotoxic effect on 

human cervical adenocarcinoma cells (HeLa) and human prostate 

adenocarcinoma cells (PC-3). In turn, BmooPAF is a peptide capable of inducing 

platelet aggregation via GPIbα. These small peptides have attracted the attention 

and interest of pharmaceutical companies that search for new drugs because of 

their simpler structures and therapeutic potential which can be easily synthesized 

and at a low cost. These properties make them particularly suitable probes for the 

development of novel pharmacological drugs. 

 



xiv 

 

Keywords: Snake venom; Bothrops; Platelet aggregation; Peptides. 



xv 

 

     SUMÁRIO 

 

APRESENTAÇÃO ........................................................................................... 01 

  

CAPÍTULO I: Fundamentação teórica .............................................................   03 

1 Serpentes brasileiras .................................................................................... 04 

     1.1 Serpente Bothrops moojeni .................................................................. 07 

     1.2 Serpente Bothrops alternatus ...............................................................  08 

2 Acidentes ofídicos ......................................................................................... 09 

3 Componentes da peçonha ofídica ................................................................ 13 

     3.1 Metaloproteases ................................................................................... 14 

     3.2 Serinoproteases ................................................................................... 16 

     3.3 Fosfolipases A2 ..................................................................................... 17 

     3.4 L-aminoácido-oxidases ......................................................................... 19 

     3.5 Desintegrinas ........................................................................................ 20 

     3.6 Lectinas tipo C ...................................................................................... 21 

4 Hemostasia ................................................................................................... 22 

     4.1 Hemostasia primária ............................................................................. 23 

          4.1.1 Adesão plaquetária ....................................................................... 24 

          4.1.2 Ativação plaquetária ..................................................................... 26 

          4.1.3  Agregação plaquetária ................................................................. 28 

     4.2 Ação de diferentes toxinas ofídicas sobre a função plaquetária ........... 31 

Referências ...................................................................................................... 38 

  

CAPÍTULO II: BaltPAi: A peptide platelet aggregation inhibitor from Bothrops 

alternatus snake venom ................................................................................... 

    

60 

Abstract ............................................................................................................ 62 

1 Introduction ................................................................................................... 63 



xvi 

 

2 Material and Methods ................................................................................... 64 

     2.1 Material ................................................................................................. 64 

     2.2 Human blood ......................................................................................... 64 

     2.3 Fractionation of B. alternatus crude venom .......................................... 65 

     2.4 Protein analysis ..................................................................................... 65 

     2.5 Platelet aggregation assay..................................................................... 66 

     2.6 Cell Culture ........................................................................................... 66 

     2.7 Cytotoxicity assay ................................................................................. 66 

     2.8 Statistical analysis ................................................................................. 67 

     2.9 Mass spectrometry analysis .................................................................. 67 

3 Results and discussion ................................................................................. 67 

Conflict of interest ............................................................................................ 72 

Acknowledgements .......................................................................................... 72 

Figures ............................................................................................................. 73 

References ....................................................................................................... 76 

  

CAPÍTULO III: BmooPAF: a new platelet-activating factor from Bothrops 

moojeni snake venom ...................................................................................... 

   

85 

Abstract ............................................................................................................ 87 

1 Introduction ................................................................................................... 88 

2 Material and Methods ................................................................................... 89 

     2.1 Material ................................................................................................. 89 

     2.2 Human blood ......................................................................................... 89 

     2.3 Fractionation of B. moojeni crude venom ............................................. 90 

     2.4 Protein analysis ..................................................................................... 90 

     2.5 Platelet aggregation assay .................................................................... 90 

     2.6 Cell culture ............................................................................................ 91 

     2.7 Cell viability assay ................................................................................. 91 



xvii 

 

     2.8 Statistical Analysis ................................................................................ 92 

     2.9 Mass spectrometry analysis .................................................................. 92 

     2.10 Bioinformatic analysis ......................................................................... 92 

          2.10.1 Peptides structure prediction ...................................................... 92 

          2.10.2 GPIbα structure ........................................................................... 93 

          2.10.3 Molecular docking ....................................................................... 93 

3 Results and Discussion ................................................................................. 93 

Conflict of interest ............................................................................................ 98 

Acknowledgements .......................................................................................... 98 

Figures ............................................................................................................. 99 

References ....................................................................................................... 103 

  

ANEXO ............................................................................................................ 111 



1 

 

APRESENTAÇÃO 

 

As peçonhas de serpentes contêm grande quantidade de peptídeos e 

proteínas farmacologicamente ativos capazes de interagir com componentes do 

sistema hemostático humano, os quais podem provocar coagulopatias, 

hemorragia, choque hipovolêmico, trombose, entre outros. Alguns desses 

constituintes interferem na função plaquetária, podendo induzir e/ou inibir a 

agregação das plaquetas. Devido ao seu potencial terapêutico, esses 

componentes hemostaticamente ativos têm sido isolados e utilizados como 

potentes drogas antiplaquetárias para o tratamento de doenças trombóticas e/ou 

estão em fase de estudos pré-clínicos. Diante desse contexto, o trabalho 

desenvolvido durante o doutorado teve como objetivo a descoberta e a 

caracterização de novas moléculas da peçonha de serpentes botrópicas capazes 

de interferir na função plaquetária com potencial uso terapêutico. 

A presente tese foi desenvolvida de acordo com as normas do Programa 

de Pós-Graduação em Genética e Bioquímica da Universidade Federal de 

Uberlândia para obtenção do título de Doutor, e foi subdividida em capítulos. 

O capítulo I (Fundamentação teórica) é constituído por uma revisão 

bibliográfica, demonstrando a importância da serpente do gênero Bothrops no 

Brasil e os principais componentes da peçonha responsáveis pelos efeitos 

deletérios observados durante o acidente ofídico. Além disso, demonstra a 

importância do papel das plaquetas na hemostasia e estabelece uma relação 

entre os componentes da peçonha de serpentes e sua capacidade de interferir 

com o sistema hemostático humano. 

Os capítulos II e III apresentam os artigos referentes ao trabalho 

experimental realizado durante o doutorado, os quais foram intitulados de 

"BaltPAi: A peptide platelet aggregation inhibitor from Bothrops alternatus snake 

venom" e "BmooPAF: a new platelet-activating factor from Bothrops moojeni 

snake venom". Ambos os artigos se referem a pequenos peptídeos isolados da 

peçonha de serpentes botrópicas com potenciais efeitos terapêuticos para 

doenças do sistema hemostático. O primeiro, trata-se de um peptídeo capaz de 

inibir a agregação plaquetária induzida por colágeno, com potencial uso para 

doenças trombóticas, enquanto que o segundo trata de um ativador da agregação 
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plaquetária via glicoproteína Ib, com potencial uso para a Doença de von 

willebrand. Ambos os trabalhos foram redigidos em formato e linguagem de artigo 

científico, de acordo com os padrões textuais e científicos exigidos pelo periódico 

a ser submetido. 

Ao final da tese, encontra-se em anexo o artigo intitulado "A new platelet-

aggregation-inhibiting factor isolated from Bothrops moojeni snake venom" 

publicado no periódico BioMed Research International (fator de impacto = 2,476). 

Este trabalho foi anexado à tese devido à similaridade de assunto. Esses 

resultados foram obtidos durante o mestrado e finalizados durante o doutorado e 

trata-se da purificação e caracterização de uma molécula isolada da peçonha de 

Bothrops moojeni com efeito inibitório sobre a agregação plaquetária. 
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Toxinas ofídicas e sua interferência na função plaquetária 
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1 Serpentes brasileiras 

 

 As serpentes são animais muito bem adaptados e com uma grande 

diversidade fisiológica e morfológica, podendo ser encontradas em diferentes 

tipos de ambientes terrestres ou aquáticos (VITT; CALDWELL, 2013). Elas 

pertencem ao reino Animalia, filo Chordata, subfilo Vertebrata, classe Reptilia, 

ordem Squamata e subordem Serpentes. Existem, aproximadamente, 3 mil 

espécies de serpentes no mundo, sendo que cerca de 10 a 14% são 

consideradas peçonhentas e despertam interesse para a saúde pública 

(BARRAVIERA, 1993; HICKMAN; ROBERTS; LARSON, 2004; MELGAREJO, 

2009).  

 As serpentes peçonhentas são aquelas capazes de inocular, através de 

dentes modificados, substâncias tóxicas, farmacologicamente ativas, produzidas 

por glândulas bucais modificadas (WARREL, 2010). Elas são responsáveis por 

cerca de 5,5 milhões de acidentes por ano, em todo o mundo, com cerca de 

20.000 a 120.000 óbitos e 400.000 amputações. As áreas mais afetadas são os 

países tropicais e subtropicais da África, Sudeste Asiático e América Latina 

(BOCHNER, 2013; KASTURIRATNE et al., 2008).  

 O Brasil apresenta uma das mais ricas faunas de serpentes do mundo 

(UETZ; FREED; HOSEK, 2015). Segundo a Sociedade Brasileira de Herpetologia, 

o território brasileiro possui, de forma catalogada, 392 espécies de serpentes, 

distribuídas em 10 famílias: Anomalepididae (7 espécies), Typhlopidae (6 

espécies), Leptotyphlopidae (17 espécies), Aniliidae (1 espécie), Tropidophiidae 

(3 espécies), Boidae (12 espécies), Colubridae (35 espécies), Dipsadidae (248 

espécies),  Elapidae (33 espécies) e Viperidae (30 espécies) (COSTA; BÉRNILS, 

2015). Apenas duas famílias (Viperidae e Elapidae) reúnem as serpentes 

peçonhentas, as quais estão distribuídas em quatro gêneros: Bothrops, Crotalus e 

Lachesis, pertencentes à família Viperidae; e Micrurus, pertencente à família 

Elapidae (MELGAREJO, 2009). 

 O principal representante de importância médica da família Elapidae é o 

gênero Micrurus. As serpentes desse gênero são popularmente conhecidas por 

coral, coral verdadeira ou boicorá e apresentam um padrão de cor característico 

em anéis vermelhos, brancos e pretos em diferentes combinações. São animais 
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PEREIRA, 2001). As serpentes deste gênero são popularmente conhecidas por 

jararaca, jararacuçu, urutu-cruzeira, combóia e caiçaca. Habitam, principalmente, 

zonas rurais e periferias de grandes cidades. Têm preferência por ambientes 

úmidos e locais com facilidade para proliferação de roedores e são serpentes com 

hábitos noturnos e crepusculares (BRASIL, 2001). 

 

 1.1 Serpente Bothrops moojeni 

 

 A serpente B. moojeni, conhecida popularmente por jararaca, jararacão ou 

caiçaca, foi descrita por Hoge em 1966. É a principal espécie botrópica 

encontrada no cerrado brasileiro, distribuindo-se desde o Paraná até o Maranhão 

(figura 03) (FRANÇA; MÁLAQUE, 2009). São serpentes de médio porte (tamanho 

em torno de 1,5 m de comprimento), comportamento agressivo e capazes de 

adaptar-se bem a ambientes modificados (MELGAREJO, 2009). São encontradas 

predominantemente em áreas ripárias do cerrado, como matas de galerias e 

pastagens úmidas adjacentes, mas, ocasionalmente, encontram-se em áreas 

interfluviais mais secas. Apresentam hábitos noturnos, são mais ativas durante os 

meses mais quentes e úmidos (outubro a abril) e possuem dieta generalista, 

alimentando-se de pequenos mamíferos, anfíbios, lagartos, serpentes e aves 

(NOGUEIRA; SAWAYA; MARTINS, 2003).  

 

 

   

 

 

 

 

 

Figura 03: (A) Exemplar da espécie B. moojeni. Fonte: 

<https://www.flickr.com/photos/momcilo56/4034963478/in/photostream/>. Acesso em: 1 mar. 2017. 

(B) Distribuição geográfica da espécie B. moojeni no Brasil. Fonte: BRASIL, 2001. 

  

 

A B 
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 1.2 Serpente B. alternatus 

 

 A serpente B. alternatus, conhecida popularmente por urutu, foi descrita por 

Duméril, Bibron e Duméril em 1854. É uma serpente com ampla distribuição 

geográfica, podendo ser encontrada no Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil. 

Apresenta porte grande (podendo atingir até 1,7 m de comprimento) e é 

encontrada, predominantemente, em áreas abertas e úmidas, como brejos e 

pântanos, e, ocasionalmente, em áreas de campos mais secas (figura 04) 

(ROCHA; FURTADO, 2005; WARREL, 2004). Ao contrário da maioria das 

espécies do gênero (generalistas), a serpente B. alternatus é uma espécie 

especialista em pequenos mamíferos em todas as fases da vida (MARTINS; 

MARQUES; SAZIMA, 2002).  

 Popularmente, a peçonha da serpente B. alternatus é conhecida por causar 

graves acidentes, por isso foi criado o ditado "quando não mata, aleija". Contudo, 

contrariando a crença popular, estudos têm demonstrado que acidentes causados 

por essa serpente não são tão graves, se comparado com acidentes causados 

por outras serpentes botrópicas (BAUAB et al., 1994; QUEIROZ; PETTA, 1984). A 

peçonha dessa espécie possui uma menor atividade enzimática, causando 

menores complicações (CAMPOS et al., 2013; MAMEDE et al., 2016; ROCHA; 

FURTADO, 2005; SOUZA et al., 2015).  

 

 

  

 

  

 

 

 

Figura 04: (A) Exemplar da espécie B. alternatus. Fonte: 

<http://carnivoraforum.com/topic/10307745/1/>. Acesso em: 1 mar. 2017. (B) Distribuição 

geográfica da espécie B. alternatus no Brasil. Fonte: BRASIL, 2001. 

 

 

A B 



9 

 

2 Acidentes ofídicos 

 

 Os acidentes ofídicos constituem um grave problema de saúde pública em 

muitas partes do mundo, especialmente nos países tropicais e subtropicais, 

devido à frequência com que ocorrem e gravidade dos casos (BOCHNER, 2013; 

CHIPPAUX, 2015). Apesar disso, eles recebem pouca atenção do governo e das 

agências de saúde global. Somente em abril de 2009 essa doença foi incluída na 

lista de "doenças tropicais negligenciadas" da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) (HARRISON et al., 2009; WHO, 2017).  

 Diferentes estudos têm demonstrado que os acidentes ofídicos estão 

relacionados à fatores climáticos e ao aumento da atividade dos trabalhadores em 

áreas rurais. Nas épocas de calor e chuva (início e final do ano), que coincide 

com o período de maior atividade do homem no campo, ocorre um aumento do 

número de casos. As vítimas, geralmente, são homens em idade profissional ativa 

(20 a 39 anos) e as regiões mais acometidas são os membros inferiores (pés e 

pernas) (BRASIL, 2001; BRASIL, 2009; BRASIL, 2017; CHIPPAUX, 2015; 

SOTELO-CRUZ; GÓMEZ-RIVERA, 2017; WHO, 2017).  

 O Brasil é o país da América do Sul que apresenta maior número de 

acidentes por ano. As regiões Centro-Oeste e Norte apresentam maior incidência. 

No entanto, é possível que haja uma subnotificação nas regiões mais remotas do 

país, em especial a região Norte, devido à dificuldade de acesso aos serviços de 

saúde (BRASIL, 2001; WARREL, 2004).  

 Dados do Sistema de Informação de Agravos de Notificação (Sinan) 

mostraram que no ano de 2015 foram notificados 18.741 acidentes ofídicos no 

Brasil. Destes acidentes, 13.490 foram provocados por serpentes do gênero 

Bothrops (71,98%), 1.438  por serpentes do gênero Crotalus (7,67%), 529 por 

serpentes do gênero Lachesis (2,82%), 139  por serpentes do gênero Micrurus 

(0,74%) e 908  por serpentes não peçonhentas (4,85%). Em 2.237 casos 

(11,94%), o gênero da serpente não foi identificado (BRASIL, 2017). Vários 

estudos apontam para uma média de 20.000 acidentes por ano, sendo o gênero 

Bothrops o principal agente causador. Isso demonstra a importância 

epidemiológica do acidente botrópico para o Brasil (BOCHNER; STRUCHINER, 

2003; CHIPPAUX, 2015; RIBEIRO; JORGE, 1997).  
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 A maioria dos acidentes ofídicos é clinicamente classificada como leve, 

entretanto alguns fatores podem aumentar consideravelmente sua gravidade, 

como a quantidade de peçonha inoculada, profundidade e número de picadas, 

presença de patógenos na boca da serpente, idade e tamanho da vítima, região 

acometida, tratamento recebido e tempo decorrido entre o acidente e o 

atendimento. Além disso, tamanho e espécie da serpente envolvida são fatores 

determinantes (BRASIL, 2009; FRANÇA; MÁLAQUE, 2009; RUSSEL, 1973). 

Dentre os acidentes ofídicos registrados pelo Sinan em 2015, 85 casos (0,45%) 

evoluíram para óbito (BRASIL, 2017). Em geral, o maior índice de letalidade 

corresponde ao gênero Crotalus (1,87%), seguido do gênero Lachesis (0,95%), 

Micrurus (0,36%) e Bothrops (0,31%) (BOCHNER; STRUCHINER; 2003; BRASIL, 

2001). 

 O elevado índice de letalidade atribuído ao acidente crotálico deve-se às 

suas frações neurotóxica, miotóxica e hemolítica, que podem provocar paralisia 

motora, lesões nas fibras musculares e incoagulabilidade sanguínea, os quais 

podem evoluir para insuficiência renal aguda, principal causa de óbito. O acidente 

crotálico, geralmente, é grave e quase sempre fatal na ausência de tratamento 

específico e adequado (AZEVEDO-MARQUES et al., 1985; AZEVEDO-

MARQUES; HERING; CUPO, 1987; BANCHER; ROSA; FURLANETTO, 1973; 

BRASIL, 2001; TOKARNIA; PEIXOTO, 2006). O acidente laquético é 

caracterizado, principalmente, por destruição tecidual na região da picada, devido 

à sua fração proteolítica, acompanhado de incoagulabilidade sanguínea, 

hemorragia e síndrome vagal (BRASIL, 2001; PINHO; PEREIRA, 2001; 

TOKARNIA; PEIXOTO, 2006). Por sua vez, o acidente elapídico, provocado, 

principalmente, por serpentes do gênero Micrurus, apresenta um quadro clínico 

semelhante ao acidente crotálico, com fraqueza muscular progressiva devido à 

ação de neurotoxinas que bloqueiam e/ou competem com acetilcolina. Essa 

fraqueza muscular pode evoluir para insuficiência respiratória aguda, principal 

causa de óbito (BRASIL, 2001; TOKARNIA; PEIXOTO, 2006). 

 O acidente botrópico, apesar de apresentar baixo índice de letalidade, 

corresponde ao acidente ofídico de maior importância epidemiológica do país, 

devido à frequência com que ocorre. Isso explica a necessidade de conhecer sua 

fisiopatologia para padronização de um tratamento adequado (BRASIL, 2009). Em 
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geral, o envenenamento por serpentes botrópicas manifesta-se por dor e edema 

no local da picada, de intensidade variável, e geralmente, de instalação precoce e 

caráter progressivo. Podem surgir também reações inflamatórias graves, 

equimose, hemorragia local e bolhas, que podem vir acompanhadas ou não de 

necrose tecidual e muscular, principal complicação local do envenenamento. A 

necrose pode resultar em perda irreversível da função ou do tecido, havendo 

possibilidade de amputação do membro afetado (BRASIL, 2014; GUTIERREZ et 

al., 2009; GUTIERREZ; LOMONTE; 1989; PINHO; PEREIRA, 2001; STÁBELLI et 

al., 2006; TOKARNIA; PEIXOTO, 2006; WARREL, 2004).  

 O envenenamento botrópico pode desencadear também alterações 

sistêmicas, como nâuseas, vômitos, sudorese, hipotensão arterial, alterações 

cardiovasculares e distúrbios de coagulação. Hemorragias sistêmicas também 

podem ocorrer, como gengivorragias, epistaxes, hematêmese e hematúria. A 

hemorragia pode afetar também pulmões e rins, e, às vezes, o sistema nervoso 

central, geralmente letal. Nos casos mais graves, observa-se também choque e 

insuficiência renal aguda, decorrentes, principalmente, da hemorragia ocasionada 

(ALBUQUERQUE et al., 2013; BRASIL, 2014; GUTIÉRREZ; ESCALANTE; 

RUCAVADO, 2009; HERRERA et al., 2012; MACHADO et al., 2010; PINHO; 

PEREIRA, 2001; TOKARNIA; PEIXOTO, 2006; WARREL, 2004).  

 O procedimento terapêutico mais utilizado para o tratamento de acidentes 

ofídicos é a soroterapia, que consiste na administração endovenosa, o mais 

precoce possível, do soro (antiveneno) específico para cada tipo de 

envenenamento, de acordo com a sua gravidade (BRASIL, 2014). O antiveneno 

consiste em imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas gerados a partir 

do fracionamento do plasma de animais de grande porte (equinos e ovinos) 

previamente sensibilizados com aplicações sucessivas de pequenas quantidades 

de peçonha de uma (soro monoespecífico) ou mais espécies de serpentes (soro 

poliespecífico) (SLAGBOOM et al., 2017; WHO, 2010). Dessa forma, a presença 

de títulos elevados de anticorpos capazes de neutralizar as toxinas presentes na 

peçonha impede o agravamento do envenenamento (BRASIL, 2001). Soros 

poliespecíficos possuem uma eficiência inferior quando comparado aos 

monoespecíficos (CARDOSO; YAMAGUCHI; SILVA, 2009). 
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 No caso do acidente botrópico deve-se utilizar prioritariamente o soro 

antibotrópico (SAB) mas, na ausência deste ou impossibilidade de diferenciação 

do tipo de serpente, utiliza-se a associação dos soros antibotrópico-crotálico 

(SABC) ou antibotrópico-laquético (SABL) (BRASIL, 2014). No Brasil, o SAB é 

fabricado no Instituto Butantan, em São Paulo, e, geralmente, é preparado a partir 

da imunização com a peçonha de B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B 

moojeni e B. neuwiedi, espécies responsáveis pela maioria dos acidentes ofídicos 

desse gênero no Brasil (CAMEY; VELARDE; SANCHEZ, 2002; FRANÇA; 

MÁLAQUE, 2009; FURTADO et al., 2010).   

 A soroterapia reverte grande parte dos efeitos provocados pelo 

envenenamento, desempenhando um papel crucial para reduzir a mortalidade e 

morbidade do acidente ofídico, entretanto, apresenta algumas deficiências (WHO, 

2010). A administração do antiveneno pode causar reações de hipersensibilidade 

tardia ou precoce, como urticárias, náuseas, broncoespasmo e hipotensão. Por 

esse motivo, é necessário um monitoramento rigoroso do paciente durante a 

administração do soro para detectar precocemente a ocorrência dessas reações 

(BRASIL, 2014; CARON et al., 2009; WARREL, 2010). Variações inter e intra-

específicas na composição da peçonha interferem nos efeitos patológicos e na 

eficiente neutralização dos efeitos da peçonha pelo soro antiofídico. Assim, para 

que haja uma neutralização eficiente, deve-se incluir toxinas de serpentes de 

diferentes idades, coletadas em diferentes épocas do ano e em diferentes regiões 

(CALVETE et al., 2009; CARDOSO; YAMAGUCHI; SILVA, 2009; CHIPPAUX; 

WILLIAMS; WHITE,1991; SILVA et al., 2013; TAN et al., 2016). Além disso, 

embora a soroterapia seja eficaz contra a toxicidade sistêmica, ela é ineficaz 

contra a toxicidade local induzida pelo envenenamento (GIRISH; KEMPARAJU, 

2011; GUTIÉRREZ et al., 2009;  WEN, 2009).  

 Em virtude dessas limitações e complicações, o tratamento dos acidentes 

ofídicos ainda é um problema de saúde pública. Há uma necessidade urgente de 

estudos e incentivos políticos a fim de melhorar a produção e distribuição desses 

antivenenos, bem como o treinamento da equipe médica para utilização do soro e 

outros medicamentos envolvidos durante o tratamento (GUTIÉRREZ et al., 2010; 

WARREL, 2010; WHO, 2010). 
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3 Componentes da peçonha ofídica 

 

 A peçonha ofídica consiste em um complexo de substâncias 

biologicamente ativas produzidas por glândulas bucais diretamente ligadas às 

presas através de ductos (KERKKAMP; CASEWELL; VONK, 2015). Ela tem como 

função a imobilização, morte e digestão da presa, além de contribuir para a 

defesa contra predadores (HARDY; COCHRANE; ALLAVENA, 2014). A 

composição da peçonha pode diferenciar-se de acordo com a família, gênero, 

espécie e subespécie. Variações intraespecíficas também podem ocorrer, uma 

vez que sua composição é influenciada pela origem geográfica, dieta, idade, 

dimorfismo sexual e habitat (CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991; MENEZES et 

al., 2006). 

 Cerca de 90% do seu peso seco corresponde a proteínas e peptídeos, 

enzimáticos e não enzimáticos. Aminotransferases, acetilcolinesterases, 

ADPases, ATPases, hialuronidases, L-aminoácido-oxidases, fosfolipases A2, 

metaloproteases, serinoproteases e 5'-nucleotidases são exemplos de enzimas 

encontradas na peçonha, as quais são responsáveis pela maioria dos efeitos 

deletérios observados durante o envenenamento. Os constituintes não-

enzimáticos incluem as lectinas, os ativadores de proteína C, proteínas ligantes 

ao fator de Von Willebrand (FvW), fatores de crescimento do endotélio vascular 

(VEGF) e neuronal (NGF), precursores de peptídeos bioativos e desintegrinas 

(ANGULO; LOMONTE, 2009; BRAUD; BON; WISNER, 2000; FRANÇA; 

MÁLAQUE, 2009; KANG et al., 2011; KINI, 2006; MARLAND, 1998; RAMOS; 

SELISTRE-DE-ARAÚJO, 2006).  

 Uma fração não proteica também faz parte da constituição da peçonha 

ofídica, sendo representada por compostos orgânicos de baixo peso molecular, 

como carboidratos, lipídios, aminoácidos livres, nucleosídeos, aminas biogênicas 

e citrato; e compostos inorgânicos, como cálcio, ferro, fósforo, potássio, 

magnésio, manganês, cobalto, sódio e zinco (BJARNASON; FOX, 1994; 

FRANÇA; MÁLAQUE, 2009; KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006; MARLAND, 

1998; MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000; RAMOS; SELISTRE-DE-ARAÚJO, 

2006). O cálcio, manganês e magnésio são importantes para estabilização 

estrutural de algumas proteínas. O zinco, cobre, ferro e cobalto atuam nos 
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mecanismos catalíticos de alguns componentes enzimáticos, como as 

metaloproteases (BJARNASON; FOX, 1994). 

 Os componentes da peçonha ofídica apresentam diferentes atividades 

farmacológicas e o estudo dessas toxinas isoladas tem contribuído para a 

elucidação de mecanismos moleculares envolvidos na fisiologia do 

envenenamento, desenvolvimento de poderosas ferramentas de pesquisa, 

técnicas de diagnóstico e de novos agentes terapêuticos, como agentes 

antiplaquetários, anticoagulantes, antitumorais, antivirais, antimicrobianos, 

analgésicos, entre outros (CHAN et al., 2016; CUNHA; MARTINS, 2012; 

MCCLEARY; KINI, 2012). 

 

 3.1 Metaloproteases 

  

 As metaloproteases da peçonha de serpentes (do inglês: Snake Venom 

Metalloproteinases - SVMPs) são enzimas que dependem da ligação de um metal 

(Zn2+, Ca2+ ou Mg2+) em seu sítio catalítico para a manifestação de suas 

atividades biológicas (FOX; SERRANO, 2009). Em geral, as SVMPs são zinco 

dependentes, pertencentes à família metzincina e possuem uma sequência 

peptídica conservada de ligação de zinco, HEBXHXBGBXHZ, constituindo o 

domínio catalítico metaloprotease; onde H representa a histidina, E ácido 

glutâmico, G glicina, B um resíduo hidrofóbico, X um aminoácido qualquer e Z um 

aminoácido diferente entre as subfamílias, mas conservado dentro das mesmas 

(BODE; GOMIS-RUTH; STOCKLER, 1993). Agentes quelantes de Zn2+, tais como 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) e 1,10-fenantrolina inibem completamente 

a atividade das SVMPs (MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000).  

 As SVMPs são classificadas em três classes (P-I, P-II e P-III), conforme 

suas massas moleculares e organização de seus domínios estruturais. As toxinas 

da classe P-I apresentam massas moleculares entre 20 - 30 KDa e são 

constituídas apenas pelo domínio metaloprotease. A classe P-II apresenta toxinas 

com massa molecular entre 30 - 60 KDa e possuem, além do domínio 

metaloprotease, um domínio desintegrina, os quais são frequentemente 

separados por um processo proteolítico pós-traducional. Ambos os produtos são 

estáveis após o processamento. As toxinas da classe P-III possuem massas 
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 Estima-se que cerca de 32% da peçonha de viperídeos seja constituída por 

SVMPs, o que sugere seu papel significativo nas patologias associadas ao 

envenenamento por essas serpentes (FOX; SERRANO, 2009).  

 As SVMPs são uma das principais enzimas responsáveis pelo 

aparecimento de hemorragia, uma vez que apresentam afinidade específica sobre 

a membrana basal de capilares, provocando ruptura da integridade vascular, 

principal mecanismo indutor de hemorragia (BJARNASON; TU, 1978; 

GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000; MOREIRA et al, 1994). A habilidade de causar 

hemorragia pode ser atribuída a todas classes de SVMPs. Entretanto, as enzimas 

da classe P-III são as mais hemorrágicas (FOX; SERRANO, 2005). A presença 

dos domínios não catalíticos favorece a fixação e direcionamento aos 

componentes específicos da microvasculatura (ESCALANTE et al., 2011). Além 

da hemorragia, as SVMPs induzem mionecrose, que parece ser secundária à 

isquemia que ocorre no tecido muscular em decorrência da hemorragia 

(GUTIÉRREZ et al., 1995; GUTIÉRREZ; RUCAVADO, 2000).  

 Outras atividades comumente associadas às SVMPs são: atividades 

fibrin(ogen)olítica e apoptótica, ativação de protrombina e do fator X da cascata 

de coagulação e inibição da agregação plaquetária; a maioria delas relacionadas 

a distúrbios hemostáticos. As SVMPs também causam reações inflamatórias e 

edemas (FOX; SERRANO, 2005, 2009). A presença dos domínios não catalíticos 

facilita, também, a interação das SVMPs com os receptores plaquetários 

(MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000).  

  

 3.2 Serinoproteases 

 

 As serinoproteases da peçonha de serpentes (do inglês: Snake Venom 

Serine Proteinase - SVSPs) são enzimas que contêm em seu sítio ativo um 

resíduo de serina altamente reativo, estabilizado pela presença de um resíduo de 

histidina e aspartato. A organização desses resíduos gera um sítio catalítico muito 

bem caracterizado, que define esse grupo de proteases (BARRETT; RAWLINGS, 

1995). Essas enzimas são inibidas por compostos que reagem com o resíduo de 

serina, como fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) e diisopropilfluorofosfato 
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(DFP), e também são inibidas competitivamente por benzamidina e por p-

aminobenzamidina (SERRANO; MAROUN, 2005).  

 Apesar de possuírem uma característica estrutural homogênea, as SVSPs 

apresentam diversos efeitos farmacológicos. Elas são caracterizadas como 

enzimas que têm atividade semelhante à trombina (thrombin-like). Podem afetar a 

cascata de coagulação pela ativação de componentes sanguíneos envolvidos na 

coagulação (fator V, proteína C e plasminogênio) e ação sobre o sistema 

fibrinolítico, calicreína-cinina (kallikrein-like) e sobre a agregação plaquetária, 

causando um desequilíbrio no sistema hemostático. As SVSPs calicreína-símile 

(Kallikrein-like) liberam bradicinina a partir da proteólise do cininogênio plasmático 

provocando hipotensão, quadro comum do acidente ofídico (COSTA et al., 2010; 

MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000; OLIVEIRA et al., 2016; SERRANO, 2013; 

SERRANO; MAROUN, 2005).  

 As SVSPs com atividade trombina-símile (thrombin-like) clivam o 

fibrinogênio plasmático, semelhantemente à trombina, liberando os 

fibrinopeptídeos A e B. Todavia, essas enzimas não ativam outros fatores da 

coagulação, como o fator XIII. Por esse motivo, elas formam apenas um coágulo 

de fibrina frouxo, o qual é rapidamente degradado pelo sistema fibrinolítico 

(CASTRO et al., 2004; KINI, 2006; MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000). Por esse 

motivo, essas enzimas têm sido amplamente utilizadas como agentes 

desfibrinogenantes em várias condições trombóticas e em coagulopatias. Um 

exemplo é a Batroxobin, uma SVSP thrombin-like isolada de peçonha da serpente 

B. atrox, que atua como um desfibrinogenante devido à sua específica ação sobre 

o fibrinogênio (SERRANO, 2013).  

 

 3.3 Fosfolipases A2  

 

 As fosfolipases A2 (PLA2s) são enzimas dependentes de Ca2+ que 

catalisam a hidrólise específica da ligação éster do carbono 2 de fosfolipídios, 

liberando ácidos graxos, como o ácido araquidônico (AA), e lisofosfolipídios. O AA 

liberado é precursor de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, mediadores 

químicos que iniciam uma série de reações inflamatórias (ARNI; WARD, 1996; 

KINI, 2003).  
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 Essas enzimas podem ser classificadas em PLA2s secretadas (sPLA2s), 

citosólicas (cPLA2s), independentes de Ca2+ (iPLA2s), acetil-hidrolases do fator 

ativador de plaquetas (PAH-AH), PLA2s lisossomais e PLA2s tecido adiposo-

específica. As PLA2s encontradas em peçonha de serpentes são do tipo sPLA2s. 

As PLA2s também foram divididas em 15 grupos (I à XV) de acordo com 

localização celular, peso, dependência de Ca2+, entre outros. As PLA2s de 

peçonha de serpente pertencem aos grupos I e II e apresentam baixa massa 

molecular (cerca de 14 - 18 KDa), cinco a oito pontes dissulfeto, possuem em seu 

sítio ativo um resíduo de histidina e aspartato e necessitam de Ca2+ para suas 

atividades enzimáticas (DENNIS et al., 2011; VALENTIN; LAMBEAU, 2000). 

Aquelas do grupo I correspondem às PLA2s da família Elapidae, enquanto que as 

do grupo II correspondem às PLA2s da família Viperidae (BURKE;  DENNIS, 

2009; DENNIS et al., 2011).  

 As PLA2s do grupo II são subdivididas em dois subgrupos principais: as 

PLA2s Asp49, assim denominadas por possuírem um resíduo de aspartato na 

posição 49, enzimaticamente ativas; e as PLA2s Lys49, nas quais o resíduo de 

aspartato é substituído por um resíduo de lisina na mesma posição, com 

nenhuma atividade catalítica sobre os fosfolipídios. A substituição do resíduo 

Asp49 por Lys49 altera a ligação do Ca2+ às PLA2s, comprometendo sua atividade 

enzimática (ARNI; WARD, 1996; OWNBY et al., 1999; SOARES; FONTES; 

GIGLIO, 2004).   

 Apesar de apresentarem significante similaridade estrutural, as PLA2s 

compreendem um dos componentes mais relevantes da peçonha, sendo 

responsáveis por diversos efeitos provocados pelo envenenamento, como: 

neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, hipotensão, hemorragia, 

indução de edema, reação inflamatória, hemólise, ação anticoagulante e sobre a 

atividade plaquetária (DUTTA; GOGOI; MUKHERJEE, 2015; FAURE; GOWDA; 

MAROUN, 2007; KINI, 2003; SANTOS-FILHO et al., 2008; SILVEIRA et al., 2013; 

TEIXEIRA et al., 2011). Sugere-se que a grande diversidade de efeitos 

farmacológicos induzidos pelas PLA2s esteja relacionada com sua alta afinidade  

a receptores endógenos específicos, as quais podem atuar enzimaticamente ou 

por mecanismos não enzimáticos (KINI, 2003; SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 

2011). 
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 3.4 L-aminoácido-oxidases 

  

 As L-aminoácido-oxidases de peçonha de serpentes (do inglês: Snake 

Venom L-amino acid oxidases - SV-LAAOs) são enzimas amplamente distribuídas 

em peçonhas ofídicas, que catalisam a desaminação oxidativa estereoespecífica 

de L-aminoácidos, produzindo o alfa-ceto ácido correspondente, peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e amônia (IZIDORO et al., 2014; KOMMOJU; MACHEROUX; 

GHISLA, 2007; MOUSTAFA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2009; SUN et al., 

2010). Em geral, as SV-LAAOs são estruturas homodiméricas, unidas por 

ligações não covalente e com massa molecular de aproximadamente 110 - 150 

KDa em condições não desnaturantes, e 50 - 70 KDa em sua forma monomérica 

(DU; CLEMETSON, 2002; IZIDORO et al., 2014; SOUZA et al., 1999). Elas são 

consideradas flavoenzimas, uma vez que cada subunidade apresenta um cofator 

flavina mononucleotídeo (FMN) ou flavina adenina dinucleotídeo (FAD) ligado 

covalentemente à sua estrutura química. A cor amarela da peçonha está 

relacionada à presença do pigmento riboflavina presente nesses cofatores 

(COSTA et al., 2014; GUO et al., 2012; JOHNSON; KARDONG; OWNBY, 1987).  

 Embora o papel fisiológico das SV-LAAOs ainda seja pouco conhecido, 

acredita-se que sua presença esteja relacionada com a proteção contra agentes 

naturais, parasitas e bactérias (FOX, 2013; VARGAS et al., 2013). Estudos têm 

mostrado que elas apresentam uma variedade de efeitos farmacológicos, como: 

indução ou inibição da agregação plaquetária; atividades antimicrobiana, 

antibacteriana e antitumoral; citotoxicidade;  indução de edema e atividade 

apoptótica, inclusive de células endoteliais vasculares, contribuindo para o 

sangramento prolongado após o acidente (ANDE et al., 2008; CISCOTTO et al., 

2009; IZIDORO et al., 2014; NAUMANN et al., 2011; SAMEL et al., 2006; 

TONISMAGI et al., 2006; TORRES et al., 2010). Vários estudos têm mostrado 

que o principal metabólito responsável por essas atividades é o H2O2 liberado 

durante a reação química catalisada pelas SV-LAAOs, o qual contribui para a 

ação citotóxica da enzima  (DU; CLEMETSON, 2002; FOX, 2013).  

 

 

 



20 

 

 3.5 Desintegrinas 

 

 As desintegrinas presentes na peçonha de serpentes compreendem uma 

família de pequenos polipeptídeos (40 - 100 aminoácidos) não enzimáticos ricos 

em cisteína, liberados pelo processamento proteolítico de SVMPs classe P-II e P-

III (KINI; EVANS, 1992) ou sintetizados diretamente a partir de mRNAs (OKUDA; 

KOIKE; MORITA, 2002). 

 As desintegrinas são divididas em cinco grupos de acordo com seu 

tamanho e número de pontes dissulfeto (CALVETE et al., 2003). O primeiro grupo 

inclui desintegrinas curtas, com 41 a 51 resíduos de aminoácidos e quatro pontes 

dissulfeto. O segundo grupo é formado por desintegrinas de tamanho médio com, 

aproximadamente, 70 aminoácidos e seis pontes dissulfeto. O terceiro grupo inclui 

desintegrinas longas, com 84 resíduos e sete pontes dissulfeto. No quarto grupo 

estão as disintegrins-like derivadas do processamento proteolítico das SVMPs da 

classe P-III. Essas moléculas contêm, aproximadamente, 100 aminoácidos e oito 

pontes dissulfeto (CALVETE et al., 2000a; CALVETE et al., 2003). Diferentemente 

das desintegrinas já citadas, que são moléculas de cadeia simples, o quinto grupo 

é formado por desintegrinas diméricas. Cada subunidade contém cerca de 67 

resíduos, dentre os quais 10 são de cisteína, envolvidos na formação de quatro 

pontes dissulfeto intracadeia e duas intercadeia (BILGRAMI et al., 2004; 

CALVETE et al., 2000b; CALVETE et al., 2003).  

 Apesar de serem considerados pequenos polipeptídeos, as desintegrinas 

apresentam grande versatilidade funcional. Elas são capazes de se ligar 

especificamente à integrinas presentes na superfície celular, especialmente 

integrinas β1 e β3, bloqueando sua atividade (CALVETE et al., 2005; CALVETE, 

2013; SANZ et al., 2006). Por esse motivo, elas podem ser utilizadas na terapia 

de diversas patologias nas quais bloqueadores de integrinas desempenham papel 

relevante, incluindo isquemia coronariana aguda e trombose (αIIbβ3), metástase 

tumoral, osteoporose, reestenose e artrite reumatóide (αvβ3), infecção bacteriana 

e doenças vasculares (α5β1), inflamação e doenças autoimunes (α4β1, α7β1, α9β1) 

e angiogênese tumoral (α1β1, αvβ3) (CALVETE et al., 2005; CALVETE, 2013; 

MARCINKIEWICZ, 2007). 
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 A inibição das integrinas pelas desintegrinas depende do pareamento 

adequado dos resíduos de cisteína que determinam a conformação da alça 

inibitória, cujo ápice contém uma sequência tripeptídica específica (CALVETE et 

al., 2003; CALVETE et al., 2005). Em geral, nas desintegrinas derivadas das 

SVMPs da classe P-II, a sequência ativa é o tripeptídeo RGD (arginina-glicina-

aspartato) (MCLANE et al., 1998). Entretanto, estudos recentes mostraram a 

presença de outros motivos, como KGD (lisina-glicina-aspartato), MVD 

(metionina-valina-aspartato), MLD (metionina-leucina-aspartato), VGD (valina-

glicina-aspartato) e KTS (lisina-treonina-serina) (CALVETE  et al., 2005; HITE et 

al., 1992; KOH; KINI, 2012; OSHIKAWA; TERADA, 1999; SCARBOROUGH et al., 

1991). Nas disintegrins-like, o motivo RGD é substituído pela sequência XXCD (x-

x-cisteína-aspartato) (CALVETE et al., 2005). Em geral, motivos RGD bloqueiam 

integrinas α8β1, α5β1, αvβ1, αvβ3 e αIIbβ3; KGD e MVD bloqueiam a integrina αIIbβ3; 

MLD visa principalmente as integrinas α4β1, α3β1, α6β1, α7β1, α9β1; VGD prejudica 

a função da integrina α5β1 e KTS é um inibidor de α1β1 (CALVETE, 2013).  

 A sequência C-terminal da desintegrina, junto à sequência de aminoácidos 

dentro da alça inibitória, determina a especificidade de ligação à integrina (EBLE, 

2010). Isso explica o fato de que diferentes desintegrinas contendo um mesmo 

motivo de ligação apresentam afinidade e seletividade de ligação diferentes para 

as integrinas (CALVETE et al., 2005). 

  

 3.6 Lectinas tipo C 

 

 As lectinas tipo C são proteínas diméricas não enzimáticas, capazes de se 

ligar a mono e oligossacarídeos de forma reversível, não-covalente e Ca2+ 

dependentes. Essa capacidade de se ligar a carboidratos se deve à presença de 

uma região designada de domínio de reconhecimento ao carboidrato (CRD) 

presente na região C-terminal de cada subunidade da proteína, o qual é formado 

por uma sequência de três aminoácidos (glutamina-prolina-aspartato) (DODD; 

DRICKAMER, 2001; DRICKAMER, 1988). Esses domínios interagem com os 

açúcares presentes nas células por meio de pontes de hidrogênio e interações de 

van der Waals, estabelecidas entre o sítio ativo da proteína e os carboidratos de 

superfície celular (WEIS; DRICKAMER, 1996). Esses domínios são responsáveis 
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pela principal função dessa classe de proteínas, a aglutinação de eritrócitos in 

vitro (GARTNER; STOCKER; WILLIAMS, 1980; LAM; NG, 2011).    

 A principal forma de lectina encontrada em peçonha de serpentes são as 

lectinas tipo C-like, também denominadas de Snaclecs, as quais são Ca2+ 

independentes e possuem um domínio CRD incompleto ou ausente, e 

consequentemente não se ligam a açúcares (CLEMETSON, 2010; MORITA, 

2005; ZELENSKY; GREADY, 2005).     

 As lectinas tipo C-like estão envolvidas, principalmente, com as alterações 

hemostáticas decorrentes do envenenamento ofídico, interagindo com receptores 

plaquetários ou fatores da cascata de coagulação sanguínea. Essas moléculas 

podem apresentar ação anticoagulante devido à sua ligação aos fatores IX e X, 

inibindo a conversão de protrombina em trombina ou ligando-se diretamente à 

trombina (AROCAS et al., 1996; ATODA; HYUGA; MORITA, 1991). Podem, 

ainda, apresentar ação coagulante devido à ativação do fator X e protrombina 

(TAKEYA et al., 1992; YAMADA; MORITA, 1997) e podem atuar como agonistas 

ou antagonistas plaquetários devido à sua afinidade por receptores plaquetários, 

como GPIb, FvW e receptores de colágeno (GPVI e α2β1) (BERGMEIER et al., 

2001; HAMAKO et al., 1996; KANAJI et al., 2003; LU et al., 2005; 

MARCINKIEWICZ et al., 2000; POLGAR et al., 1997; USAMI et al., 1993). Outros 

efeitos, também, atribuídos às lectinas de peçonha de serpentes são: indução de 

edema, hipotensão, aumento de atividade de neutrófilos e atividades anti-tumoral, 

anti-bacteriana e anti-microbiana (BARBOSA et al., 2010; LOMONTE et al., 1990; 

NUNES et al., 2011; PANUNTO et al., 2006; PEREIRA-BITTENCOURT; 

GAGLIARDI; COLLINS, 1999).   

 

4 Hemostasia 

 

 A hemostasia é definida como uma série complexa de processos 

fisiológicos que tem a função de formar um tampão hemostático sobre uma 

superfície danificada do endotélio vascular, enquanto mantém o fluxo sanguíneo 

normal em outra parte da circulação. Dessa forma, a hemostasia minimiza a 

perda sanguínea e promove a restauração da arquitetura vascular (GALE, 2011; 

STASSEN; ARNOUT; DECKMYN; 2004). 
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 O sistema hemostático é constituído principalmente pelas células 

endoteliais, plaquetas, fatores de coagulação e fatores fibrinolíticos. As células 

endoteliais são as células que revestem os vasos sanguíneos. No estado normal 

contribuem para a manutenção do fluxo sanguíneo em uma superfície não-

trombogênica, enquanto que mediante uma injúria vascular estimulam a síntese 

de vários fatores pró-trombóticos. Esses fatores pró-trombóticos, juntamente com 

a exposição das moléculas adesivas do subendotélio, permitem que as plaquetas 

interajam com as paredes do vaso, favorecendo a formação do tampão 

plaquetário. Simultaneamente, fatores de coagulação (pró-enzimas) produzidos 

pelo fígado são ativados através de uma cascata de coagulação que irão resultar 

na formação de fibrina, a qual será depositada sobre o tampão plaquetário, 

transformando-o em um tampão hemostático sólido. Após a cobertura da área 

lesada pelo tampão hemostático, o endotélio libera um ativador de plasminogênio 

tecidual que converte plasminogênio em plasmina. A plasmina formada promove 

proteólise das fibras de fibrina e outras proteínas coagulantes, dissolvendo o 

coágulo a fim de controlar sua extensão e restabelecendo o fluxo sanguíneo no 

interior do vaso restaurado (CASTRO et al., 2006; COLLER et al., 2010; ISRAELS 

et al., 2011; QUEIROZ et al., 2017; STASSEN; ARNOUT; DECKMYN, 2004). 

 Os processos de formação do tampão plaquetário, ativação dos fatores de 

coagulação e sistema fibrinolítico também são conhecidos por hemostasia 

primária, secundária e terciária, respectivamente (STASSEN; ARNOUT; 

DECKMYN, 2004). 

  

  4.1 Hemostasia primária 

  

 A hemostasia primária compreende mecanismos dependentes de 

plaquetas. As plaquetas são pequenos fragmentos citoplasmáticos anucleados 

produzidos na medula óssea a partir dos megacariócitos. Elas são capazes de 

aderirem a vasos sanguíneos danificados e a outras plaquetas, a fim de formarem 

o tampão plaquetário (COLLER et al., 2010; SCHULE; SHIVDASANI, 2005).  

 Receptores de superfície presentes na membrana plaquetária regulam as 

interações plaqueta-plaqueta ou plaqueta-matriz sendo essenciais para a 

formação do tampão plaquetário. As glicoproteínas (GP) Ib-V-IX, GPVI, 5HT2A, 
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TP, receptores ativados por proteases (PARs), P2Y1, P2Y12 e as integrinas 

plaquetárias são alguns exemplos desses receptores envolvidos na hemostasia 

(COLLER et al., 2010). As integrinas são complexos heterodiméricos compostos 

por duas subunidades de glicoproteínas transmembrana (α e β) associadas por 

ligações não-covalentes. Elas estão amplamente distribuídas em diferentes tipos 

de células, e cada integrina demonstra propriedades únicas de ligação ao ligando. 

Cinco tipos de subunidades α (α2, αIIb, αV, α5, α6) e dois tipos de subunidades β (β1 

e β3) formam as integrinas plaquetárias: αIIbβ3 (receptor de fibrinogênio), αVβ3 

(receptor de vitronectina), α2β1 (receptor de colágeno), α5β1 (receptor de 

fibronectina) e α6β1 (receptor de laminina) (BENNETT; BERGER; BILLINGS, 

2009; CALVETE et al., 2005; KAMIGUTI, 2005). 

 Sob condições fisiológicas, as plaquetas fluem pelos vasos sanguíneos 

sem interagir com o endotélio vascular. Quando a integridade do sistema vascular 

é rompida, as plaquetas são recrutadas da circulação para a matriz subendotelial 

e submetidas a uma resposta em série, altamente regulada que inclui: adesão das 

plaquetas às moléculas adesivas do subendotélio (adesão plaquetária), ativação 

das plaquetas e amplificação da resposta plaquetária (ativação plaquetária) e 

interação plaqueta-plaqueta (agregação plaquetária). Estas respostas são 

mediadas pelos receptores presentes na superfície das plaquetas e resultam na 

formação do tampão plaquetário (CASTRO et al., 2006; JURK; KEHREL, 2005). 

 

  4.1.1 Adesão plaquetária 

 

 A adesão plaquetária à matriz subendotelial é a primeira etapa da 

hemostasia que envolve as plaquetas (ANDREWS; BERND, 2004; STASSEN; 

ARNOUT; DECKMYN, 2004). Após o rompimento da integridade do sistema 

vascular as plaquetas são recrutadas da circulação para a matriz subendotelial, 

as quais interagem com os componentes da matriz expostos na parede do vaso 

(JURK; KEHREL, 2005). Este é um processo complexo que depende da tensão 

de cisalhamento. Sob altas forças de cisalhamento, como ocorre em pequenas 

artérias e arteríolas, as plaquetas interagem com o FvW através do complexo 

plaquetário GPIb-V-IX. Em seguida, as plaquetas podem interagir diretamente 

com o colágeno através de seus principais receptores de colágeno, GPVI e α2β1. 
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Por sua vez, sob baixas forças de cisalhamento, as plaquetas aderem 

principalmente ao colágeno, fibronectina e laminina, através de integrinas β1 

(KAMIGUTI, 2005).   

 O FvW é uma glicoproteína plasmática multimérica de alto peso molecular 

sintetizado pelas células endoteliais. Os múltiplos sítios de ligação do FvW 

permitem a ligação à integrina plaquetária αIIbβ3 (também conhecida por GPIIb-

IIIa), assim como à subunidade GPIbα do complexo GPIb-V-IX  (JURK; KEHREL, 

2005; MATSUI; HMAMAKO, 2005). O FvW desempenha um papel crítico na 

adesão plaquetária uma vez que ele permite o primeiro contato das plaquetas 

com os componentes expostos no subendotélio (JURK; KEHREL, 2005). Ele atua 

como uma ponte molecular entre os receptores plaquetários, principalmente a 

subunidade GPIbα, e o colágeno do subendotélio. A afinidade do FvW circulante 

com a GPIbα plaquetária é baixa, mas é aumentada em condições de alto 

cisalhamento, devido às alterações conformacionais ocasionadas no FvW 

(OBERT et al., 2006; RUGGERI; MENDOLICCHIO, 2015). Por isso, sob 

condições estáticas, a ligação FvW-GPIbα não ocorre. Indutores não fisiológicos, 

tais como o antibiótico ristocetina são utilizados para reproduzir esse evento in 

vitro (MATSUI et al., 2002; NAVDAEV et al., 2014).  

 A ligação FvW-GPIbα, apesar de desempenhar um papel crítico na adesão 

plaquetária, apresenta uma taxa de dissociação rápida, não sendo capaz de 

induzir uma adesão plaquetária estável (RUGGERI, 2002). Entretanto, essa 

interação facilita a ligação direta das plaquetas com o colágeno subendotelial 

através da GPVI, que, por sua vez, gera sinais intracelulares que medeiam a 

ativação de outros receptores necessários para uma adesão plaquetária estável e 

irreversível na superfície do subendotélio, como α2β1 e αIIbβ3 (NIESWANDT; 

WATSON, 2003). Enquanto a integrina α2β1 liga-se diretamente ao colágeno, 

αIIbβ3 medeia uma adesão irreversível por se ligar à sequência RGD do FvW 

(GAWAZ, 2004).  

 Além disso, o contato inicial da GPIbα e da GPVI com componentes do 

subendotélio inicia uma transdução de sinais que resultam na ativação das 

plaquetas aderentes induzindo o aumento da concentração de Ca2+ citosólico, 

que, por sua vez, promove a secreção de agonistas plaquetários, aumentando a 

afinidade da integrina αIIbβ3 pelo FvW. Esses eventos intensificam a adesão 
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plaquetária e contribuem para a posterior formação de um agregado plaquetário 

(CASTRO et al., 2006; KAMIGUTI, 2005; ISRAELS et al., 2011).  

 

  4.1.2 Ativação plaquetária 

 

  A adesão plaquetária, seja induzida pelo colágeno ou por outros agonistas, 

como ADP ou trombina, induz uma rápida transdução de sinais, desencadeando 

uma série de eventos que sustentarão a adesão e a subsequente agregação 

plaquetária (CASTRO et al., 2006).  

 As plaquetas aderentes sofrem uma reorganização das proteínas do 

citoesqueleto que resulta em mudança conformacional, passando da forma 

discóide para o formato de esferas irregulares, com projeção de pseudópodes 

provenientes da membrana plasmática. Os pseudópodes formados facilitam a 

adesão das plaquetas à parede do vaso lesado, permitindo uma vedação efetiva 

(GAWAZ, 2004; ISRAELS et al., 2011; JURK; KEHREL, 2005). Além disso, os 

grânulos internos homogeneamente distribuídos nas plaquetas em repouso 

sofrem centralização e fusão com a membrana plasmática, resultando em 

secreção de seu conteúdo via exocitose (JURK; KEHREL, 2005). 

 O aumento dos níveis de Ca2+ citosólico, tanto a partir dos estoques de 

armazenamento de Ca2+ dentro das plaquetas, conhecido como sistema tubular 

denso, como a partir do influxo de Ca2+ no citoplasma, permite uma série de 

processos, como: secreção do conteúdo dos grânulos, ativação das PLA2s 

plaquetárias, reorganização da bicamada de fosfolípidos e ativação de integrinas 

plaquetárias (STASSEN; ARNOUT; DECKMYN, 2004).  

 As plaquetas possuem dois tipos de grânulos de armazenamento, os 

grânulos α e os grânulos densos. Os grânulos α contêm várias proteínas adesivas 

que atuam na interação das plaquetas com a parede do vaso lesado, como FvW, 

vitronectina e fibronectina, além de fatores de coagulação (fator V, VII, XI e XIII), 

fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e fibrinogênio. Os 

grânulos densos contêm ADP, ATP, serotonina e Ca2+ (JURK; KEHREL, 2005; 

STASSEN; ARNOUT; DECKMYN, 2004). Esses componentes quando secretados 

após a ativação plaquetária modulam as funções das plaquetas aderentes e 



27 

 

estimulam o recrutamento de plaquetas adicionais para formação de agregados 

na parede do vaso lesado (JURK; KEHREL, 2005).  

 Acredita-se que o ADP secretado pelos grânulos densos seja o principal 

amplificador da ativação plaquetária inicial. Ele atua via dois receptores 

plaquetários, P2Y1 e P2Y12. O receptor P2Y1 medeia a alteração conformacional 

das plaquetas e o aumento dos níveis de Ca2+ citosólico, o qual desempenha um 

papel central na ativação e atração plaquetária. Por sua vez, o receptor P2Y12 

potencializa a secreção plaquetária sustentando a ativação das plaquetas, e ativa 

a integrina αIIbβ3. A relação entre esses dois receptores plaquetários é que P2Y1 

inicia a resposta plaquetária, enquanto que P2Y12 atua reforçando-a (ANDREWS; 

BERND, 2004; DORSAM; KUNAPULI, 2004; GACHET, 2001; JURK; KEHREL, 

2005).    

 A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT), um potente vasoconstritor, atua 

sobre o receptor 5HT2A e amplifica, juntamente com o ADP, a resposta 

plaquetária. Além disso, a serotonina pode desempenhar um papel pró-

coagulante devido à retenção de proteínas pró-coagulantes na superfície das 

plaquetas, como fibrinogênio (DALE et al., 2002; JURK; KEHREL, 2005). 

 O aumento dos níveis de Ca2+ citosólico resultam na ativação das PLA2s 

plaquetárias. Essas enzimas clivam os fosfolipídeos, resultando na liberação de 

AA que por sua vez é convertido em tromboxano A2 (TXA2). Ao ligar ao seu 

receptor (TP), o TXA2 libera mais Ca2+ para o citosol, amplificando a resposta 

plaquetária. Dessa forma, assim como o ADP, o TXA2 atua como um mediador de 

feedback positivo na resposta plaquetária (STASSEN; ARNOUT; DECKMYN, 

2004). Além disso, o TXA2 tem uma atividade vasoconstritora e, portanto, 

favorece a formação do trombo pela redução do fluxo sanguíneo (GAWAZ, 2004). 

 Quando as plaquetas são ativadas, ocorre uma remodelação na 

distribuição dos fosfolipídeos da membrana, de forma que aqueles carregados 

negativamente ficam expostos na superfície externa das plaquetas. Estes se 

complexam com Ca2+, que então formam uma ponte com alguns fatores de 

coagulação. A colocalização desses fatores de coagulação na superfície das 

plaquetas ativadas facilita a propagação da coagulação e formação de trombina a 

partir de protrombina, culminando com intensa deposição de fibrina que reforçará 

o tampão plaquetário. A trombina, além de seu papel na coagulação, é um dos 
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mais poderosos agonistas plaquetários. Ela amplifica a ativação plaquetária ao 

interagir com seus receptores plaquetários GPIbα e clivgem de receptores 

ativados por proteases (PARs), PAR1 e PAR4 (COLLER et al., 2010; STASSEN; 

ARNOUT; DECKMYN, 2004). 

 

  4.1.3 Agregação plaquetária 

    

 A adesão das plaquetas, reorganização de seu citoesqueleto e secreção do 

conteúdo de seus grânulos são passos fundamentais para a formação do tampão 

plaquetário, porém o passo final é a interação plaqueta-plaqueta (STASSEN; 

ARNOUT; DECKMYN, 2004). O receptor central desse processo é a integrina 

αIIbβ3 (também conhecida por GPIIb-IIIa) (JURK; KEHREL, 2005). 

 Cerca de 40.000 - 80.000 receptores αIIbβ3 estão presentes por plaqueta. 

Nas plaquetas em repouso, esses receptores apresentam-se em um estado de 

baixa afinidade, os quais precisam ser ativados para ligarem-se aos seus ligantes 

(STASSEN; ARNOUT; DECKMYN, 2004). Todos os agonistas plaquetários, 

incluindo ADP, TXA2 e trombina, ao interagirem com seus receptores de 

membrana específicos, iniciam uma via de sinalização desencadeando mudança 

na conformação da integrina αIIbβ3, convertendo-a de seu estado de baixa 

afinidade para um estado ativado de alta afinidade a seus ligantes, devido à 

exposição de seus sítios de ligação. Assim, a integrina αIIbβ3 ativada liga-se ao 

fibrinogênio e/ou FvW, através de suas sequências RGD (arginina-glicina-

aspartato), os quais funcionam como uma ponte entre integrinas αIIbβ3 de 

plaquetas adjacentes ativadas, resultando na interação plaqueta-plaqueta, e por 

fim, na formação do tampão plaquetário sobre a superfície do vaso lesado 

(GAWAZ, 2004; ISRAELS et al., 2011).   

 Após a formação do tampão plaquetário, o processo de coagulação é 

acelerado na superfície das plaquetas ativadas, levando à estabilização do 

tampão devido à deposição de fibrina, formando um tampão hemostático sólido 

sobre a superfície danificada do endotélio vascular (YIP et al., 2005). A figura 06 

mostra um esquema simplificado dos processos de adesão, ativação e agregação 

plaquetária. 
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trombo resultante pode resultar em bloqueio do suprimento de sangue ao coração 

ou ao cérebro (YIP et al., 2005). 

 A terapia antiplaquetária pode, portanto, ser benéfica no tratamento e 

profilaxia de doenças trombóticas, devendo ser cuidadosamente administrada 

sem aumentar o risco de hemorragia (HARRISON, 2005). O agente 

antiplaquetário mais utilizado é o ácido acetilsalicílico (aspirina), embora existam 

também outros agentes, como clopidogrel, abciximab, eptifibatide e/ou tirofibana. 

Cada agente afeta as plaquetas de um modo diferente, podendo apresentar 

diferentes efeitos colaterais. Entretanto, todos interferem nos processos de 

adesão, ativação e/ou agregação plaquetária (CASTRO et al., 2006; GEIGER, 

2001). 

 O clopidogrel atua como um antiplaquetário por se ligar de maneira 

irreversível aos receptores P2Y12. Apesar de demonstrar eficácia, não pode ser 

considerado o antiagregante ideal devido à inibição irreversível dos receptores, 

aumentando o risco de sangramentos, à sua capacidade de apresentar 

resistência e a sua latência para atingir o pico de ação, o que reduz o seu 

benefício nos pacientes com síndrome coronariana aguda (FALCAO et al., 2013). 

Abciximab, eptifibatide e tirofibana inibem a agregação plaquetária por serem 

antagonistas da integrina αIIbβ3 (GPIIb-IIIa). Apesar de demonstrarem eficácia na 

redução do risco de complicações em pacientes com síndrome coronariana 

aguda, ainda apresentam possíveis efeitos adversos como hemorragia e 

trombocitopenia (GIORDANO et al., 2016; IBBOTSON; MCGAVIN; GOA, 2003; 

SHAH et al., 2009; WEI et al., 2016).  

 A aspirina inibe a agregação plaquetária por inibir o metabolismo do AA 

gerado a partir dos fosfolipídeos, através da inativação da cicloxigenase-1 (COX-

1) (CLELAND, 2002). Esse medicamento pode ser utilizado de forma preventiva 

nos eventos trombóticos cardiovasculares, entretanto seu uso para prevenção em 

pacientes de baixo risco é controverso devido ao risco de episódios hemorrágicos, 

toxicidade gástrica e síndrome de "resistência à aspirina" (ALTMAN et al., 2004; 

BATES; LAU, 2005; GRAEME; HANKEY; EIKELBOOM, 2006).  

 Diante desse contexto, novos agentes antiplaquetários com maior 

eficiência e menores efeitos colaterais estão sendo investigados para serem 

utilizados no desenho de novos medicamentos na prevenção e tratamento de 
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doenças trombóticas. Sabendo-se que componentes presentes na peçonha de 

serpentes são capazes de interferir na hemostasia, inclusive na função 

plaquetária, uma investigação detalhada dessas moléculas pode fornecer 

informações para a descoberta de novas drogas que possam ser utilizadas como 

alvos anti-trombóticos. 

 

 4.2 Ação de diferentes toxinas ofídicas sobre a função plaquetária 

 

 Nos últimos anos, uma grande quantidade de toxinas de peçonha de 

serpentes foram identificadas por interferirem na função plaquetária, promovendo 

ou inibindo a agregação das plaquetas, devido à sua seletividade aos receptores 

plaquetários, como GPIb-V-IX, GPVI, α2β1, αIIbβ3 ou aos seus respectivos ligantes, 

como FvW e/ou fibrinogênio. Geralmente, essas moléculas pertencem à família 

das SVMPs, SVSPs, PLA2s, SV-LAAOs, desintegrinas e lectinas tipo C-like 

(ANDREWS; BERND, 2000; BRAUD; BON; WISNER, 2000; CLEMETSON; LU; 

CLEMETSON, 2007; KINI, 2004; KOH; KINI, 2012; MARSH; WILLIAMS, 2005). A 

tabela 01 mostra como, geralmente, os principais compostos, enzimáticos ou não, 

isolados de peçonha de serpentes interferem na função plaquetária. 

 

             Tabela 01: Efeito de diferentes classes de toxinas ofídicas sobre a função plaquetária. 

Classes Efeito sobre a agregação 

plaqueária 

SVMPs Inibe 

SVSPs Ativa 

PLA2s Inibe e ativa  

SV-LAAOs Inibe e ativa 

Desintegrinas Inibe 

Lectinas tipo C-like Inibe e ativa 

  Fonte: adaptado de SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011. 

 

 Vários estudos mostram que as SVMPs, geralmente, estão relacionadas à 

inibição da agregação plaquetária (KAMIGUTI, 2005; MOURA-DA-SILVA; 

BUTERA; TANJONI, 2007; SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011). Essas enzimas 

podem interagir com proteínas adesivas enolvidas na hemostasia, como o 
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colágeno e FvW e também com receptores plaquetários, como αIIbβ3, α2β1 e GPIb-

V-IX (KAMIGUTI, 2005; MOURA-DA-SILVA; BUTERA; TANJONI, 2007). 

 A ação das SVMPs sobre a integrina αIIbβ3 geralmente está relacionada a 

SVMPs classe P-II, devido à presença do domínio desintegrina. A presença do 

motivo RGD no domínio desintegrina facilita a interação dessas enzimas com a 

integrina αIIbβ3 (MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000). Elas ligam-se com alta 

afinidade à essa integrina e inibem a agregação por bloquear a ligação do 

fibrinogênio com seu receptor. Como esta é uma etapa final e essencial para a 

agregação plaquetária, essas enzimas inibem a resposta plaquetária por todos os 

agonistas e são considerados potentes inibidores enzimáticos (MATSUI; 

FUJIMURA; TITANI, 2000; NIEWIAROWSKI et al., 1994).  

 Por sua vez, o efeito das SVMPs sobre a agregação plaquetária induzida 

por colágeno geralmente está relacionada a SVMPs classe P-III, devido à 

presença dos domínios dis-like e cys-rich. Essas enzimas, por possuírem um 

motivo alternativo no domínio dis-cys, não bloqueiam a interação entre a integrina 

αIIbβ3 e o fibrinogênio. Sua ação sobre a função plaquetária está concentrada no 

bloqueio da interação do colágeno com seu receptor (CALVETE et al., 2005; 

MOURA-DA-SILVA; BUTERA; TANJONI, 2007). A maioria das SVMPs classe P-

III parecem interferir com a integrina α2β1 (KAMIGUTI, 2005). A Jararhagin (SVMP 

classe P-III isolada de B. jararaca) inibe a agregação plaquetária induzida por 

colágeno devido a clivagem da subunidade β1 da integrina α2β1, resultando em 

plaquetas incapazes de responder ao estímulo de colágeno (DE LUCA et al., 

1995; KAMIGUTI; HAY; ZUZEL, 1996). Outro ponto importante envolvendo a ação 

das SVMPs na inibição da agregação plaquetária induzida por colágeno é a 

habilidade dessas enzimas de ligarem-se ao colágeno, como foi observado pela 

Jararhagin, Catrocollastatin (SVMP classe P-III isolada de C. atrox) e Crovidisin 

(SVMP classe P-III isolada de C. viridis). Essas enzimas se ligam às fibras de 

colágeno bloqueando sua ação com as plaquetas (LIU; HUANG, 1997; ZHOU; 

DANGELMAIER; SMITH, 1996).  

 A ação das SVMPs sobre o FvW é observada em ensaios de agregação 

plaquetária induzidos por ristocetina. Em geral, nesses estudos, a inibição da 

agregação plaquetária é atribuída a um efeito direto da enzima sobre o FvW. 

Alguns exemplos são: Jararhagin, Kaouthiagin (SVMP classe P-III isolada de Naja 
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Kaouthia), Acurhagin (SVMP classe P-III isolada de Agkistrodon acutus) e Crotalin 

(SVMP classe P-I isolada de C. atrox). Essas enzimas são capazes de hidrolisar o 

FvW tornando-o incapaz de desencadear as respostas necessárias para a 

agregação das plaquetas (HAMAKO et al., 1998; LAING; MOURA-DA-SILVA, 

2005; WANG; HUANG, 2002; WU; PENG; HUANG, 2001). Efeitos sobre o 

receptor de FvW, a GPIb-V-IX, também já foram relatados por algumas SVMPs, 

como Kistomin (SVMP classe P-III isolada de Calloselasma rhodostoma), 

Mocarhagin (SVMP classe P-III isolada de Naja mocambique mocambique) e 

Crotalin (HUANG; CHANG; TENG, 1993; WARD et al., 1996; WU; PENG; 

HUANG, 2001).  

 A atividade catalítica das SVMPs parece ser responsável pela maioria de 

suas atividades biológicas, entretanto algumas SVMPs enzimaticamente inativas 

ou domínios dis-like/cys-rich isolados, como encontrado na Jararhagin-C e na 

Catrocollastatina-C, também interferem na função da integrina α2β1, sugerindo 

que a atividade catalítica não desempenha um papel crucial nesse efeito 

(SHIMOKAWA et al., 1997;  USAMI et al., 1994). Os domínios adicionais ao 

domínio cataítico direcionam a enzima para seus alvos (KAMIGUTI, 2005).  

 A figura 07 mostra os possíveis alvos plaquetários das SVMPs de acordo 

com cada classe. 
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efeito bifásico sobre as plaquetas. Sob baixas concentrações ou após um período 

curto de incubação elas induzem a agregação, entretanto em altas concentrações 

ou após um longo período de incubação inibem a agregação (CLEMETSON; LU; 

CLEMETSON, 2007; KINI; EVANS, 1990; MOUNIER; BON; KINI, 2001; SAJEVIC; 

LEONARDI; KRIZAJ, 2011; TENG; CHEN; OUYANG, 1984). Alguns exemplos de 

PLA2s que interferem na função plaquetária são: Bthtx-II isolada de B. jararacussu 

induz a agregação paquetária (FULY et al., 2004), BmooPLA2 isolada de B. 

moojeni inibe a agregação induzida por colágeno e ADP (SILVEIRA et al., 2013) e 

uma PLA2 isolada de Vipera russelii apresenta um efeito bifásico (TENG; CHEN; 

OUYANG, 1984).  

 Algumas PLA2s inibem a agregação plaquetária por um mecanismo 

independente de sua atividade enzimática, como é o caso das PLA2s isoladas de 

Ophiophagus hannah e Pseudechis papuanus. A atividade anti-plaquetária 

dessas enzimas parece estar relacionada a uma alteração na morfologia das 

plaquetas devido à ruptura de seu citoesqueleto (HUANG; 

GOPALAKRISHNAKONE; KINI, 1997; LAING et al., 1995). 

 O papel das SV-LAAOs sobre as plaquetas ainda é controverso. Elas 

podem ativar ou inibir a agregação plaquetária. Os dois efeitos estão associados 

com a habilidade dessas enzimas produzirem H2O2, uma vez que a catalase 

atenua seu efeito. Entretanto, seu exato mecanismo de ação ainda não está 

esclarecido (CLEMETSON; LU; CLEMETSON, 2007; SAJEVIC; LEONARDI; 

KRIZAJ, 2011). O motivo da inibição da agregação plaquetária pode estar 

relacionado com a liberação ezimática de H2O2, o qual pode interferir com a 

interação entre receptores plaquetários (GPIIb-IIIa) e o fibrinogênio, prejudicando 

assim o mecanismo de agregação (CLEMETSON; LU; CLEMETSON, 2007; DU; 

CLEMETSON, 2002; SAKURAI et al., 2001). A indução da agregação plaquetária 

também está intimamente relacionada com a formação de H2O2 e subsequente 

síntese de TXA2, um agonista plaquetário (IZIDORO et al., 2014; LI; YU; LIAN, 

1994). Entretanto, o papel do H2O2 no processo de indução da agregação 

permanece incerto, uma vez que é improvável que o H2O2 sozinho seja 

responsável pelas atividades biológicas das SV-LAAOs. Provavelmente outros 

mecanismo desencadeiam essa potente atividade biológica (ZHONG et al., 2009). 

No caso da enzima NA-LAAO, isolada da peçonha de Naja atra, a sua ligação à 
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membrana plaquetária aumenta a sensibilidade das plaquetas ao H2O2 e, ao 

mesmo tempo, o H2O2 liberado pela enzima ativa as plaquetas por um mecanismo 

ainda desconhecido (LI et al., 2008).  

 As desintegrinas são consideradas potentes inibidores da agregação 

plaquetária (MARKLAND; SWENSON, 2013). Em geral, desintegrinas contendo o 

motivo RGD interferem na função plaquetária por bloquearem reversivelmente a 

integrina αIIbβ3 (GPIIb-IIIa), prevenindo a ligação do fibrinogênio ao seu receptor 

(KOH; KINI, 2012; MARSH; WILLIAMS, 2005). Antagonistas da integrina αIIbβ3 

inibem a agregação induzida por diversos agonistas, como ADP, trombina, 

colágeno e AA (CLEMETSON; LU; CLEMETSON, 2007). As disintegrins-like 

também são capazes de inibir a agregação. Entretanto, seu mecanismo de ação 

não está completamente esclarecido. Dados na literatura indicam que as 

atividades biológicas dessas moléculas estão atribuídas à sua habilidade de 

bloquear a interação das plaquetas ao colágeno (CALVETE et al., 2005; JIA et al., 

1997; ZHOU; SMITH; GROSSMAN, 1995). Duas drogas, Tirofibana (Aggrastat®) e 

Eptifibatide (Integrillin®), foram desenvolvidas com base em desintegrinas isoladas 

de peçonha de serpentes e estão disponíveis no mercado como agentes 

antiplaquetários (KOH; KINI, 2012). 

 As lectinas tipo C-like podem atuar como agonistas ou antagonistas 

plaquetários (SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011). Em geral, promovem ou 

inibem a agregação por se ligar ao FvW, GPIb e/ou receptores de colágeno 

(ANDREWS; BERND, 2000). Botrocetin (isolada de B. jararaca) e Bitiscetin 

(isolada de Bitis arietans) induzem a agregação plaquetária por se ligarem ao 

FvW e à GPIb simultaneamente (FUKUDA et al., 2005; MAITA et al., 2003). As 

lectinas tipo C-like, que atuam via GPIb, podem inibir a agregação por bloquear a 

ligação ao FvW ou à trombina, ou então podem mimetizar o FvW, ativando a 

agregação das plaquetas (CLEMETSON; LU; CLEMETSON, 2007). Echicetin 

(isolada de Echis carinatus) se liga especificamente à GPIb e bloqueia a interação 

ao FvW e à trombina (NAVDAEV et al., 2001). Convulxin (isolada de C. durissus 

terrificus) pode se ligar à GPVI e/ou GPIb, desempenhando papel na ativação 

plaquetária (HORII; BROOKS; HERR, 2009; KANAJI et al., 2003). Rhodocytin 

(isolada de Calloselasma rhodostoma) induz a agregação via α2β1 e GPIb 

(BERGMEIER et al., 2001). EMS16 (isolada de E. multisquamatus) inibe a 
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agregação plaquetária induzida por colágeno por se ligar à integrina α2β1 

(MARCINKIEWICZ et al., 2000). 

 Em suma, sabendo-se que as moléculas presentes na peçonha de 

serpentes têm capacidade de interagir com componentes do sistema hemostático 

humano interferindo na função plaquetária, uma investigação detalhada dessas 

moléculas pode fornecer ferramentas importantes no desenvolvimento de testes 

de diagnósticos e novos agentes terapêuticos para distúrbios hemostáticos. Além 

disso, a grande diversidade estrutural, de  especificidade e mecanismos de ação 

desses componentes ampliam ainda mais o seu potencial uso terapêutico.      
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Abstract 

 

Snake venoms are complex mixtures of biologically active peptides and proteins. 

A number of them interact with components of the human hemostatic system 

affecting platelet aggregation and/or promoting physiological and biochemical 

changes in specific tumor cells interfering with angiogenesis, proliferation, survival, 

adhesion and migration of tumor cells. In this study, we identified, for the first time, 

a peptide from B. alternatus snake venom that inhibits collagen-induced platelet 

aggregation, which was named BaltPAi (platelet aggregation inhibitor from 

Bothrops alternatus snake venom). In addition, BaltPAi also presented cytotoxic 

effect on human cervix epitheloid carcinoma and human prostate adenocarcinoma 

cell lines. The results presented here suggest that the BaltPAi is similar of a 

protein fragment present in the C-terminal region of snake venom phospholipase 

A2 enzymes. This peptide has potential clinical usefulness for the development of 

novel antithrombotic drugs and in cancer therapy since peptides may be easily 

synthesized via solid-phase chemistry or expressed in a recombinant form. 

 

 

Keywords: Snake venom; Bothrops alternatus; Antiplatelet; Antitumor 
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1 Introduction 

 

 Snake venoms are complex mixtures of enzymatic and non-enzymatic 

toxins with neurotoxic, cytotoxic, cardiotoxic, myotoxic and others activities (Chan 

et al., 2016; Pal et al., 2002; Sajevic, Leonardi, Krizaj, 2011). The ability of some 

snake venom toxins to cause toxicity is associated with their high specificity and 

affinity for cells and tissues (Vyas et al., 2013). Because of these properties, snake 

venom toxins have attracted interest of biochemists and pharmacologists as 

potential pharmaceutical agents (Mccleary and Kini, 2012). Over the last few 

decades, several hundreds of proteins and peptides from snake venoms have 

been purified and characterized as antiplatelet (Koh and Kini, 2012; Sajevic, 

Leonardi, Krizaj, 2011; Queiroz et al., 2014a; Queiroz et al., 2014b; Queiroz et al., 

2017), antitumoral (Calderon et al., 2014; Costa et al., 2017; Ebrahim et al., 2016; 

Silva et al., 2015), antibacterial (Sulca et al., 2017; Wen et al., 2013), antiviral 

(Muller et al., 2012; Muller et al., 2014), antiparasitic (Borges et al., 2016; Passero 

et al., 2007) and antifungal agents (Cavalcante et al., 2017; Yamane et al., 2013).  

Toxins from snake venoms may selectively modulate platelet function, 

either promoting or inhibiting platelet aggregation by targeting GPIb-IX-V, α2β1, 

GPVI, αIIbβ3 and others ligands, such as von Willebrand factor (vWF) and collagen 

(Andrews and Berndt, 2000; Chang et al., 2017; Chen et al. 2011; Queiroz et al., 

2017; Sajevic, Leonardi, Krizaj, 2011). Antiplatelet toxins appear to be useful tools 

for investigating the mechanisms involved in hemostasis. These toxins have been 

widely used as molecular tools for the development of diagnostic tests and new 

therapeutic agents or drugs for the treatment of thrombotic disorders (Chan et al., 

2016; Koh and Kini, 2012; Mccleary and Kini, 2012). 

 Snake venom toxins can also act towards tumor cells. The ability of some of 

these toxins to have an inhibitory effect on tumor cells makes them potential 

candidates for the cancer treatment and this fact has been known for a long time 

(DeWys, Kwaan, Bathina, 1976). These toxins show antitumor activity by directly 

killing the tumor cells, inhibiting tumor angiogenesis or suppressing tumor growth 

(Calderon et al., 2014; Chan et al., 2016; Jain and Kumar, 2012; Sobrinho et al. 

2016). 
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 In the present study, we identified and characterized a peptide from 

Bothrops alternatus venom that potently inhibits the platelet aggregation and the 

proliferation of human cervix epitheloid carcinoma (HeLa) and human prostate 

adenocarcinoma (PC-3) cells. 

 

2 Material and Methods  

 

2.1 Material  

B. alternatus venom was purchased from Bioagents Serpentarium 

(Batatais, SP, Brazil). Acrylamide, ammonium bicarbonate, ammonium 

persulphate, bromophenol blue, ethylenediaminetetracetic acid (EDTA), glycine, β-

mercaptoethanol, N,N′-methylene-bis-acrylamide, sodium dodecyl sulphate (SDS), 

N,N,N′,N′-tetramethylethylenediamine (TEMED), Tris and Roswell Park Memorial 

Institute-1640 (RPMI) medium were purchased from Sigma Chemical Co. (St. 

Louis, MO, USA). All chromatographic media (DEAE-Sephacel, Sephadex G-75 

and source 15 RPC ST 4.6/100 columns) were purchased from GE Healthcare 

Technologies (Uppsala, Sweden). MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

2H-tetrazolium bromide) and dimethyl sulfoxide (DMSO) were purchased from 

Amresco. All agonists used in the platelet aggregation assays (collagen from 

equine tendon and adenosine diphosphate (ADP) were purchased from Helena 

Laboratories (Beaumont, Texas, USA). HeLa (human cervix epitheloid carcinoma), 

PC-3 (human prostate adenocarcinoma) and VERO (african green monkey 

kidney) cells line were kindly provided by Laboratory of Nanobiotechnology of the 

Federal University of Uberlândia. All other reagents used were of analytical grade. 

 

2.2 Human blood 

 Human blood was obtained from 10 voluntary donors aged between 18 and 

65, weighing more than 50 kg, no signs and symptoms of disease, malnutrition or 

dehydration, and they declared no use of any medication that interferes with 

hemostasis or use of illicit drugs or alcohol in the last 24 h before the experiment. 

The experiments were performed in accordance with current guidelines for human 

research established by the Committee for Ethics in Human Research of the 
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Federal University of Uberlândia (CEP/UFU), Minas Gerais, Brazil (Protocol 

number 1.627.982/2016). 

 

2.3 Fractionation of B. alternatus crude venom 

 B. alternatus crude venom was fractionated using the methodology 

previously described by Bernardes et al. (2008) with modifications. Crude venom 

(400 mg) was dissolved in 50 mmol/L of AMBIC (ammonium bicarbonate buffer) 

(pH 7.8) and clarified by centrifugation at 10,000 g for 10 min. The supernatant 

solution was applied onto a DEAE-Sephacel column (2.5 × 20 cm) previously 

equilibrated with 50 mmol/L of AMBIC (pH 7.8). Elution was carried out at a flow 

rate of 20 mL/h with a linear concentration gradient of AMBIC (50 mmol/L - 

1.0 mol/L). Fractions with 3.0 mL/tube were collected and their absorbances were 

recorded at a wavelength of 280 nm on a spectrophotometer (BioSpec-Mini 

Shimadzu Biotech, Japan). Then a molecular exclusion chromatography on a 

Sephadex G-75 column and a reverse-phase HPLC chromatography were 

performed. The Sephadex G-75 column (1.0 × 100 cm) was previously 

equilibrated with 50 mmol/L AMBIC (pH 7.8). The samples were eluted with 

50 mmol/L of AMBIC at a flow rate of 20 mL/h. Fractions with 3.0 mL/tube were 

collected and their absorbance was recorded at a wavelength of 280 nm. The 

reverse-phase chromatography was performed in a source 15 RPC ST 4.6/100 

column using the ÄKTApurifier™ HPLC system. The column was equilibrated with 

solvent A (0.065% trifluoroacetic acid) and eluted with a linear concentration 

gradient from 0 to 100% of solvent B (0.050% trifluoroacetic acid containing 

acetonitrile) at a flow rate of 1.0 mL/min. Absorbance was monitored at 

wavelength of 280 nm and fraction of 1.0 mL/tube were collected. This last step of 

fractionation resulted a fraction capable of inhibiting the platelet aggregation, 

which was denominated RP. 

 

2.4 Protein analysis  

The dosages of protein solutions were determined by the method previously 

described by Bradford (1976), using bovine serum albumin as standard. The 

concentration of peptide solutions was performed using a UV absorption method 
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that calculates concentration from absorbance at 214 nm, using a BioSpec-mini 

spectrophotometer (Shimadzu Biotech, Japan). 

 

2.5 Platelet aggregation assay 

 Platelet aggregation assays were performed in human platelet-rich plasma 

(PRP) and measured using an automated four-channel Aggregometer (AggRAMTM 

version 1.1, Helena Laboratories, USA) as described by Queiroz et al. (2014a) 

with modifications. Human blood collected in sodium citrate was centrifuged at 100 

g for 12 min at room temperature to obtain PRP. Platelet-poor plasma (PPP) was 

obtained from the residue by centrifugation of citrated blood at 1,000 g for 15 min. 

Aggregation was triggered with collagen (10 μg/mL) or ADP (20 µM).  The effect 

on collagen-induced platelet aggregation was tested immediately after adding the 

RP fraction (15, 10 and 5 µg) to PRP. In turn, the effect on ADP-induced platelet 

aggregation was tested after incubating the RP fraction (15 µg) with PRP for 15 

min at 37°C. One hundred percent aggregation was expressed as the percentage 

absorbance relative to PPP aggregation. Control experiments were performed 

using only agonists. All experiments were carried out in triplicate. 

 

2.6 Cell culture 

 HeLa, PC-3 and VERO cell lines were maintained as a monolayer culture in 

RPMI 1640 supplemented with 10% bovine fetal serum (BFS), 25 mM HEPES, 

100 U/mL penicillin, 100 µg streptomycin, 2 mM L-glutamine and 3 mM sodium 

bicarbonate and maintained in a humidified incubator containing 5% CO2 at 37°C.  

 

2.7 Cytotoxicity assay 

 The cytotoxicity assays of RP fraction towards HeLa, PC-3 and VERO 

cultures were evaluated by the colorimetric MTT assay, according to the 

manufacturer's recommendations, with slight modifications. The cells (2 × 104 

cells/well) were seeded into a 96-well plate for adhesion. After 24 h of incubation 

(37°C) the cells were treated with B. alternatus crude venom (50 µg/mL) (positive 

control) or different concentrations of RP fraction (100, 50, 25 and 12.5 µg/mL) 

diluted with RPMI medium. The untreated cells served as negative control. After 

24 h, MTT solution was added to each well at a final concentration of 2 mg/mL and 
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the plates were incubated at 37°C for 1 h. The crystal formazan was dissolved by 

addition of 100 μL of DMSO to each well. The absorbance was detected at 560 nm 

in a microplate reader (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, Thermo 

Scientific, USA). All experiments were carried out in triplicate. The cytotoxicity rate 

was calculated as follows: Cytotoxicity (%) = (1 − absorbance of the treated 

wells)/(absorbance of the control wells) × 100%. 

 

2.8 Statistical Analysis 

 Statistical significant values were compared to controls by two-way ANOVA 

followed by Bonferroni's test using the software Prism 5.0 (GraphPad Software 

Inc., USA). Data are presented a mean ± standard error (n ¼ 3). Differences with 

p values of less than 5% were considered significant (p < 0.05).   

 

2.9 Mass spectrometry analysis 

 RP fraction was subjected to analysis on a MALDI-TOF/TOF mass 

spectrometer (ultrafleXtreme, Bruker Daltonics, Germany), in positive and reflector 

mode, after external calibration using a standard mixture of peptides. All detected 

ions were subjected to MS/MS fragmentation. MS/MS fragmentation was carried 

out using the LIFT mode (Suckau et al., 2003). Peptides identification was 

performed by manual interpretations through De novo method by identifying all 

major fragmentation series. The primary structures of all sequenced peptides were 

compared with the sequences of other related proteins/peptides using BLAST 

(Basic Local Alignment Search) program (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

3 Results and discussion 

  

 Snake venom toxins have been shown to possess a wide spectrum of 

biological activities because of their high affinity and selectivity for receptors, ion 

channels or plasma proteins (Calderon et al., 2014; Chan et al., 2016; McCleary 

and Kini, 2012). The diversity of these toxins makes them excellent models from 

which new therapeutic agents may be developed (Dhananjaya and Sivashankari, 

2015; Koh and Kini, 2012; Vyas et al., 2013). Snake venom toxins with antiplatelet 

or antitumor activities usually belong to metalloproteinase (DeClerck, 2000; Zhu et 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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al., 2010), serine proteinase (Nishida et al., 1994; Shibuya et al., 1990), 

phospholipase A2 (PLA2) (Cummings, 2007; Santos-Filho et al., 2008), L-amino 

acid oxidase (SV-LAAO) (Samel et al., 2006; Sun et al., 2010), C-type lectin (Lu et 

al., 2004; Nunes et al., 2012) or disintegrin (Kauskot et al., 2008; Markland et al., 

2001) families. In the present work, we identified and characterized, for the first 

time, a peptide from B. alternatus snake venom with antiplatelet and cytotoxic 

activities on HeLa and PC-3 cell lines.  

 The fractionation of the B. alternatus snake venom was carried out using 

three chromatographic steps including ion-exchange chromatography on a DEAE-

Sephacel column, molecular exclusion chromatography on a Sephadex G-75 

column and reverse-phase HPLC chromatography in a source 15 RPC ST 4.6/100 

column, resulting in the purification of an antiplatet fraction, named RP (results not 

shown). Our results showed that 10 μg of this fraction, immediately inhibited 

approximately 55% of collagen-induced platelet aggregation, whereas 15 μg 

completely inhibited the aggregation immediately after adding collagen (Fig. 1A). 

Moreover, when this fraction was incubated with human PRP for 3 min prior to the 

addition of collagen the aggregation was completely inhibited even at low doses (5 

μg), demonstrating its potent antiplatelet effect (data not shown). In addition, RP 

fraction had no effect on ADP-induced platelet aggregation even when it was pre-

incubated with PRP for 15 min at 37°C (Fig. 1B).  

Collagen is the most thrombogenic component of the subendothelial matrix 

and plays an essential role in thrombus formation providing a substrate for platelet 

adhesion (Nieswandt et al., 2001). A large number of collagen receptors have 

been identified in platelets, including α2β1 integrin and GPVI (Deckmyn et al., 

2012). A current model of platelet adhesion suggests that the first step in platelet 

recruitment to collagen in high shear stress (e.g. stenosed arteries) occurs 

indirectly by binding of platelet GPIb-IX-V to collagen-bound vWF (Savage, 

Cattaneo, Ruggeri, 2001). The vWF-GPIb binding is insufficient for stable 

adhesion, but it is important to recruit other platelets and facilitates the direct 

binding of platelets to collagen with the major collagen receptors, GPVI 

(Nieswandt and Watson, 2003). The interaction mediated by the GPVI upregulate 

the activity of α2β1 integrins which in turn promotes subsequent α2β1-collagen 

binding (Nieswandt et al., 2001; Ozaki, Suzuki-Inoue, Inoue, 2009). The high 
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affinity binding of α2β1 to collagen strengthens firm adhesion and induces platelet 

activation with agonists release such as adenosine diphosphate (ADP) and 

thromboxane A2 (TXA2). These secreted agonists promote the activation of αIIbβ3 

integrin (GPIIb/IIIa) that bind to fibrinogen and link adjacent platelets inducing 

thrombus formation (Jurk and Kehrel, 2005).  

Snake venom toxins that are involved in platelet aggregation inhibition could 

be used to design antithrombotic agents, especially toxins targeting collagen 

receptors, since they have the advantage of blocking the initial processes of the 

thrombogenic reaction (Andrews and Bernt, 2000; Clemetson, Lu, Clemetson, 

2007; Manon-Jensen, Kjeld, Karsdal, 2016). Several different platelet aggregation 

inhibitors that interferes with the interaction between collagen and its receptors 

have been isolated from snake venom (Andrews and Berndt, 2000; Markland, 

1998; Wijeyewickrema, Berndt, Andrews, 2005). This inhibition may occur by 

cleaving (Hsu, Wu, Huang, 2008; Sanchez et al., 2016) or binding to these ligands 

(Kumar et al., 2011; Wang, Shih, Huang, 2005; Wang, 2007). Jararhagin, a well 

know P-III SVMP from B. jararaca acts as a collagen receptor antagonist. Its 

platelet aggregation inhibition is mediated through its binding to platelet α2-subunit, 

followed by proteolysis of the β1-subunit (Kamiguti, Hay, Zuzel, 1996; Paine et al., 

1992). Catrocollastatin is also an P-III SVMP isolated from Crotalus atrox that 

inhibits collagen-induced platelet aggregation, however it exerts its effect by 

directly binding to collagen (Zhou, Smith, Grossman, 1995; Zhou, Dangelmaier, 

Smith, 1996). On the other hand, the snake venom C-type lectin from Bitis 

gabonica rhinoceros, Rhinocetin, targets α2β1 integrin blocking its activity 

(Vaiyapuri et al., 2012). Other examples are: Acurhagin (Wang, Shih, Huang, 

2005), Trowaglerix (Chang et al., 2017) and AAV1 (Wang, 2007) that inhibit 

collagen-induced platelet aggregation by blocking platelet GPVI; Flavocetin-A 

(Arlinghaus and Eble, 2013) and NN-PF3 (Kumar et al., 2011) that bind to α2β1 

integrin; and Kistomin (Hsu, Wu, Huang, 2008) that inhibits platelet aggregation 

through its proteolytic activity on GPVI. Our results suggest that the RP fraction 

interacts with the collagen receptors (α2β1 or GPVI), potentially inhibiting the 

platelet aggregation. In addition, we rule out a possible cleavage of collagen or 

one of its receptors since RP fraction does not exhibit proteolytic activity (data not 

shown). 
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 A number of toxins from snake venoms also may bind specifically to cancer 

cell membranes, affecting the migration, adhesion, proliferation and invasion of 

these cells, suggesting their promising use as antitumor agents (Calderon et al., 

2014; Chan et al., 2016; Jain and Kumar, 2012; Vyas et al., 2013). To evaluate the 

cytotoxic effect of RP fraction, MTT assays were performed using both tumor cell 

lines HeLa and PC-3, and one non-tumoral cell line, VERO. Our results showed 

that the RP fraction induces significant cytotoxicity toward HeLa and PC-3 cells, 

both tumor cell lines, in a dose-dependent manner. RP fraction (100 µg/mL) 

presented approximately 90% of cytotoxicity toward HeLa cell line 24 h after 

treatment, and approximately 50% of cytotoxicity toward PC-3 cell line under the 

same conditions. Surprisingly, RP fraction (100 µg/mL) showed a little cytotoxic 

effect (20%) on the non-tumoral cell line (VERO) 24 h after treatment (Fig. 2). 

These results showed that the cytotoxicity induced by the RP fraction on the tumor 

cell lines tested, is higher than the cytotoxicity on the non-tumoral cell line tested, 

suggesting that this toxin may preferentially target these tumor cells.  

 Snake venom toxins may inhibit cell proliferation and promote cell death by 

different means: induction of apoptosis and/or necrosis (Ali et al., 2000; Silva et 

al., 2015; Torii, Naito, Tsuruo, 1997; Wu et al., 2013); generation of H2O2 (Iijima, 

Kisugi, Yamazaki, 2003; Naumann et al., 2011; Samel et al., 2006); decreasing or 

increasing the expression of proteins that control cell cycle (Cura et al., 2002; 

Gomes et al., 2007); causing damage to cell membranes (Cummings, 2007; 

Dubovskii and Utkin, 2015; Sobrinho et al., 2016) or targeting specific integrins 

(Chung et al., 2003; Kamiguti et al., 1997; Macedo, Fox, Castro, 2015; 

Marcinkiewicz et al., 2003; Sarray et al. 2001; Sarray et al., 2007; Yang et al., 

2005).  

 Integrins imply an important class of cell surface adhesion receptors 

critically involved in cell-cell and cell-matrix interactions. They contribute to 

important processes such as survival, proliferation, angiogenesis, migration and 

invasion (Calderon et al., 2014; Gould et al., 1990; Yang et al., 2005). Thus, 

integrin antagonists provide a special interest as possible candidate targets for the 

development of antiangiogenic and antimetastatic cancer therapies (Brooks et al., 

2010; Kamiguti, Zuzel, Theakston, 1998; Macedo, Fox, Castro, 2015; Selistre-de-

Araujo et al., 2010). Particularly the subfamilies β1 and β3 have been identified as 
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major functional adhesion receptors on tumor cells playing a key role in their 

proliferation and migration (Hou et al., 2016; Lundstrom et al., 1998; Marcinkiewicz 

et al., 2003; Morini et al., 2000; Pluijm et al., 1997; Trikha, Clerck, Markland, 

1994). Results presented in this work suggest that the RP fraction may target α2β1 

integrin on tumor cells interfering with the adhesion of them to the extracellular 

matrix since this fraction supposedly interacts with the α2β1 platelet integrin. 

However, further studies are needed to better understand its mechanism of action 

regarding its inhibitory activity in cancer cell proliferation.  

In order to identify which peptide is responsible for the antiplatelet and 

cytotoxicity activities, RP fraction was analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry 

and the ions corresponding to its peptides were fragmented by MS/MS and De 

novo sequenced. MALDI-TOF mass spectrometry analysis showed that RP 

fraction is composed of peptides with molecular mass range from 900 to 2,200 Da 

(results not shown). The peptides were fragmented (MS/MS) to determine their 

amino acid sequences and the sequences found were subject to BLAST searches. 

Among them, two sequences aroused our interest. The first one, when subjected 

to BLAST search, showed 100% identity to a fragment of a phospholipase A2 from 

snake venom already described. In turn, the second one also showed 100% 

identity with the metalloprotease  isolated from Bothrops moojeni venom.  

Similar to the RP fraction, the phospholipase A2 is also described as an 

antiplatelet and cytotoxic snake venom toxin. This toxin inhibits collagen-induced 

platelet aggregation in a dose-dependent manner and inhibits the proliferation of 

different cell lines. Thus, we suggest that the small the sequence identified in this 

work, which was named BaltPAi (platelet aggregation inhibitor from Bothrops 

alternatus snake venom), is responsible for the antiplatelet and cytotoxic activities 

of this phospholipase A2. In addition, previous studies performed in our laboratory 

showed that the metalloprotease has no inhibitory effect on platelet aggregation 

(results not shown). 

Small peptides have attracted the attention and interest of pharmaceutical 

companies that search for new drug leads due to their simpler structures and 

therapeutic potential. Moreover, the peptides can be easily synthesized via solid-

phase chemistry or expressed in a recombinant form. These properties make them 



72 

 

particularly suitable probes for the development of pharmacological drugs (Chan et 

al., 2016; Duggan and Tuck, 2015; Mccleary and Kini, 2012).  

In summary, in this work, we first identified a peptide from B. alternatus 

snake venom with potent antiplatelet activity on collagen-induced platelet 

aggregation and specific cytotoxic activity on tumor cell lines (HeLa and PC-3). 

This peptide may be of great importance to medicine since it has therapeutic 

potential for the development of antithrombotic drugs as well as applications in 

cancer therapy. 
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where PPP represents the maximum response (100%). Control experiments were 

performed in the absence of the RP fraction. 
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Fig. 2: Analysis of RP fraction cytotoxicity towards HeLa, PC-3 and VERO cell 

lines by MTT assay. Cell lines were treated with different concentrations (100, 50, 

25 and 12.5 µg/mL) of RP for 24 h. These results are representative of at least 3 

independent experiments. Data show the mean ± standard deviation (S. D.). 

*Statistically significant difference (p<0.05) compared to control. 
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Abstract 

 

A number of snake venom proteins that interfere on platelet aggregation have 

been isolated. However, there are no reports in the literature of small-mass 

peptides interfering in aggregation. In the present study, we identified and 

characterized, for the first time, a peptide from Bothrops moojeni snake venom, 

which was named BmooPAF, that potentially induces platelet aggregation without 

affecting in vitro cell viability. Monoclonal antibodies (anti-integrin α2b and anti-

GP1BA) showed a significant inhibitory effect on BmooPAF-induced platelet 

aggregation. On the other hand, anti-GPVI antibody showed no effect on platelet 

function. These findings, associated with molecular docking, indicate that 

BmooPAF induces platelet aggregation via binding to the GPIbα platelet receptor 

leading to αIIbβ3 integrin activation. BmooPAF could be of interest as a new tool for 

basic research on platelet plug formation and diagnostic use for some platelet 

disorders. 

 

 

Keywords: Bothrops moojeni; Snake venom; Platelet-activating factor 
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1 Introduction  

  

 Snake venoms contain a complex mixture of non-enzymatic and enzymatic 

compounds that selectively modulate platelet adhesion, activation and aggregation 

through a specific effect upon the adhesion receptors or their ligands (Andrews 

and Berndt, 2000; Hamako et al., 1996; Hooley et al., 2008; Horii, Brooks, Herr, 

2009; Kanaji et al., 2003; Lambert et al., 2008; Lu et al., 2004; Lu et al., 2005; 

Marcinkiewicz et al., 2000; Polgar et al., 1997; Serrano et al., 2006; Tanjoni et al., 

2010; Usami et al., 1993; Wang, Shih, Huang, 2005). The components that 

interfere with platelet function are divided into two main categories: those that 

inhibit platelet aggregation (Della-Casa et al., 2011; Jakubowski et al., 2013; 

Naumann et al., 2011; Queiroz et al., 2014a,b; Silveira et al., 2013) and those that 

activate it (Andrews et al., 2001; Fully et al., 2004; Rodrigues et al., 2009; Vilca-

Quispe et al., 2010). Both components attract researchers: the first by medical 

interest, as a tool for the development of novel therapeutic agents to prevent and 

treat thrombotic disorders and the latter as a tool for the diagnosis of some 

disorders including von Willebrand and Bernard-Soulier diseases (Braud, Bon, 

Wisner, 2000; Hutton and Warrell, 1993; Sajevic, Leonardi, Krizaj, 2011).  

 The mechanism of action of snake venom toxins that induce platelet 

aggregation has not been well elucidated. Some snake venom serine proteases 

(SVSPs) activate platelet aggregation due to the hydrolysis of protease-activated 

receptors expressed in human platelets, similar to thrombin (Santos et al., 2000). 

Studies have also shown that other SVSPs, as well as some C-type lectins and 

some snake venom metalloproteases (SVMPs) may activate platelet aggregation 

by interacting with specific platelet receptors (Andrews et al 2001; Chen et al., 

2011; Chung, Peng, Huang, 2001; Clemetson, Lu, Clemetson, 2005; Clemetson, 

2010; Du et al., 2001; Hirotsu et al., 2001; Lu et al., 2004). The L-amino acid 

oxidases from snake venoms (SV-LAAOs) may act as platelet aggregation 

inducers by a currently unknown mechanism. Some studies suggest that the H2O2 

produced by the enzymatic action of this toxin may be responsible for the platelet 

aggregation activation, since the released H2O2 leads to the synthesis of 

thromboxane A2 (TXA2), a platelet aggregation inducer (Abdelkafi-Koubaa et al., 

2014; Izidoro et al., 2006; Li, Yu, Lian, 1994; Rodrigues et al., 2009; Stábeli et al. 
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2007; Wei et al., 2003). The phospholipases A2 (PLA2s) can activate platelet 

aggregation by cleaving the platelet membrane phospholipids, thereby releasing 

arachidonic acid and its metabolites, such as TXA2 (Markland,1998; Mounier et al., 

1994). 

To date, there are no published reports about small-mass peptides from 

snake venom able to activate platelet aggregation. In this study we identified and 

characterized, for the first time, a peptide from Bothrops moojeni venom that 

induces platelet aggregation.  

 

2 Material and Methods  

 

2.1 Material  

B. moojeni venom was purchased from Bioagents Serpentarium (Batatais, 

SP, Brazil). Acrylamide, ammonium bicarbonate, ammonium persulphate, 

bromophenol blue, ethylenediaminetetracetic acid (EDTA), glycine, β-

mercaptoethanol, N,N′-methylene-bis-acrylamide, sodium dodecyl sulphate (SDS), 

N,N,N′,N′-tetramethylethylenediamine (TEMED), Tris, monoclonal anti-GP1BA, 

anti-GPVI (ab1), monoclonal anti-integrin α2b (CD41) and Roswell Park Memorial 

Institute-1640 (RPMI) medium were purchased from Sigma Chemical Co. (St. 

Louis, MO, USA). All chromatographic media (DEAE-Sephacel and Sephadex G-

75) were purchased from GE Healthcare Technologies (Uppsala, Sweden). MTT 

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) and dimethyl 

sulfoxide (DMSO) were purchased from Amresco. Collagen from equine tendon 

used in the platelet aggregation assays was purchased from Helena Laboratories 

(Beaumont, Texas, USA). HeLa (human cervix epitheloid carcinoma), PC-3 

(human prostate adenocarcinoma) and VERO (african green monkey kidney) cells 

line were kindly provided by Laboratory of Nanobiotechnology of the Federal 

University of Uberlândia. All other reagents used were of analytical grade. 

 

2.2 Human blood 

The experiments were performed in accordance with current guidelines for 

human research established by the Committee for Ethics in Human Research of 

the Federal University of Uberlândia (CEP/UFU), Minas Gerais, Brazil (Protocol 
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number 1.627.982/2016). Blood was obtained by blood donation from 10 

individuals who were invited to participate in the research as volunteer donors. 

The criteria for selection of donor volunteers included: absence of signs or 

symptoms of disease, malnutrition or dehydration, aged between 18 - 65 years, 

weight more than 50 kg, no use of any medication that interferes with hemostasis, 

no use of illicit drugs, no alcohol consumption in the last 24 h preceding the 

experiment and no hemostasis disorders.  

 

2.3 Fractionation of B. moojeni crude venom 

Crude venom from the B. moojeni snake was fractionated using the 

methodology previously described by Bernardes et al. (2008) with modifications. 

Crude venom (400 mg) was dissolved in 50 mmol/L AMBIC (ammonium 

bicarbonate buffer) (pH 7.8) and clarified by centrifugation at 10,000 × g for 10 

min. The supernatant solution was fractionated on a DEAE-Sephacel column (2.5 

x 20 cm) with an increasing concentration gradient (50 mmol/L - 1.0 mol/L) of 

AMBIC, and on a Sephadex G-75 column (1.0 x 100 cm). This last step of 

fractionation resulted in a fraction capable of inducing the platelet aggregation, 

which was named DG. Chromatographs were carried out at a flow rate of 20 mL/h 

and fractions with 3.0 mL/tube were collected. All peaks were monitored by 

measuring absorbance at 280 nm on a BioSpec-Mini spectrophotometer 

(Shimadzu Biotech, Japan). 

 

2.4 Protein analysis  

The dosages of protein solutions were determined by the method previously 

described by Bradford (1976), using bovine serum albumin as standard. The 

concentration of peptide solutions was performed using a UV absorption method 

that calculates concentration from absorbance at 214 nm, using a BioSpec-mini 

spectrophotometer (Shimadzu Biotech, Japan). 

 

2.5 Platelet aggregation assay  

Platelet aggregation assays were performed in human platelet-rich plasma 

(PRP) and measured using an automated four-channel Aggregometer (AggRAMTM 

version 1.1, Helena Laboratories, USA) as described by Queiroz et al. (2014a) 
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with modifications. Aggregation was triggered with collagen (10 μg/mL) or different 

doses of DG fraction (10, 30 and 50 μg). The effect of DG-induced platelet 

aggregation was also tested after heating the toxin (50 μg) for 15 min at 100ºC 

prior adding to PRP. In some assays, antibodies (monoclonal anti-GP1BA, anti-

GPVI (ab1) and monoclonal anti-integrin α2b (CD41)) at a final concentration of 

25 μg/mL were pre-incubated with PRP for 5 min at 37°C prior to the addition of 

the DG fraction (50 μg). One hundred percent aggregation was expressed as the 

percentage absorbance relative to platelet-poor plasma (PPP) aggregation. All 

experiments were carried out in triplicate. 

 

2.6 Cell culture 

 HeLa, PC-3 and VERO cell lines were maintained as a monolayer culture in 

RPMI 1640 medium supplemented with 10% bovine fetal serum (BFS), 25 mM 

HEPES, 100 U/mL penicillin, 100 µg streptomycin, 2 mM L-glutamine and 3 mM 

sodium bicarbonate and maintained in a humidified incubator containing 5% CO2 

at 37°C.  

 

2.7 Cell viability assay 

 Cell viability assays were evaluated by the colorimetric MTT assay, 

according to the manufacturer's recommendations, with slight modifications. HeLa, 

PC-3 and VERO cells (2 x 104 cells/well) were seeded into a 96-well plate for 

adhesion. After 24 h of incubation (37ºC) the cells were treated with B. moojeni 

crude venom (100 µg/mL) (positive control) or different concentrations of DG 

fraction (100, 50, 25 and 12.5 µg/mL) diluted with RPMI medium. The untreated 

cells served as negative control. After 24 h MTT solution was added to each well 

at a final concentration of 2 mg/mL and the plates were incubated at 37°C for 1 h. 

The crystal formazan was dissolved by addition of 100 μL of DMSO to each well. 

The absorbance was detected at 560 nm in a micro-plate reader (Multiskan GO 

Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific, USA). All experiments were 

carried out in triplicate. Cell survival rate was calculated as (absorbance of the 

treated wells)/(absorbance of the control wells) × 100%. 
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2.8 Statistical Analysis 

 Statistical significant values were compared to controls by two-way ANOVA 

followed by Bonferroni's test using the software Prism 5.0 (GraphPad Software 

Inc., USA). Data are presented a mean ± standard error (n ¼ 3). Differences with 

p values of less than 5% were considered significant (p < 0.05). 

 

2.9 Mass spectrometry analysis 

 DG fraction was subjected to peptide mass fingerprinting on a MALDI-

TOF/TOF mass spectrometer (ultrafleXtreme, Bruker Daltonics, Germany), in 

positive and reflector mode, after external calibration using a standard mixture of 

peptides. All detected ions were subjected to MS/MS fragmentation. MS/MS 

fragmentation was carried out using the LIFT mode (Suckau et al., 2003). Mass 

spectra were analyzed using flexAnalysis and Biotools software (Bruker 

Daltonics). Protein identification was performed using Mascot software (Perkins et 

al., 1999). The searches were performed against the NCBI database (Johnson et 

al., 2008) with 100 ppm mass tolerance and fragmentation mass tolerance of 0.5 

Da. The search parameters were restricted to Chordata and allowed one missed 

cleavage, S-pyridylethylation of cysteines as fixed modification and oxidation of 

methionine as variable modification.  

 

2.10 Bioinformatic analysis 

 

2.10.1 Peptides structure prediction  

The first step to evaluate the possible peptide involved in platelet activation 

and GPIbα interaction was to predict the peptides structure using PEP-FOLD3 

(http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3). In 

sequence, the given structure was checked in the MolProbity platform 

(http://molprobity.biochem.duke.edu/) through the construction of Ramachandran 

plot. The PeptideRanker was used to evaluate the possible probability of biological 

activity of the peptide. 

 

 

 

http://mobyle.rpbs.univ-paris-diderot.fr/cgi-bin/portal.py#forms::PEP-FOLD3
http://molprobity.biochem.duke.edu/
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2.10.2 GPIbα structure 

The sequence of GPIbα was found in SWISS-PROT (accession number 

P07359.2) and the glycoprotein structure was modelled using SWISS-MODEL 

(https://swissmodel.expasy.org/). The 1P9A crystal was used as reference and the 

GPIbα structure was validated trough PDBsum (http://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/databases/cgi-in/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html).  

 

2.10.3 Molecular docking 

A rigid molecular docking between each peptide and the glycoprotein was 

performed in Cluspro One platform (https://cluspro.bu.edu/login.php). This 

molecular docking approach utilizes FFT (Fast Fourier Transform) correlation 

approach for execute the rigid body docking using the clustering of the generated 

structures for identification of the largest cluster that possibly can represent the 

model of the complex based on the RMSD (Root Mean Square Deviation) and the 

refinement of selected structures. The only structure refining was done through 

minimizing the Charm energy in the program.  

Following the molecular docking, the viability of the GPIbα-peptide 

complexes were checked. Firstly, we checked the complex structures by PDBsum 

that generates a Ramachandran plot. Secondly, the interface area average 

(ΔASA) which indicates the changes of surface area upon protein complex 

formation, and the normalized B factor average (avgΣB) which is measured to 

quantify the vibrational motion of an atom, were calculated by PDBePISA 

(http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/) and ResQ 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ResQ/), respectively as described by Liu, Li, 

Li (2014) to distinguish true protein interactions from crystal packing contacts. 

Finally, the interacting residues between the peptide and GPIbα were evaluated in 

LIGPLOT. 

 

3 Results and Discussion 

 

 Snake venoms are known to contain a number of molecules that interfere 

on hemostasis. Many of them, such as SVMPs, SVSPs, PLA2, SV-LAAOs, C-type 

lectins and disintegrins may inhibit or activate platelet aggregation (Queiroz et al., 

https://swissmodel.expasy.org/
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-in/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-in/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html
https://cluspro.bu.edu/login.php
http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/
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2017 for review). In the present work, we describe the identification and 

characterization of a platelet-activating peptide from B. moojeni snake venom.  

B. moojeni crude venom was fractionated using two-step procedure 

including ion-exchange chromatography on a DEAE-Sephacel column and 

molecular exclusion chromatography on a Sephadex G-75 column (results not 

shown). The fraction (DG) obtained by the molecular exclusion chromatography 

was subjected on platelet aggregation assays. Surprisingly, our results showed 

that the DG fraction was able to activate the platelet aggregation in a dose-

dependent manner (Fig. 1A). This fraction (50 μg) activates the platelet 

aggregation in human PRP similarly to collagen-induced platelet aggregation 

(10 μg/mL) (approximately 100% of platelet aggregation), one of the most potent 

platelet agonist (Manon-Jensen, Kjeld, Karsdal, 2016). Lower doses (10 and 30 μg 

of DG fraction) activated approximately 28 and 50%, respectively, of platelet 

aggregation. In addition, the three-dimensional structure of the peptide appears to 

be important for the platelet aggregation activation since when preheated (for 15 

min at 100°C) its effect on platelets was completely lost (Fig. 1B).  

In order to identify the platelet membrane receptors involved in DG-induced 

platelet aggregation, the following antibodies were used: monoclonal anti-GP1BA 

(specific for GPIbα), anti-GPVI (ab1) (specific for GPVI) and monoclonal anti-

integrin α2b (CD41) (specific for αIIb). GPIbα represents the major functional 

subunit of GPIb-V-IX complex and is a specific receptor for von Willebrand factor 

(vWF) whereas GPVI is the major signaling receptor for collagen on platelets 

(Matsui and Hamako, 2005; Nieswandt and Watson, 2003). αIIb integrin undergoes 

proteolytic cleavage releasing two disulfide linked chains, 114 kDa (heavy) and 22 

kDa (light), which associate with β3 to form the major fibrinogen receptor in 

activated platelets (αIIbβ3 integrin, also known as GPIIb/IIIa) (Bennett, 2005). All of 

these receptors are critical for platelet aggregation and defects in any them lead to 

coagulation disorders (Harrison, 2005). 

Our results strongly suggest that platelet aggregation induced by the DG 

fraction is directly associated with vWF and fibrinogen receptors. This fraction 

loses its effect on platelets when these receptors were neutralized by their 

respective antibodies (monoclonal anti-GP1BA and monoclonal anti-integrin α2b). 

On the other hand, collagen receptors are not involved in the DG-induced platelet 
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aggregation since the anti-GPVI antibody did not interfere with aggregation (Fig. 

2C). The vWF-GPIbα complex plays an essential role in mediating the hemostatic 

response of platelets to injured blood vessels, functioning as the primary binding 

between platelets and the subendothelial matrix under high shear forces (e.g. 

stenosed arteries) (Berndt, Metharom, Andrews, 2014; Clemetson, 2012; Gardiner 

and Andrews, 2014; Kulkarni et al., 2000). This binding is insufficient for stable 

adhesion because of its low affinity for interaction and rapid dissociation rate. 

However, it is important to recruit platelets at the injury site and to enable the 

interaction of other receptors for the thrombogenic surface, as the binding of GPVI 

to collagen, resulting in an irreversible adhesion (Nieswandt et al., 2001; 

Nieswandt and Watson, 2003). These interactions trigger intracellular signals that 

promote platelet activation and release of different agonists (e.g. adenosine 

diphosphate (ADP) and TXA2), which in turn mediate the recruitment of additional 

platelets and promote the activation of the αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) receptor. This 

receptor binds platelet-platelet through fibrinogen or vWF and, finally, forms the 

platelet plug (Jurk and Kehrel, 2005; Kamiguti, 2005; Offermanns, 2006; Varga-

Szabo, Pleines, Nieswandt,  2008). As DG-induced platelet aggregation was 

inhibited by anti-GP1BA and anti-integrin α2b monoclonal antibodies, we can 

suggest that DG fraction have peptide(s) that acts as platelet aggregation inducers 

because of its interaction with the GPIbα platelet receptor, which, in turn, 

culminates in the αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) integrin activation. 

We performed some assays to test the DG fraction ability to reduce the 

viability of some cells. For this, the viability of HeLa, PC-3 and VERO cell lines 

were evaluated after treatment with DG fraction (100, 50, 25 and 12.5 µg/mL) by 

MTT assays. Our results showed that even at high concentration (100 µg/mL) the 

DG fraction did not significantly reduce the viability of the tested cell lines 24 h 

after treatment (Fig. 2). 

In order to identify which peptide(s) is(are) responsible for the platelet 

aggregation activation, DG fraction was analyzed by MALDI-TOF mass 

spectrometry. MALDI-TOF mass spectrometry analysis showed that DG fraction is 

composed of peptides with molecular mass range from 650 to 2,000 Da (results 

not shown). In addition, the major peptides were fragmented (MS/MS) and their 

amino acid sequences were determined. All sequenced peptides were submitted 
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to a molecular docking study to verify the possible interaction with GPIbα. Among 

them, the molecular docking demonstrated that only one peptide interacts with 

GPIbα, which was named BmooPAF (platelet-activating factor from Bothrops 

moojeni snake venom). Furthermore, according to Mooney et al. (2012), the 

Peptide Ranker analysis demonstrated that BmooPAF is the main peptide to 

possess a favorable score for developing biological activity (score of 0.97 of 1). 

In our study, we used the Cluspro One platform for molecular docking 

studies (BmooPAF/GPIbα interaction). This platform is widely used for evaluate 

protein-protein, protein-DNA and protein-peptide interactions (Jiang et al., 2013; 

Rakhmetov et al., 2015). As result, the molecular docking between all sequenced 

peptides and GPIbα resulted in the formation of 7 or 10 clusters between each 

peptide and the receptor. To select the best interaction model, firstly, a 

Ramachandran plot was done using PDBsum. The complex formed by BmooPAF 

and GPIbα presented the best G-score (average = -0.34) (Fig. 3A and B). Then,  

these interactions were confirmed by measurement of ΔASA and avgΣB. We 

obtained an ΔASA of 11830.31 Å2 (Fig. 3D) and the avgΣB was bellow -10 (Fig. 

3C). The Ramachandran plot of BmooPAF-GPIbα interaction was compatible with 

a viable structure according to the parameters established by De Beer et al. 

(2014).  Furthermore, the literature shows that a threshold of ΔASA at 856 Å2 is 

able to distinguish crystal packing contacts from homodimers with high accuracy 

(Ponstingl, Henrick, Thornton, 2000) and a cutoff of ΔASA at 650 Å2 has been 

shown to provide low error rates to identify true protein-ligand interactions. Even 

more, avgΣB bellow -10 is a reasonable predictor of true complex interactions (Liu, 

Li, Li, 2014). Therefore, these results suggest that BmooPAF is the possible 

GPIbα linker and this interaction is not an artifact. 

The LIGPLOT analysis demonstrated that the ASP79, ASP122, TYR146, 

LYS148, ASP191 and GLN248 amino acid residues on GPIbα are major target of 

BmooPAF (results not shown). Another important point is that our analysis 

demonstrated mainly non-bonded contacts and hydrogen bonds. This is in 

accordance with previous studies which show that the interaction between GPIbα 

and vWF is formed mainly by non-bonded contacts and hydrogen bonds (Dumas 

et al., 2004; Huizinga et al., 2002; Uff et al., 2002). The GPIbα residues that were 

found to interact with BmooPAF are part of the binding domain between GPIbα 
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and vWF (Dumas et al., 2004; Uff et al., 2002). This domain is important since it 

has been shown that the mutation in this interaction site changes the affinity of 

GPIbα-vWF complex leading to platelet-type and type 2B von Willebrand diseases 

(Dumas et al., 2004; Huizinga et al., 2002). In addition, the interaction of the OS1 

inhibitor, a peptide isolated from a cysteine-constrained phage display library, to 

this domain has been shown to be a target for inhibit platelet aggregation and 

thrombus formation (McEwan, Andrews, Emsley, 2009). 

A number of snake venom proteins that activate platelet aggregation 

specifically modulating the vWF-GPIbα interaction have already been isolated. 

Many of these proteins belong to one of two major protein families, the C-type 

lectins and serine proteinases families (Andrews and Berndt, 2000; Matsui and 

Hamako, 2005). An example is the serine proteinase bothrombin from B. jararaca 

venom, which activates platelet aggregation by binding to the GPIbα receptor. 

Similar to BmooPAF, bothrombin-induced platelet activity was completely inhibited 

by anti-GPIbα monoclonal antibody (Nishida et al., 1994; Serrano and Maroun, 

2005). Other examples are the C-type lectins aggretin, mucetin, bilinexin and 

alboluxin that target specific GPIbα sites leading to platelet aggregation activation 

(Chung, Peng, Huang, 2001; Du et al., 2001; Du et al., 2002; Lu et al., 2004).  

 These snake venom proteins are suitable probes for basic research on 

platelet plug formation mediated by GPIb-V-IX receptor and for subsidiary 

diagnostic use for some platelet disorders (Matsui and Hamako, 2005). The C-type 

lectin alboaggregin-B from T. albolabris venom, that also binds to GPIbα platelet 

receptor, has been used to quantitate vWF platelet receptors and to detect vWF-

GPIbα-dependent disorders (Kowalska et al., 1998; Peng, Lu, Kirby, 1991; 

Yoshida et al., 1993, 1995). 

 Interestingly, in this work we identified a peptide, BmooPAF, that potentially 

induces platelet aggregation. Among the snake venom components, peptides, in 

particular, are being extensively studied after the discovery of their diverse 

pharmacological properties and simpler structures. They represent a huge and 

undiscovered source of new therapeutic leads (Chan et al., 2016; Kaas and Craik, 

2015). 

 In summary, BmooPAF-induced platelet aggregation was inhibited in the 

presence of anti-GP1BA and anti-integrin α2b (CD41) monoclonal antibodies. 
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These results, associated with molecular docking, indicate that BmooPAF may 

activate platelets by interacting with GPIbα leading to αIIbβ3 integrin activation. 

BmooPAF provides a potentially useful tool for studying the mechanism of plug 

formation and for use as diagnostic tools of some platelet disorders. Further 

investigations about this peptide are necessary to detail its platelet activation 

mechanisms and molecular characteristics as well as to clarify some of the 

unresolved questions concerning the role of the GPIb-V-IX complex in platelet 

adhesion and activation. 
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preheated DG fraction (50 μg) to 100ºC for 15 min before addition to PRP. (C) 

Antibodies inhibition assays: monoclonal anti-GP1BA, anti-GPVI (ab1) and 

monoclonal anti-integrin α2b (CD41) antibodies (25 μg/mL) were pre-incubated 

with PRP for 5 min at 37°C prior to the platelet aggregation activation with DG 

fraction (50 μg). Control experiment was performed using only DG fraction (50 μg). 

Platelet aggregation was recorded for 10 min in an automated four-channel 

Aggregometer (AggRAMTM version 1.1) (Helena Laboratories, USA).  Results were 

expressed as an increase in light transmission, where PPP represents the 

maximum response (100%). 
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Fig. 2: Viability analysis of HeLa, PC-3 and VERO cell lines treated with DG 

fraction by MTT assay. Cell lines were treated with different concentrations (100, 

50, 25 and 12.5 µg/mL) of DG for 24 h. The results are expressed as the 

percentage of growth of the treated cells compared to the untreated control cells. 

These results are representative of at least 3 independent experiments. Data show 

the mean ± standard deviation (S. D.). *Statistically significant difference (p<0.05) 

compared to control. 
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his work reports the puriication and functional characterization of BmooPAi, a platelet-aggregation-inhibiting factor from
Bothrops moojeni snake venom.he toxin was puriied by a combination of three chromatographic steps (ion-exchange on DEAE-
Sephacel, molecular exclusion on Sephadex G-75, and ainity chromatography on HiTrap� Heparin HP). BmooPAi was found to
be a single-chain protein with an apparent molecular mass of 32 kDa on 14% SDS-PAGE, under reducing conditions. Sequencing
of BmooPAi by Edman degradation revealed the amino acid sequence LGPDIVPPNELLEVM.he toxin was devoid of proteolytic,
haemorrhagic, deibrinating, or coagulant activities and induced no signiicant oedema or hyperalgesia. BmooPAi showed a rather
speciic inhibitory efect on ristocetin-induced platelet aggregation in human platelet-rich plasma, whereas it had little or no efect
on platelet aggregation induced by collagen and adenosine diphosphate. he results presented in this work suggest that BmooPAi
is a toxin comprised of disintegrin-like and cysteine-rich domains, originating from autolysis/proteolysis of PIII SVMPs from B.
moojeni snake venom. his toxin may be of medical interest because it is a platelet aggregation inhibitor, which could potentially
be developed as a novel therapeutic agent to prevent and/or treat patients with thrombotic disorders.

1. Introduction

Snake venoms comprise pharmacologically active proteins
and peptides, both enzymatic and nonenzymatic, such as
phospholipases A2, metalloproteinases, serine proteinases,
nucleotidases, L-amino acid oxidase, disintegrins, and C-
type lectins [1–4]. Several snake venom metalloproteinases
(SVMPs) have been isolated and characterized by their bio-
logical activities.hese enzymes play a key role in the promi-
nent local tissue damage and systemic alterations caused
by snake venom. SVMPs induce haemorrhage, myonecrosis,

skin damage, inlammation, and degradation of extracellular
matrix components. In addition, some SVMPs afect platelet
function, while others degrade blood clotting factors, poten-
tiating the haemorrhagic efect [4–8].

SVMPs comprise a group of zinc-dependent enzymes
of varying molecular mass, widely distributed in Viperidae
venoms.hey are synthesized asmultidomain precursors and
stored in the venom gland as inactive zymogens [7, 9–11].
SVMPs are classiied into threemajor classes, PI, PII, andPIII,
according to their size (molecular mass) and domain orga-
nization. PI SVMPs include small metalloproteinases with
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only the metalloproteinase domain. PII SVMPs comprise
medium-size proteinases composed of onemetalloproteinase
and one disintegrin domain. PIII SVMPs have an additional
cysteine-rich domain following the disintegrin-like domain
and, in some cases, a lectin-like domain. PII and PIII SVMPs
are divided into several subclasses based on proteolytic
processing. PII SVMPs can be processed into a metallopro-
teinase domain and a nonenzymatic disintegrin, and PIII
SVMPs can also be degraded, releasing a stable fragment
which corresponds to the disintegrin-like and cysteine-rich
domains (dis-cys domain) [12, 13].

Several studies have investigated SVMPs as platelet aggre-
gation inhibitors due to their speciicity to platelet integrins
[4, 7, 10, 14–18]. he disintegrin domain usually contains
the RGD (Arg-Gly-Asp) or KGD (Lys-Gly-Asp) motifs in its
inhibitory loop, which binds with a high degree of selectivity
to the �IIb�3 platelet integrin (also known as GPIIb/IIIa),
blocking the last phase of platelet aggregation and clot
formation [18, 19]. herefore, SVMPs are considered potent
platelet aggregation inhibitors [7]. Unlike the disintegrin
domain, whose integrin-binding motif is well characterized,
the dis-cys domain possesses the XXCD (X-X-Cys-Asp)
motif, instead of the usual RGD, and its targets are not yet
fully elucidated.he extant literature indicates that the biolo-
gical activities attributed to this domain result from its ability
to block the interaction of platelets with collagen [19].

In the present study, we describe the isolation and
functional characterization of BmooPAi, a toxin comprised
of the dis-cys domain, originating from autolysis/proteolysis
of PIII SVMPs from Bothrops moojeni snake venom, which
showed an inhibitory efect on platelet aggregation.

2. Materials and Methods

2.1. Material. Desiccated B. moojeni venom was purchased
from Bioagents Serpentarium (Batatais, SP, Brazil). Acry-
lamide, ammonium bicarbonate, ammonium persulphate,
azocasein, bromophenol blue, ethylenediaminetetracetic acid
(EDTA), bovine ibrinogen, glycine, �-mercaptoethanol,
�,��-methylene-bis-acrylamide, sodium dodecyl sulphate
(SDS), �,�,��,��-tetramethylethylenediamine (TEMED),
and Tris were purchased from SigmaChemical Co. (St. Louis,
MO,USA).Molecular weightmarkers for electrophoresis and
all chromatographicmedia (DEAE-Sephacel, SephadexG-75,
HiTrap Heparin HP and C2/C18 columns) were purchased
fromGEHealthcare Technologies (Uppsala, Sweden). All the
agonists used in the platelet aggregation assays (collagen from
equine tendon, adenosine diphosphate (ADP), and risto-
cetin) were purchased fromHelena Laboratories (Beaumont,
Texas, USA). All other reagents used were of analytical grade.

2.2. Animals. Male Swissmice (20–25 g) andmaleWistar rats
(200–250 g) were provided by the Centro de Bioterismo e
Experimentação Animal (CEBEA) at the Federal University
of Uberlândia (Uberlândia-MG, Brazil). he animals were
maintained under conditions of controlled temperature (22±
2∘C) and light/dark cycle (12 hours) with free access to
food and water. he experimental protocol was approved
by the Committee for Ethics in Animal Experimentation of

the Federal University of Uberlândia (CEUA/UFU), Minas
Gerais, Brazil (Protocol number 108/12).

2.3. Human Blood. he experiments were performed in
accordance with current guidelines for human research,
established by the Committee for Ethics in Human Research
of the Federal University of Uberlândia, Minas Gerais, Brazil
(CEP/UFU, Protocol number 1.627.982/2016). Blood was
obtained by blood donation from 10 individuals who were
invited to participate in the research as volunteer donors.
he criteria for the selection of donor volunteers included no
signs or symptoms of disease, malnutrition, or dehydration;
age between 18 and 65 years; weight more than 50 kg; no use
of any medication that interferes with haemostasis; no use
of illicit drugs; no alcohol consumption in the last 24 hours
preceding the experiment; and no haemostasis disorders.

2.4. Isolation of BmooPAi. Protein isolation was carried out
in three steps. he crude venom of B. moojeni (200mg)
was dissolved in 2.0mL of 0.05M ammonium bicarbonate
bufer (pH 7.8) and clariied by centrifugation at 10,000×g
for 10min. he supernatant was applied to a DEAE-Sephacel
column (2.5 × 20 cm) previously equilibrated with 0.05M
ammonium bicarbonate bufer (pH 7.8). Chromatography
was carried out at a low rate of 20mL/h, with a linear
concentration gradient of the same bufer (0.05–0.6M),
and fractions of 3.0mL/tube were collected. All peaks were
monitored by measuring absorbance at 280 nm on a spec-
trophotometer (BioSpec-Mini; Shimadzu Biotech, Japan).
he seventh peak, designated D7, was pooled, lyophilised,
and applied to a Sephadex G-75 column (1.0 × 100 cm)
previously equilibrated with 0.05M ammonium bicarbonate
bufer (pH 7.8). he samples were eluted from this column
with the same bufer, at a low rate of 20mL/h, and fractions of
3.0mL/tube were collected. he second fraction, designated
D7S2, was pooled, lyophilised, and submitted to the third step
of separation using a HiTrap Heparin HP column (5 × 1mL)
in an ÄKTApuriier� HPLC system, previously equilibrated
with 20mM Tris-HCl bufer (pH 7.0) containing 5mM
calcium chloride.he samples were eluted with an increasing
concentration gradient of 20mM Tris-HCl bufer (pH 7.0)
containing 2.0M sodium chloride. Elution was carried out
at a low rate of 30mL/h; fractions of 1.0mL/tube were
collected and the absorbance was read at 280 nm. Isolated
BmooPAi was concentrated in the major peak. To evaluate
the degree of purity, isolated BmooPAi was passed through
a reverse-phase C2/C18 column (4.6 × 100mm) using the
ÄKTApuriier HPLC system. he column was equilibrated
with solvent A (0.1% triluoroacetic acid) and eluted with a
linear concentration gradient from 0 to 100% of solvent B
(70% acetonitrile, 0.1% triluoroacetic acid) at a low rate of
0.3mL/min. Absorbance was monitored at 280 nm.

2.5. Protein Analysis. he protein concentration was deter-
mined using the method established by Bradford [20]. Deter-
mination of the protein concentration was performed in
triplicate and the absorbance was measured at 595 nm. he
protein concentration (mg/�L) was determined from linear
regression calculations based on the values obtained from
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the standard curve. Polyacrylamide gel electrophoresis in the
presence of sodium dodecyl sulphate (SDS-PAGE) was per-
formed using 14% (w/v) gels. Electrophoresis was carried out
at 20mA/gel in Tris-glycine bufer (pH 8.3) containing 0.01%
SDS. he molecular mass standard proteins used included
phosphorylase b (97 kDa), bovine serum albumin (66 kDa),
ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), soybean
trypsin inhibitor (20.1 kDa), and �-lactalbumin (14.4 kDa).
Gels were stained with Coomassie blue R-250, 0.2% (w/v).
he relative molecular mass of BmooPAi was estimated using
Kodak 1D image analysis sotware.

2.6. N-Terminal Sequencing. he sequencing was performed
in amembrane obtained from the puriied protein in solution.
he liquid sample was loaded onto an Applied Biosystems
Prosorb� device. he protocol for sample preparation using
this device was followed, and the Prosorb membrane was
loaded onto the instrument for sequence analysis.

2.7. Proteolytic Activity upon Fibrinogen. Fibrinogenolytic
activity was assayed as previously described [21], with brief
modiications. Samples containing 25�L of bovine ibrinogen
(3mg/mL saline) were incubated with 20�g of BmooPAi for
120min at 37∘C. he reaction was stopped by the addition
of a denaturing bufer containing 10% (v/v) glycerol, 10%
(v/v) �-mercaptoethanol, 0.2% (w/v) SDS, and 0.001% (w/v)
bromophenol blue (pH6.8). Reaction products were analysed
using 14% (w/v) SDS-PAGE.

2.8. Proteolytic Activity upon Azocasein. Samples of 20 �g
BmooPAi were supplemented with 200�L of saline and
incubated for 60min with 800�L of azocasein solution
(1mg/mL). he reaction was stopped by the addition of
200�L of 15% trichloroacetic acid to precipitate the unde-
graded azocasein. he mixture was let standing for 20min
before centrifugation at 10,000×g for 10min. he proteolytic
activity was estimated by reading the absorbance of the clear
supernatant at 405 nm. One unit of azocaseinolytic activity
was deined as the amount of enzyme that produced an
absorbance increase of 0.01 units.

2.9.Haemorrhagic Activity. Haemorrhagic activitywas deter-
mined as previously described [22], with somemodiications.
Groups of three male Swiss mice were administered a dorsal
skin subcutaneous injection of 50 �g BmooPAi diluted in
25 �L of saline. Ater three hours, animals were euthanized
by an overdose of ketamine/xylazine, the skin was removed
and the diameter of the haemorrhagic spot was measured on
the inner surface. Control animals received the same volume
of sterile saline.

2.10. Deibrinating Activity. Deibrinating activity was car-
ried out as previously described [23], with slight modii-
cations. Groups of three male Swiss mice were intraperi-
toneally injected with 50�g BmooPAi (50�g/100 �L saline).
Control animals received the same volume of sterile saline.
Ater one hour, mice were euthanized by an overdose of
ketamine/xylazine and bled by cardiac puncture. Whole
blood was placed in tubes and kept at 25–30∘C. Activity was

determined by measuring the time to the onset of blood
clotting.

2.11. Coagulant Activity. Coagulant activity was assayed
using bovine plasma. he plasma samples were mixed with
3.8% sodium citrate (9 : 1, v/v) and centrifuged at 2,500×g
for 15min to obtain platelet-rich plasma (PRP). BmooPAi
(25 �g/25 �L), the same volume of saline (negative control),
or 0.2mol/L calcium chloride (positive control) was added to
200�L of citrated bovine PRP at 37∘C. Clotting activity was
determined by measuring the time to ibrin clot onset by a
coagulometer (CLO Timer).

2.12. Evaluation of Paw Oedema Formation. Groups of
three male Wistar rats received an intraplantar injection of
BmooPAi (50 �g/100 �L saline) into the subplantar region of
one hind paw. An equal volume of sterile saline was injected
into the contralateral paw. he volume of each paw was
measured using a plethysmometer (model 7140; Ugo Basile,
Italy) before and 1, 2, 3, 4, 5, 6, and 24 h ater the injection.
Results were calculated as the diference between each paw
and expressed as the percentage increase in paw volume
relative to the initial volume.

2.13. Evaluation of Hyperalgesia. Hyperalgesia was measured
according to the paw pressure test, as previously described
[24], with slight modiications. Groups of three male Wistar
rats received an intraplantar injection of BmooPAi (50 �g/
100 �L saline) into the right hind paw. An equal volume of
sterile saline was injected into the let hind paw for control.
he weight in grams (g) required to elicit a nociceptive
response, that is, paw lexion, was determined as the noci-
ceptive threshold. A cut-of value of 300 gwas used to prevent
damage to the paws.he nociceptive threshold wasmeasured
before and 1, 2, 3, 4, 5, 6, and 24 h ater BmooPAi injection
using a Randall-Selitto apparatus (EFF-440 model; Insight,
Brazil). Results were calculated as the diference between each
paw and expressed as the percentage decrease in nociceptive
threshold relative to the initial threshold. To reduce stress,
the rats were habituated to the apparatus one day before the
experiment.

2.14. Platelet Aggregation Assay. Platelet aggregation assays
were performed as previously described [25] in human PRP
and measured using the automatic Aggregometer 4 channels
(AggRAM� version 1.1; Helena Laboratories, USA). Human
blood collected in sodium citrate was centrifuged at 100×g
for 12min at room temperature to obtain PRP. Platelet-poor
plasma (PPP) was obtained from the residue by centrifu-
gation of citrated blood at 1,000×g for 15min. Assays were
carried out using 200 �L of PRP maintained at 37∘C under
continuous stirring, in siliconized glass cuvettes. Aggregation
was triggered with collagen (10�g/mL), ADP (20�M), or
ristocetin (1.5mg/mL) immediately ater adding BmooPAi
(10, 25 and 50�g) to human PRP. Finally, 100% aggregation
was expressed as the percentage absorbance relative to PPP
aggregation. Control experiments were performed using
only platelet agonists. All experiments were carried out in
triplicate.
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3. Results and Discussion

In recent years, a number of snake venom proteins that
interfere with platelet function have been identiied. Most of
these proteins belong to the SVMP family, and their efects
are probably due to the presence of dis-cys domains which
interactwith speciic proteinmolecules on plateletmembrane
surfaces [25–29]. In this work, we report the puriication
and functional characterization of BmooPAi, a platelet-
aggregation-inhibiting factor, comprised of dis-cys domains
processed from PIII SVMPs from B. moojeni snake venom.

he toxin was isolated using a three-step procedure,
including ion-exchange, gel iltration, and ainity chro-
matographies. Other toxins have been puriied using similar
procedures, including BmooFIBMP-I [30] and BmooMP�-1
[31], both metalloproteinases puriied from B. moojeni snake
venom. B. moojeni crude venom (200mg) was applied to
ion-exchange chromatography on a DEAE-Sephacel column,
which produced eight main protein peaks, designated D1 to
D8 (Figure 1(a)). he D7 fraction represented around 5.5%
(w/w) of the crude venom; it was submitted to gel iltration
chromatography on a Sephadex G-75 column, resulting in
four peaks, designated D7S1 to D7S4 (Figure 1(b)). he D7S2
fraction (∼3.3%) was further fractionated over an ainity
chromatography HiTrap Heparin HP column using the
ÄKTApuriier HPLC system (Figure 1(c)). he nonadsorbed
fraction (∼1.7%) was able to inhibit platelet aggregation and it
was designated BmooPAi (platelet aggregation inhibitor from
B. moojeni). his fraction was devoid of proteolytic, haem-
orrhagic, deibrinating, or coagulant activities. In addition,
BmooPAi did not cause hyperalgesia and oedematogenic
responses in the hind paw when rats received a 50�g intra-
plantar injection of the toxin. hus, BmooPAi does not
contribute to the local efects caused by B. moojeni enveno-
mation.

he homogeneity of this sample was demonstrated by
SDS-PAGE, showing a single protein band around 32 kDa
in the presence or absence of the reducing agent �-
mercaptoethanol (Figure 1(d)). he degree of purity of the
isolated BmooPAi was conirmed by reverse-phase HPLC
chromatography on a C2/C18 column, revealing a unique
major peak (Figure 1(e)).

BmooPAi was subjected to N-terminal sequencing by
Edman degradation. he irst 15 amino acid residues from
N-terminal sequencing were determined to be LGPDIVPP-
NELLEVM and were submitted to BLAST. he primary
sequence of BmooPAi shared similarity with the middle
of some PIII SVMPs, skipping the catalytic domain, and
with some disintegrin or disintegrin-like proteins. Moojenin
(GI: P0DKR0.1), Bothropasin (GI: 209870468), Jararhagin
(GI: P30431.1), Leucurolysin-B (GI: P86092.1), Brevilysin-
H6 (GI: P0C7B0.2), Atrolysin-A (GI: Q92043.1), and AaH-
IV (GI: 255917952) are PIII SVMPs that showed homology
with BmooPAi; Jarastatin (GI: Q0NZX5.1), Jararhagin-C
(GI: P30431.1), Leucurogin (GI: P0DJ87.1), and Salmosin
(GI: O93518.1) are disintegrin or disintegrin-like proteins
homologous to BmooPAi (Figure 2).

PIII SVMPs comprise high molecular mass proteinases
composed of a dis-cys domain following the proteinase

domain. Some PIII SVMPs have an additional lectin-like
domain linked to the others through a disulphide bond [12,
13]. SVMPs play an important role in haemostatic disorders.
hey are the primary factors responsible for haemorrhage
[32]. PIII SVMPs are more able to induce haemorrhage than
PI and PII classes due to the presence of the additional dis-
cys domain which contributes to the proteolytic speciicity of
these enzymes, directing them to bind to critical components
of the microvasculature [28, 33]. Subclass PIIIb SVMPs
can undergo proteolysis/autolysis during secretion or under
nonphysiological conditions in vitro, such as alkaline pH,
low calcium, or the presence of reducing agents, generating
intact biologically active polypeptides of ∼30 kDa, which
correspond to the dis-cys domain [13, 34].

Although BmooPAi showed high homology with many
PIII SVMPs, it showed no haemorrhagic activity. hese
data suggest that this toxin originated from the proteoly-
sis/autolysis of a PIII SVMP and comprises only the noncat-
alytic dis-cys domain. For this reason, BmooPAi was not able
to induce haemorrhage due to the absence of the proteinase
domain, preventing proteolysis of the capillary components.

Some PIII SVMPs homologous to BmooPAi, such as
Bothropasin [35], Brevilysin-H6 [36], Leucurolysin-B [37],
AaH-IV [38], and Jararhagin [39], can be cleaved through
autoproteolytic events, releasing the dis-cys domain. Accord-
ing to the characteristics of BmooPAi, we suggest that this
toxin is similar to Jararhagin-C (28 kDa) [40] and Acucetin
(30 kDa) [41]. Both toxins are composed of the dis-cys
domain with a molecular mass of approximately 30 kDa
released through autoproteolysis of Jararhagin from B.
jararaca [39] andAaH-IV fromAgkistrodon acutus [38]. Sim-
ilar to BmooPAi, Jararhagin-C and Acucetin do not induce
haemorrhage. For this reason, we suggest that BmooPAi
originates from the class of PIII SVMPs, as proposed by
Fox and Serrano [13], in which the dis-cys domain has been
processed from the proteinase domain.

he extant literature shows that several PIII SVMPs and
processed dis-cys domains are able to interfere with platelet
aggregation, including Jararhagin [39], Jararhagin-C [40],
Alternagin-C [42], Leucurogin [43], and Leberagin-C [44].
heir targets on platelet membranes include the receptors
GPIb-IX-V, �IIb�3 integrin (GPIIb-IIIa), �2�1 integrin, and
GPVI and also their ligands, von Willebrand factor (vWF),
ibrinogen, and/or collagen [4, 45]. In this work, BmooPAi
was tested for its efect on platelet aggregation. Figure 3(a)
shows that BmooPAi inhibited platelet aggregation induced
by ristocetin in a dose-dependent manner, although it had
little or no efect on platelet aggregation induced by ADP
(Figure 3(b)) and collagen (Figure 3(c)). Our results showed
that 10 and 25 �g of BmooPAi inhibited approximately 32%
and 72% of ristocetin-induced platelet aggregation, respec-
tively, whereas 50 �g completely inhibited platelet aggrega-
tion induced by ristocetin. On the other hand, BmooPAi was
not able to inhibit the platelet aggregation induced by ADP
and collagen, even at high concentrations (50�g).

According to Coller and Gralnick [46], ristocetin is an
antibiotic that induces vWF-GPIb binding in vitro, even at
static conditions. his interaction plays a key role in the
initial adhesion of platelets to the subendothelium, which
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Figure 1: Puriication of BmooPAi from B. moojeni snake venom. (a) Separation on DEAE-Sephacel ion-exchange chromatography: crude
venom (200mg) was applied to the column (2.5 × 20 cm) and elution was carried out at a low rate of 20mL/h with ammonium bicarbonate
(Ambic) bufer gradients, pH 7.8, from 0.05M to 0.6M. Fractions of 3.0mL/tube were collected and the absorbance was read at 280 nm. (b)
Separation on Sephadex G-75 molecular exclusion chromatography: fraction D7 was applied to the column (1.0 × 100 cm) and elution with
0.05M ammonium bicarbonate was achieved at a low rate of 20mL/h. Fractions of 3.0mL/tube were collected and the absorbance was read
at 280 nm. (c) Separation by ainity chromatography on a HiTrap Heparin HP column using the ÄKTApuriier HPLC system: fraction D7S2
was applied to the column (5 × 1mL), previously equilibrated with 20mM Tris-HCl bufer (pH 7.0) containing 5mM calcium chloride. he
samples were eluted with an increasing concentration gradient of 20mM Tris-HCl bufer (pH 7.0) containing 2.0M sodium chloride, and
the absorbance of the fractions was monitored at 280 nm. Fractions of 1.0mL/tube were collected at a low rate of 30mL/h. (d) SDS-PAGE
in 14% (w/v) polyacrylamide, Tris-glycine bufer, pH 8.3, and 20mA. Lanes: 1, standard proteins; 2, reduced crude venom of B. moojeni; 3,
reduced BmooPAi; 4, nonreduced BmooPAi. he gel was stained with Coomassie blue R-250. (e) Reverse-phase HPLC on a C2C18 column
(4.6 × 100mm) equilibrated with 0.1% triluoroacetic acid (TFA) and eluted with a linear concentration gradient from 0 to 100% of solution
B (70% acetonitrile in 0.1% TFA).
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Figure 2: Sequence alignment of BmooPAi and other metalloproteinases/dis-cys proteins: Moojenin (GI: P0DKR0.1), Bothropasin (GI:
209870468), Jararhagin (GI: P30431.1), Jarastatin (GI: Q0NZX5.1), Jararhagin-C (GI: P30431.1), Leucurolysin-B (GI: P86092.1), Leucurogin
(GI: P0DJ87.1), Brevilysin-H6 (GI: P0C7B0.2), AaH-IV (GI: 255917952), Atrolysin-A (GI: Q92043.1), and Salmosin (GI: O93518.1). he
nonconserved residues are shown in black frames. he alignment and igure were generated by the MegAlign program from Lasergene
(DNAStar Inc., Madison, WI, USA).

in turn induces a complex cascade of signals which results
in platelet aggregation [47]. Since the circulating native
form of vWF does not bind to platelet GPIb under static
conditions, the antibiotic ristocetin allows the reproduction
of the platelet aggregation events in vitro [48]. he impor-
tance of vWF-GPIb binding has been demonstrated for the
clinical subsidiary diagnosis of hemostatic disorders, such as
Bernard-Soulier syndrome [49] and von Willebrand disease
[50].

A number of haemostatically active proteins that inhibit
ristocetin (or botrocetin, a snake venomprotein that also pro-
motes in vitro vWF-GPIb binding)-induced platelet aggrega-
tion have been isolated and characterized from the venom
of several snake species [3, 15]. Echicetin [51], Agkicetin
[52], Jararaca GPIb-BP [53], Tokaracetin [54], Crotalin [55],
Jararhagin [56], Kaouthiagin [57], Acurhagin [58], Kistomin
[59], and Mocarhagin [60] are some examples.

Echicetin, Agkicetin, Jararaca GPIb-BP, and Tokaracetin
toxins belong to the C-type lectin family and are able to bind
directly to GPIb, blocking the binding of vWF to GPIb [61].
Jararhagin, Kaouthiagin, Acurhagin, Kistomin, Mocarhagin,
and Crotalin belong to the SVMP family and are able to

inhibit ristocetin-induced platelet aggregation due to their
catalytic efect on GPIb and/or vWF [15]. BmooPAi also
interferes with the vWF-GPIb interaction, but since it has no
catalytic efect, we suggest that BmooPAi acts as an antagonist
of the GPIb receptor, as described in other works. It is
probable that the presence of the dis-cys domain directs the
toxin to the platelet receptor. Furthermore, as BmooPAi did
not inhibit ADP- or collagen-induced platelet aggregation, we
can rule out the possibility of activity toward �2�1, GPVI,
P2Y1, and P2Y12 receptors. he initial indings from this
work in progress provide impetus to further investigate the
mechanism of action of BmooPAi on the platelet receptor.

4. Conclusions

In conclusion, we describe the procedures for isolation of
BmooPAi (32 kDa), a toxin comprised of the dis-cys domain,
originating from autolysis/proteolysis of PIII SVMPs from
B. moojeni venom. BmooPAi may be of medical interest
because it is a platelet aggregation inhibitor that interferes
with the vWF-GPIb interaction. his toxin can be used to
better understand the mechanisms concerning haemostasis
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Figure 3: Efect of BmooPAi from B. moojeni venom on (a) ristocetin-, (b) ADP-, and (c) collagen-induced platelet aggregation. Aggregation
was triggered with the agonists immediately ater adding the indicated doses of BmooPAi to citrated human PRP at 37∘C. Platelet aggregation
was recorded for 10min in an AggRAM platelet aggregation system with four-channel laser optics (Helena Laboratories, EUA). Results are
expressed as an increase in light transmission, where PPP represents the maximum response (100%). Control experiments were performed
in the absence of BmooPAi.

and could potentially be used as a tool for the development
of novel antithrombotic agents.
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