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As doenças cardiovasculares são consideradas um grave problema de 

saúde pública mundial, fato determinado pela elevada incidência, alta taxa de 

mortalidade e número de internações hospitalares. O tratamento disponível 

atualmente é considerado restrito e algumas vezes ineficaz. A pesquisa de novos 

agentes antiagregante plaquetários se faz necessária, visto que a agregação 

plaquetária descontrolada está entre as causas dessas patologias. Por muitos 

anos, a pesquisa científica com peçonhas de serpentes tem sido realizada com 

foco nos componentes enzimáticos, porém essas peçonhas são uma rica fonte de 

peptídeos bioativos. A maior vantagem do uso de compostos peptídicos em 

relação aos biofármacos à base de proteínas é a sua menor complexidade e 

menor custo de produção. Esses compostos podem apresentar atividades 

farmacológicas sobre a hemostasia, por serem capazes de interagir com 

receptores plaquetários importantes nesse evento. 

A presente tese foi redigida de acordo com as normas vigentes no 

Programa de Pós-graduação em Genética e Bioquímica do Instituto de 

Biotecnologia, da Universidade Federal de Uberlândia e foi estruturada em dois 

capítulos. O Capítulo I é referente a uma revisão bibliográfica sobre agregação 

plaquetária e peçonhas de serpentes. O Capítulo II é relacionado à síntese e 

caracterização de dois peptídeos capazes de interferir na função plaquetária. O 

primeiro, denominado Pep01, foi capaz de inibir a agregação plaquetária induzida 

por colágeno, além de possuir atividade trombolítica. O segundo, denominado 

Pep15 e derivado do Pep01, foi capaz de induzir a agregação plaquetária e não 

apresenta atividade trombolítica. Ambos os peptídeos sintéticos apresentam um 

importante potencial para diagnóstico, prevenção e tratamento de distúrbios 

trombóticos. Os resultados do Pep01 geraram um depósito de patente com o 

título “Heptapeptídeo da peçonha da serpente Bothrops alternatus”. O Capítulo III 

é referente a uma Short Communication que será submetida à revista Biochemical 

and Biophysical Research Communications, relacionada a um peptídeo 

denominado PepDC, proveniente da hidrólise da BaltDC, uma desintegrina 

encontrada na peçonha de Bothrops alternatus capaz de inibir a agregação 

plaquetária induzida por epinefrina, conforme o artigo está descrito em Anexos, a 

última parte da presente tese. Esse trabalho foi publicado durante o doutorado, no 

ano de 2017, no periódico Journal of Venomous Animals and Toxins including 
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Tropical Diseases, sob o título “BaltDC: purification, characterization and infrared 

spectroscopy of an antiplatelet DC protein isolated from Bothrops alternatus snake 

venom”, e pode ser localizado pelo doi: 10.1186/s40409-017-0126-7.   

 

Palavras-chave: Peptídeos, peçonha de serpentes, Bothrops alternatus, 

agregação plaquetária e síntese de peptídeos.  
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Estrutura das plaquetas 

 

 

As plaquetas são partículas discoides, anucleadas, provenientes da 

fragmentação de megacariócitos da medula óssea. Possuem de 1 a 4 µm de 

diâmetro, circulam na sua forma inativa e possuem vida útil média de oito dias 

(ZAGO; FALCÃO; PASQUINI, 2001; JURK; KEHREL, 2005). Apesar de não 

serem classificadas como células, as plaquetas possuem membrana plasmática, 

citoplasma organizado, citoesqueleto, mitocôndrias e grânulos de estocagem 

(Fig.1A) (RENDU; BROHARD-BOHN, 2001; FALCÃO et al., 2013).   

 

 

Figura 1: A: Componentes e organização das plaquetas. B: Receptores e agonistas 

plaquetários.  

 

 

 

Fonte: Castro et al., 2006.  

 

A membrana plasmática das plaquetas é formada por uma bicamada 

fosfolipídica com diferentes glicoproteínas ancoradas. Essas glicoproteínas 

funcionam como receptores essenciais para o processo de adesão das plaquetas 

ao tecido subendotelial exposto, com consequente ativação e agregação 

plaquetária (Fig.1B). Esses receptores interagem com diferentes agonistas, como 

o colágeno, difosfato de adenosina (ADP), tromboxano A2 (TxA2), trombina, 

epinefrina e serotonina, sinalizando em mudança de conformação das plaquetas, 
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aumento de afinidade dos receptores, gerando a transdução de mensagens no 

citoplasma da plaqueta (OFFERMANNS, 2000; WILLOUGHBY; HOLMES; 

LOSCALZO, 2002; WALLACE; SMYTH, 2013).   

Os principais receptores encontrados na membrana plaquetária são (i) 

integrina αIIbβ3, que interage com o fibrinogênio; (ii) integrina α2β1 e GPVI, 

responsáveis por se ligar principalmente ao colágeno; (iii) complexo GPIb-V-IX, 

que se liga ao fator de von-Willebrand (FvW) e ao fibrinogênio; (iv) receptores 

ativados por proteases (PARs), que se ligam a trombina; (v) receptores P2Y1 e 

P2Y12, que se ligam ao ADP; (vi) receptor 5HT2A, que se liga a serotonina;  e α2A-

adrenérgico, que se liga a epinefrina. A tabela 1 apresenta os principais 

receptores plaquetários (KAMIGUTI, 2005; VARGA-SZABO; PLEINES; 

NIESWANDT, 2008; QUEIROZ et al., 2017). 

 

Tabela 1: Receptores encontrados na membrana plaquetária, seus respectivos agonistas 
e ação. 

 

 

Fonte: Adaptado de ZUERN et al., 2010. 

 

A integrina αIIbβ3 é o receptor mais expresso em plaquetas. É dependente 

de cálcio, formada por duas subunidades e desempenha um papel vital na 

hemostasia, sendo responsável por conectar o fibrinogênio plasmático e o FvW à 

Receptor Ligante Ação 

αIIbβ3 Fibrinogênio 
 fator de von-Willebrand 

adesão/ agregação 
 

α
2
β

1
 

 

Colágeno adesão  

GPVI Colágeno adesão/ativação 
 

GPIb-V-IX fator de von-Willebrand Adesão 

PARs trombina  ativação  

P2Y ADP  ativação/ agregação  
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matriz extracelular (REDDY; SMITH; PLOW, 2008). Para exercer sua função, 

esse receptor necessita de uma ativação dependente de alteração 

conformacional, que permite uma adesão estável e recrutamento de outras 

plaquetas e, por consequência, agregação plaquetária (JURK; KEHREL, 2005; 

NIESWANDT; VARGA-SZABO; ELVERS, 2009).  

A interação entre plaquetas e o colágeno, após uma lesão vascular, é 

mediada principalmente pela integrina α2β1 e a GPVI (GAWAZ et al., 2014). A 

integrina α2β1, também denominada GPIa/IIa, é a segunda glicoproteína mais 

expressa na membrana plaquetária. É responsável por fortalecer o processo de 

adesão, atuando com menor relevância na ativação das plaquetas (NIESWANDT 

et al., 2001), e permite a interação entre o colágeno e a GPVI, sinalização 

dependente da via tirosina quinase. A GPVI assume importante função na 

ativação e agregação das plaquetas (MOROI; JUNG, 2004). Essa interação com 

o colágeno é fundamental para o processo de ativação do receptor de fibrinogênio 

αIIbβ3, proporcionando a formação do agregado plaquetário (GAWAZ; NEUMAN; 

SCHOMIG, 1999). 

O complexo GPIb-V-IX é um receptor multifuncional, constitutivamente 

ativo, composto por quatro subunidades glicoproteicas (GPIbα, GPIbβ, GPV e 

GPIX). A ligação do FvW a esse complexo induz a liberação de ADP, aumentando 

a afinidade da integrina αIIbβ3 pelo FvW, contribuindo para adesão plaquetária e 

formação posterior do agregado plaquetário. É responsável por interagir com o 

FvW e o fibrinogênio, sendo decisivo na adesão plaquetária, no recrutamento de 

plaquetas circulantes para o local lesionado, facilitando a interação com outros 

receptores plaquetários e seus respectivos ligantes (WARE, 1998; VARGA-

SZABO; PLEINES; NIESWANDT, 2008).  

A interação entre receptores PARs e a trombina é responsável pelo 

aumento de cálcio intracelular, contribuindo de forma eficaz para agregação 

plaquetária (ADAMS et al., 2011; RWIBASIRA RUDINGA; KHAN; KONG, 2018). A 

trombina representa o mais potente ativador plaquetário e é responsável por 

converter o fibrinogênio em fibrina, estabilizando o agregado plaquetário (KIM et 

al., 2002). Plaquetas humanas expressam os receptores PAR1 e PAR4, sendo 

que a trombina se liga ao PAR1 em baixas concentrações e PAR4 em altas 

concentrações (KAHN et al., 1999).  
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Os receptores P2Y1 e P2Y12 interagem com o ADP no início da ativação. A 

ativação plaquetária via P2Y1 ocorre por ativação de fosfolipase C (PLC) e 

alteração conformacional das plaquetas devido ao influxo de cálcio (DAVÌ; 

PATRONO, 2007). A ativação via P2Y12 é responsável por sustentar esse evento. 

A ativação da integrina αIIbβ3 é dependente dessas duas vias, porém esses 

receptores são incapazes de induzir a estabilização do tampão plaquetário 

(HOLLOPETER et al., 2001; OQUELI; HISCOCK; DICK, 2007). 

A serotonina é um potente ativador plaquetário e ao se ligar ao receptor 

5HT2A amplifica a agregação de plaquetas, porém essa interação é insuficiente 

para ativar a integrina αIIbβ3 (YANG et al., 2000; DALE et al., 2002). A epinefrina 

se liga ao receptor α2A-adrenérgico, atuando como agonista e ativando as 

plaquetas por provocar a liberação de ácido araquidônico, sem provocar mudança 

conformacional (BERNARDI; MOREIRA, 2004). Em conjunto, a ativação desses 

receptores auxilia e reforça a agregação induzida por outros agonistas. Com 

exceção da epinefrina, todos os agonistas induzem o aumento de cálcio no 

citoplasma e a maioria dos agonistas da função plaquetária atua por meio de 

receptores acoplados à proteína G (OFFERMANNS, 2006). 

As plaquetas, ao serem ativadas, desencadeiam mudanças no 

citoesqueleto associadas a mudanças na conformação, contração, secreção dos 

conteúdos de seus grânulos e ativação de integrinas com o objetivo de sustentar 

a agregação plaquetária, por meio da integrina αIIbβ3. Dentre as substâncias 

liberadas pelos grânulos plaquetários encontram-se moléculas de adesão, fatores 

de crescimento e de coagulação, que amplificam o fenômeno de ativação 

(HERRICK, 2000; JURK; KEHREL, 2005).  

Os três tipos de grânulos encontrados no citoplasma da plaqueta, 

denominados de grânulos densos, lisossomos e α-grânulos, são considerados as 

principais organelas.  Estão relacionados diretamente com o processo de ativação 

e agregação plaquetária (GAWAZ, 2004). Os grânulos densos, ou grânulos δ, são 

responsáveis por estocar íons bivalentes, como cálcio, magnésio, fósforo e 

pequenas moléculas, como o trifosfato de adenosina (ATP), ADP e serotonina. Ao 

serem secretadas, essas substâncias exercem funções essenciais na ativação 

plaquetária. Os lisossomos estocam hidrolases ácidas, fosfolipases e 

granulofisinas responsáveis pela digestão do excesso de material dos agregados 



9 
 

plaquetários. E os α-grânulos estocam moléculas fundamentais para propagar a 

agregação das plaquetas, como fibrinogênio, fator 4-plaquetário, P-selectina, β-

tromboglobulina, fatores de coagulação e fator FvW (HOLMSEN, 1994; ANITUA, 

2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

Função das plaquetas 

 

A função das plaquetas está relacionada principalmente com a hemostasia 

por meio da formação do tampão hemostático inicial, mas também estão 

envolvidas no recrutamento de células de defesa, cicatrização de feridas, 

angiogênese e inflamação (BROOS et al., 2011). Em situações fisiológicas, as 

plaquetas circulam nas proximidades da parede vascular protegidas da ativação 

pelo endotélio saudável. Este produz mediadores inibitórios à aderência de 

plaquetas, como o óxido nítrico e o heparan sulfato, fornecendo uma barreira 

natural à formação de trombos (CARVALHO et al., 2001).  

A integridade vascular e a fluidez do sangue são mantidas por um processo 

fisiológico denominado hemostasia. A hemostasia é caracterizada por eventos 

mecânicos e bioquímicos do organismo com a função de manter um equilíbrio 

entre plaquetas, endotélio, fatores de coagulação e fatores fibrinolíticos 

(SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011). Esse processo é constituído por três 

etapas: hemostasia primária, hemostasia secundária e fibrinólise (GLEESON; 

O’DONNELL; PRESTON, 2012).   

A hemostasia primária constitui a ação entre plaquetas e endotélio, 

responsável pela formação do tampão plaquetário inicial. Após a lesão vascular, a 

matriz subendotelial é exposta, as células endoteliais provocam vasoconstrição e 

consequente redução do fluxo sanguíneo com o intuito de minimizar a hemorragia 

inicial (MITCHELL; COTRAN, 2000). A hemostasia secundária, também 

conhecida como rede de coagulação é uma sequência de reações responsáveis 

por converter o fibrinogênio circulante em polímeros de fibrina. A fibrina tem como 

função o fortalecimento do agregado plaquetário (GUYTON; HALL, 2011).  E a 

fibrinólise é o processo responsável pela degradação do coágulo de fibrina e 

restauração da integridade do vaso lesionado. Essa dissolução ocorre pela ação 

local da plasmina, uma enzima proteolítica que atua sobre as redes de fibrina e 

remove o excesso do coágulo sanguíneo. Esse processo ocorre concomitante a 

hemostasia secundária, mantendo o equilíbrio entre a coagulação e a degradação 

do coágulo (GUYTON; HALL, 2011).    

Em situações de desequilíbrio, como lesões ou alterações patológicas, a 

camada endotelial é rompida e estruturas subendoteliais são expostas, permitindo 
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a adesão de plaquetas ao local lesionado. Essa adesão é responsável por ativar 

fatores de coagulação e formar o agregado plaquetário, denominado trombo, com 

o objetivo de limitar a hemorragia e conter a lesão. Consequentemente, ocorrem 

mecanismos específicos para a dissolução do coágulo de fibrina, etapa 

fundamental para o retorno da fluidez do sangue no local reparado (RUGGERI, 

1997; WIVIOTT; STEG, 2015). 

A formação do trombo depende de três influências primárias: a lesão 

endotelial, a turbulência e a hipercoagulabilidade.  A lesão endotelial é a influência 

dominante, capaz de gerar trombos devido à exposição do colágeno subendotelial 

e adesão plaquetária. A turbulência do fluxo aproxima as plaquetas do endotélio, 

ativa as células endoteliais e predispõe a formação de trombos. E a 

hipercoagulabilidade é causada por alterações na cascata de coagulação que 

predispõe a formação de trombos (MITCHELL; COTRAN, 2000). 

Danos ao endotélio vascular geram exposição de componentes da matriz 

subendotelial, como fibras de colágeno e FvW, estimulando a formação de uma 

monocamada de plaquetas no local lesionado. Isso depende da baixa ou alta 

tensão de cisalhamento, sendo que em alto fluxo interage inicialmente pelo FvW, 

de forma rápida e reversível pelo complexo GPIb-V-IX e em baixo fluxo se liga 

aos receptores de colágeno (YIP et al., 2005; RUGGERI, 2002). Uma das 

principais estruturas subendoteliais que reage diretamente com as plaquetas é o 

colágeno, oferecendo um substrato para a adesão e induzindo a ativação 

plaquetária (KEHREL, 1995). Essa adesão resulta em alterações morfológicas e 

bioquímicas nas plaquetas, que se tornam ativas e adquirem um formato esférico 

com extensões dendríticas (Fig.2) (KAHALEH; SCHARSTEIN; LEROY, 1985).   
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Figura 2: Morfologia das plaquetas. A: plaquetas discoides, inativas ou em repouso. B: 

plaquetas ativas, com formação de pseudópodas. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de WILLOUGHBY et al., 2002. 

 

 

Além disso, a adesão e ativação plaquetária desencadeiam a fosforilação 

de proteínas alvos, elevação de cálcio, sinalizam a secreção de serotonina, TxA2 

e ADP, responsáveis por amplificar a resposta plaquetária, reforçar a 

vasoconstrição, recrutar plaquetas adicionais e aumentar a afinidade das 

integrinas αIIbβ3 e α2β1, contribuindo para a formação do trombo (GIBBINS, 2004; 

VARGA-SZABO; PLEINES; NIESWANDT, 2008). O TxA2 é um potente mediador 

de plaquetas derivado da membrana das plaquetas. Após a ativação plaquetária, 

o TxA2 é sintetizado a partir do ácido araquidônico pela ação da ciclooxigenase-1 

(COX-1) plaquetária, uma enzima que é inibida irreversivelmente pela aspirina. O 

TxA2 é conhecido por induzir a agregação plaquetária nos locais de ativação 

plaquetária (HALUSHKA, PAWATE, MARTIN, 1997).  

Após a ativação, a quantidade de receptores presentes na membrana da 

plaqueta é aumentada. Um conjunto desses receptores interage com proteínas 

citoplasmáticas, amplificando o sinal inicial dos agonistas e modulando a 

produção de segundos mensageiros como o diacilglicerol (DAG) e o inositol 1,4,5-

trifosfato (IP3). Esses eventos, por sua vez, são responsáveis por modificar a 

atividade de enzimas e de proteínas estruturais, sinalizando uma completa 

ativação plaquetária (FUSTER; SWEENY, 2011; OZAKI et al., 2005). A proteína 

quinase C (PKC) é ativada pelo DAG e tem como função estimular a secreção 

granular de substâncias fundamentais, que ativam o receptor αIIbβ3, aumentando 
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sua expressão na membrana plaquetária (WILLOUGHBY; HOLMES; LOSCALZO, 

2002; OFFERMANNS, 2006). A principal função do IP3 é aumentar a 

concentração de cálcio no citoplasma plaquetário, ativando proteínas do 

citoesqueleto essenciais para a alteração morfológica da plaqueta. Além disso, o 

IP3 é responsável por ativar fosfolipase A2 (PLA2) plaquetária, enzima responsável 

pela liberação de ácido araquidônico, que interage com seus receptores por 

retroalimentação positiva (STASSEN; ARNOUT; DECKMYN, 2004; JURK; 

KEHREL, 2005).  

A plaqueta ativa expõe em sua membrana externa a fosfatidilserina, um 

fosfolipídio ácido responsável por ativar fatores de coagulação que convertem a 

protrombina em trombina. A trombina, então, se liga a PARs e é responsável pela 

secreção dos conteúdos granulares, intensificando a ativação plaquetária e 

ativando a integrina αIIbβ3 (RANG et al., 2011).   

A adesão e ativação induzem respostas como formação e secreção de 

serotonina, ADP e TxA2, que amplificam a resposta plaquetária e funcionam como 

agentes pró-trombóticos (GIBBINS, 2004). Essas moléculas são capazes de 

aumentar a afinidade da integrina αIIbβ3, que ao ser ativada expõe sítios de 

ligação ao fibrinogênio plasmático, permitindo a interação entre plaquetas ativas 

por meio de pontes de fibrinogênio. Essa etapa, denominada agregação 

plaquetária, é caracterizada pelo acúmulo de plaquetas interligadas entre si e tem 

as funções de estabilizar a adesão plaquetária e interromper o sangramento no 

vaso lesionado (Fig. 3) (JURK; KEHREL, 2005). 
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Figura 3: Figura esquemática da atividade plaquetária. A figura ilustra a adesão, ativação 

e agregação plaquetária após a lesão vascular. A adesão de plaquetas ao vaso lesionado 

requer a interação coordenada de receptores presentes na membrana das plaquetas e 

componentes da matriz extracelular. A ativação é modulada por agonistas, que ao 

interagirem com os receptores de membrana geram uma mudança conformacional na 

membrana plaquetária. Essa alteração desencadeia a liberação de conteúdo dos seus 

grânulos e a síntese de novos agonistas. A ativação das plaquetas induz ainda a 

exposição de fosfolipídios ácidos na superfície externa das plaquetas, promovendo a 

formação de trombina a partir da protrombina. A agregação plaquetária consiste na 

formação de um tampão hemostático através do acúmulo de plaquetas interligadas por 

moléculas de fibrinogênio. 

 

 

 
Fonte: Adaptado de VARGA-SZABO, 2008. 

 

Desequilíbrios nesse processo de agregação plaquetária são críticos em 

alguns distúrbios cardiovasculares. As plaquetas podem interagir com placas 

ateroscleróticas rompidas, estimulando a agregação plaquetária e favorecendo o 

desenvolvimento de distúrbios trombóticos que podem levar a consequências 

graves como trombose, infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral e embolia 

pulmonar (RANG et al., 2011; SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011).  
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Importância das plaquetas 

 

As doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) incluem as doenças do 

sistema cardiovascular, diabetes, câncer e doença respiratória crônica. São 

responsáveis por 38 milhões de morte a cada ano em todo o mundo (OMS, 2015). 

Em 2008, ocorreram 57 milhões de mortes no globo terrestre, sendo que 63% 

foram em decorrência das DCNT (ALWAN et al.,  2010). No Brasil, as DCNT 

constituem o problema de saúde pública de maior amplitude, sendo o principal 

motivo de internações hospitalares e responsáveis por 72% das mortes no país. 

Destes, 31,3% são atribuídos a distúrbios cardiovasculares (SCHMIDT et al., 

2011).  

Dentre os distúrbios cardiovasculares, destacam-se as doenças 

trombóticas e oclusivas, incluindo infarto agudo do miocárdio, acidentes 

vasculares cerebrais, embolia pulmonar e trombose venosa profunda. Os fatores 

de risco são diabetes, tabagismo, hipertensão, dislipidemia, imobilização e 

hipercoagulabilidade (REZENDE; DE BASTOS, 2009; PERLER, 2005).  

A participação das plaquetas na hemostasia e trombose tem sido 

amplamente investigada nas últimas décadas. Elas desempenham um papel 

importante na fisiopatologia de distúrbios cardiovasculares. No local de uma placa 

de gordura vulnerável, as plaquetas podem se ligar à parede do vaso, gerando 

uma ativação excessiva dos processos hemostáticos e a formação de trombos 

sem a real necessidade de estancar um sangramento (GAWAZ, 2004). Esses 

trombos podem obstruir os vasos sanguíneos, com consequente redução do fluxo 

de sangue, gases e nutrientes, gerando complicações para diversos órgãos, como 

infarto do miocárdio, trombose e isquemia (JOHNSON, 2008). Além disso, 

pessoas que possuem uma predisposição para aumento de integrina α2β1 nas 

plaquetas possuem risco elevado de sofrer infarto do miocárdio e acidentes 

vasculares cerebrais (CARLSSON et al., 1999).  

 Atualmente, a terapia disponível para esses distúrbios baseia-se no uso de 

fármacos antiplaquetários que agem inibindo a ação das ciclooxinases, ou são 

antagonistas do receptor de ADP, ou da integrina αIIbβ3 (CATTANEO, 2003). E 

esses medicamentos antiplaquetários estão associados a efeitos colaterais 
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sistêmicos, como complicações hemorrágicas, hipersensibilidade, úlceras, dentre 

outros (JOHNSON, 2008; PATRONO et al., 2017). 

A Aspirina® (ácido acetilsalicílico) é um inibidor irreversível da enzima 

COX-1. Essa inibição reduz a formação de prostaglandina e, por consequência, 

diminui a produção de TxA2, caracterizando o efeito antitrombótico desse 

medicamento. Porém, esse fármaco é contraindicado para pacientes com 

histórico de asma, hemofilias, hipertensão não controlada e úlcera gástrica 

(PATRONO et al., 2005).   

Atualmente, como exemplos de fármacos que bloqueiam o receptor de 

ADP têm-se o Bissulfato de Clopidogrel e o Ticagrelor. O Bissulfato de 

Clopidogrel é contraindicado para pessoas com histórico de sangramento 

patológico ativo, úlcera, insuficiência hepática grave ou hemorragia intracraniana 

(SANGKUHL et al., 2011). O Ticagrelor pertence a uma classe de antiplaquetários 

com rápida ação, o que beneficia pacientes em quadros agudos. São relatados 

efeitos adversos como dispneia, aumento na taxa de ácido úrico e creatinina 

(WALLENTIN et al., 2009).   

E, como exemplo de potentes agentes antiplaquetários, têm-se o Tirofiban 

e o Eptifibatide, fármacos capazes de inibir a via final da agregação plaquetária, 

por serem antagonistas da integrina αIIbβ3. Indicado para pacientes com risco de 

morte por infarto, porém contraindicados para pacientes com histórico de 

acidentes vasculares cerebrais nos últimos dois anos, vasculite e cirurgia recente 

(BONACA et al., 2009).  

Espera-se que um agente antiplaquetário ideal afete a função plaquetária, 

sem induzir complicações como hemorragias (SEREBRUANY et al., 2005). A 

busca de novas estratégias capazes de modular a função plaquetária e por 

consequência a formação do trombo indesejável, com menores efeitos colaterais, 

é crescente. Toxinas de serpentes que interferem na hemostasia surgem como 

potenciais alvos, uma vez que algumas podem interagir com receptores 

plaquetários específicos e afetar a agregação plaquetária, podendo direcionar a 

pesquisa de novos medicamentos antitrombóticos (KAMIGUTI, 2005; CHAN et al., 

2016).  
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Peçonha de serpentes 

 

 A peçonha ofídica é uma biblioteca de compostos bioativos, constituída por 

aminoácidos, carboidratos, componentes inorgânicos, citotoxinas, lectinas, fator 

de crescimento neural, desintegrinas, peptídeos, toxinas three-finger, proteínas de 

secreção ricas em cisteína (CRISP), enzimas como metaloproteases (SVMPs), 

serinoproteases (SVSPs), PLA2, hialuronidases, L-aminoácido-oxidades (LAAOS), 

colinesterases, dentre outros (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; 

LOMONTE; RANGEL, 2012). Estes componentes apresentam propriedades 

biológicas distintas em relação à toxicidade, imunogenicidade, características 

farmacocinética e farmacodinâmica, e atuam fisiologicamente afetando sinais 

vitais como respiração, mobilidade e circulação (OJEDA, 2017). 

Os componentes da peçonha botrópica são responsáveis pelas alterações 

fisiopatológicas locais e sistêmicas decorrentes do acidente ofídico. Dentre as 

manifestações locais, observa-se a formação de edema, hemorragia e 

mionecrose. Em relação às manifestações sistêmicas, têm-se alterações renais, 

cardiovasculares e desordens da coagulação (QUEIROZ et al., 2011; FRANÇA; 

MÁLAQUE, 2009). A peçonha da serpente Bothrops alternatus, em particular, tem 

efeito na rede de coagulação, necrótico e induz reação inflamatória com liberação 

de mediadores endógenos, recrutamento de leucócitos, liberação de citocinas e 

óxido nítrico, contribuindo para a fisiopatologia tecidual do acidente ofídico 

(WARREL, 2004). 

A pesquisa científica com peçonhas de serpentes foi realizada, por muitos 

anos, com foco nos componentes enzimáticos. Porém, essas peçonhas possuem 

uma rica fonte de peptídeos bioativos que ainda são pouco explorados (HARVEY, 

2014). Nas últimas três décadas, pesquisas nas áreas de toxinologia, 

farmacologia, química e biologia estrutural permitiram uma melhor compreensão 

dos mecanismos de ação e da relação entre estrutura e função desses 

componentes. Isso contribuiu para notáveis avanços científicos e para o 

desenvolvimento de novos agentes terapêuticos (MCCLEARY; KINI, 2012; KOH; 

KINI, 2012).  
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Compostos bioativos 

 

Peptídeos bioativos são moléculas estruturalmente simples, identificadas 

por meio de triagens de produtos naturais, com arquitetura molecular adequada 

para o desenvolvimento de novas drogas (HANCOCK; SAHL, 2006; UHLIG et al., 

2014). Os componentes da peçonha de serpentes, de forma nativa, não são 

utilizados como fármacos, porém podem ser utilizados como protótipos para o 

desenvolvimento de drogas antibacterianas, antifúngicas, antitumorais e 

antiagregante plaquetárias (DUTERTRE, 2014; ALMEIDA et al., 2016). 

A maior vantagem do uso de compostos peptídicos, em relação aos 

biofármacos à base de proteínas, é devido a sua menor complexidade e custo de 

produção. O recente avanço da biotecnologia permitiu à obtenção de peptídeos 

miméticos ou modificados para produção de fármacos e ferramentas moleculares. 

Essa busca por novos medicamentos é baseada no desenvolvimento racional, 

modelagem molecular e síntese química de compostos de origem animal ou 

vegetal (UHLIG et al., 2014; FOSGERAU; HOFFMANN, 2015).  

A produção do peptídeo artificial inicia-se com a determinação da atividade 

biológica da molécula e determinação da estrutura primária. Algumas tecnologias 

como síntese química, sistemas de expressão, tecnologia do DNA recombinante 

ou animais transgênicos são metodologias que podem ser adotadas para produzir 

um produto sintético (MACHADO et al., 2004). 

Algumas moléculas derivadas das peçonhas de serpentes são usualmente 

comercializadas ou encontra-se em fase de testes clínicos. Eles interagem com 

receptores de membrana, transportadores e canais iônicos e suas atividades 

biológicas podem ser aprimoradas por modificação na sequência de aminoácidos 

em experimentos computacionais (LOMONTE et al., 2010; MCCLEARY; KINI, 

2012).  

Atualmente, existem aproximadamente sessenta medicamentos com base 

polipeptídica aprovados no mercado mundial (ALMEIDA et al., 2016). São 

exemplos comerciais a utilização de Captopril, Waglerina, Eptifibatide, Tirofiban, 

dentre outros (ALMEIDA et al., 2016). Na tabela 2, estão descritas algumas 

aplicações dos polipeptídios comercializados, provenientes de peçonha de 

serpentes.   
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Tabela 2: Compostos bioativos derivados de peçonhas ofídicas 
 

Fármaco  Serpente Indicação  

Captopril (Capoten®)  Bothrops jararaca  Hipertensão arterial 

Cenderitide (Capricor®) Dendroaspis angusticeps Insuficiência cardíaca 

Calciseptina Dendroaspis polylepsis 

polylepsis 

Bloqueador do canal do 

Cálcio tipo L 

Crotalphine  Crotalus durissus terrificus   Analgésico 

Dendrotoxin-I Dendroaspis polylepis 

polylepis 

Bloqueador de canais de 

potássio 1.1 e 1.2 

Eptifibatide (Integrillin®) Sisturus miliarus barbour  Inibidor da agregação 

plaquetária  

 Waglerin-1 (SYN® - AKE)  Tropidolaemus wagleri  Cosmetologia  

 

Fonte: Adaptado de ALMEIDA et al., 2016. 

 

Pesquisadores demonstraram que um tripeptídeo, denominado pENW, com 

429 Da, derivado da peçonha de Agkistrodon acutus Guenther, é capaz de 

aumentar o tempo de coagulação, inibir a agregação plaquetária induzida por 

múltiplos agonistas e inibir a formação de trombos (KONG  et al., 2009; XIONG et 

al.,  2009).  

Em 1998, um fármaco antiplaquetário, por ser antagonista da integrina 

αIIbβ3, foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA): o Eptifibatide. Um 

heptapeptídeo cíclico sintético baseado em uma desintegrina da peçonha da 

serpente Sistrurus miliarius barbour utilizado para prevenir a formação do trombo 

e da agregação plaquetária em síndromes coronarianas agudas 

(HASHEMZADEH et al., 2008; BONACA et al., 2009).    

Ferreira (1965) pesquisou peptídeos potenciadores de bradicinina da 

peçonha da serpente Bothrops jararaca. Seus estudos permitiram o 

desenvolvimento do Captopril, a primeira droga derivada de peçonha ofídica a 

obter a aprovação da FDA. Trata-se de um peptídeo sintético desenhado com o 

objetivo de inibir a enzima conversora de angiotensina. Seu mecanismo de ação 
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está associado à formação de um complexo com o íon Zn2+ presente no sítio ativo 

da enzima, impedindo a conversão de angiotensina I em angiotensina II, e 

consequentemente gerando vasodilatação e diminuição da pressão arterial. 

Comercialmente conhecido por Capoten® é um dos fármacos mais utilizados no 

mundo para o tratamento da hipertensão arterial e de insuficiência cardíaca 

congestiva (FERREIRA, 1965; SMITH, VANE, 2003).  

O Dendroaspis-NP é um peptídeo natriurético de 15 aminoácidos, isolado 

da peçonha da serpente Dendroaspis angusticeps por Schweitz e colaboradores 

(1992). Esse peptídeo, unido a um peptídeo natriurético humano do tipo C, gerou 

uma molécula quimérica vasodilatadora, conhecida por Cenderitide (Capricor®). 

Esse fármaco é capaz de ativar os receptores guanilato ciclase, inibindo a 

agregação plaquetária e a coagulação, sendo útil no tratamento da insuficiência 

cardíaca congestiva crônica (MCKIE, SANGARALINGHAM, BURNETT, 2010; 

DICKEY, POTTER, 2011).  

O Waglerin-1, um peptídeo neurotóxico sintético de 22 aminoácidos, 

baseado em um componente da peçonha da serpente Tropidolaemus wagleri. É 

utilizado como base para a síntese de um tripeptídeo empregado em cremes 

antirrugas. Sua ação como antagonista do receptor nicotínico é capaz de bloquear 

a transmissão do sinal e promover relaxamento muscular (NIRTHANAN, GWEE, 

2004; BALAEV; OKHMANOVICH; OSIPOV, 2014).   

Estudos relacionados a moléculas que interferem com agregação 

plaquetária são de grande relevância, uma vez que desempenham importante 

papel na formação do trombo. Toxinas de serpentes surgem, atualmente, como o 

foco de pesquisa para a busca de moléculas possíveis de serem utilizadas como 

novos agentes antiplaquetários e antitrombóticos.  
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CAPÍTULO II 

Peptídeos sintéticos que interferem na agregação plaquetária 
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RESUMO 

 

As peçonhas de serpentes são consideradas uma biblioteca de proteínas e 

peptídeos que podem apresentar importantes ações farmacológicas. No presente 

trabalho, analisamos a interferência de dois peptídeos sintéticos, baseados em 

componentes da peçonha da serpente Bothrops alternatus, sobre a hemostasia e 

sua capacidade de interferir com receptores plaquetários. Os peptídeos sintéticos 

foram denominados Pep01 e Pep15. O primeiro foi capaz de afetar a função 

plaquetária, por inibir a agregação de plaquetas na presença do colágeno. Além 

de apresentar capacidade de reduzir a massa de um coágulo sanguíneo pré-

existente. E o segundo, demonstrou capacidade em promover a agregação 

plaquetária. Esses componentes surgem como moléculas em potencial para 

serem utilizadas para o desenvolvimento de novos agentes antiagregante e 

antitrombóticos.  

 

Palavras chave: Peptídeos, agregação plaquetária, antitrombóticos.  
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ABSTRACT 

 

Snake venoms are considered a library of proteins and peptides that may present 

important pharmacological actions. In the present work, we analyzed the 

interference of two synthetic peptides, based on components of the venom of the 

snake Bothrops alternatus, on hemostasis and its ability to interfere with platelet 

receptors. Synthetic peptides were named Pep01 and Pep15. The Pep01 was 

able to affect platelet function by inhibiting platelet aggregation in the presence of 

collagen. In addition to being able to reduce the mass of a pre-existing blood clot. 

And the second, demonstrated ability to promote platelet aggregation. These 

components appear as potential molecules to be used for the development of 

novel antiaggregant and antithrombotic agents. 

 

Key words: Peptides, platelet aggregation, antithrombotics. 
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OBJETIVOS 
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OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar peptídeos sintéticos derivados de um 

peptídeo da peçonha de Bothrops alternatus com capacidade de interferir na 

agregação plaquetária, avaliando o seu potencial terapêutico e farmacológico.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

 Sintetizar e purificar o Pep01, um heptapeptídeo derivado da peçonha da 

serpente Bothrops alternatus.  

 Sintetizar e purificar o Pep15, um peptídeo derivado do Pep01.  

 Avaliar os peptídeos sintéticos na agregação plaquetária. 

 Investigar a ação biológica e o potencial farmacológico dos peptídeos 

sintéticos. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
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Síntese dos peptídeos 

 

Ambas as sínteses foram realizadas utilizando um sintetizador semiautomático 

via micro-ondas (CEM Discover). A síntese foi realizada em fase sólida utilizando 

resina NovaSynTGR com a estratégia F-moc. A cada ciclo, foi adicionado o novo 

aminoácido com HBTU (2- (1H-benzotriazol-1), e DIEA como solução ativadora. A 

desproteção foi realizada utilizando piperidina 20% em dimetilformamida (DMF). 

As lavagens foram realizadas com diclorometano (DCM) e DMF para remoção do 

excesso de reagentes. Todas as etapas de acoplamento e desproteção foram 

confirmadas utilizando o teste de Kaiser. Após a síntese, o coquetel de clivagem 

contendo ácido trifluoracético (TFA) 95%, triisopropilsilano (TIS) 2,5% e água 

ultrapura 2,5% foi adicionado. Posteriormente, o produto sintético foi precipitado 

utilizando éter de petróleo gelado e recuperado por centrifugação 5 x 1000 x g por 

oito minutos e re-suspendido em água ultrapura. Posteriormente, os peptídeos 

foram liofilizados e submetidos a passos de purificação. 

Purificação dos peptídeos 

 

Os peptídeos sintéticos foram solubilizados em água, aplicados a uma 

coluna de fase reversa Source 15 RPC ST (4.6x100 mm) utilizando sistema de 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Cerca de 1 mg dos peptídeos 

sintéticos aplicados à coluna previamente equilibrada com 0,065% de TFA 

(solvente A) e eluida com gradiente de concentração de 0 a 100% de 70% 

acetonitrila em 0,1% de TFA (solvente B), a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min.  

Preparação do plasma 

 

As coletas foram realizadas por profissional habilitado. A fim de avaliar a 

agregação plaquetária, sangue humano de voluntários foi coletado em tubo com 

citrato de sódio a 3,8%. Para o ensaio trombolítico, o sangue humano foi coletado 

livre de anticoagulantes. 

Os critérios de seleção dos doadores foram: idade entre 18 e 65 anos, 

saudável, peso superior a 50 kg, não apresentar distúrbios hemostáticos e não 
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ingerir álcool ou medicamentos que interfiram na hemostasia 48 horas antes da 

coleta. O sangue total foi centrifugado a 100 x g por 12 min, a fase superior foi 

recuperada e denominada plasma rico em plaquetas (PRP). O plasma pobre em 

plaquetas (PPP) foi obtido a partir da fase inferior da centrifugação anterior após 

centrifugação por 15 min a 1000 x g. Os experimentos foram realizados de acordo 

com as diretrizes atuais para pesquisas em humanos e aprovados pelo Comitê de 

Ética e Pesquisa Humana da Universidade Federal de Uberlândia, Minas Gerais, 

Brasil, de Protocolo número 1.627.982/2016.  

Ensaio de agregação plaquetária 

 

O ensaio de agregação plaquetária foi realizado utilizando agregômetro de 

quatro canais, AggRAMTM version 1.1, (Helena Laboratories, EUA) baseado no 

protocolo de Queiroz e colaboradores (2014). Para avaliar a inibição da 

agregação plaquetária, 200 μL de PRP foram incubados por 10 minutos a 37 ºC, 

com diferentes doses dos peptídeos sintéticos (10 a 30 μg) diluídos em 25 μL de 

solução salina. Posteriormente, foi adicionado 20 μL do agonista colágeno (10 

μg/mL) e a extensão da agregação plaquetária foi mensurada durante 10 minutos.  

Para avaliar a capacidade do peptídeo sintético em induzir a agregação 

plaquetária, diferentes doses dos peptídeos (10-50 μg) diluídas em 20 μL de água 

ultrapura foram adicionadas a 200 μL do PRP e a agregação plaquetária foi 

avaliada, durante 10 minutos, a 37 ºC.  

  

Atividade anticoagulante 

 

O ensaio anticoagulante in vivo foi realizado de acordo com o método de 

Gene e colaboradores (1989). Seis camundongos Swiss (18-20 g) foram divididos 

em dois grupos. O grupo tratamento recebeu, por via intraperitoneal, 30 μg dos 

peptídeos sintéticos previamente dissolvidos em 100 µL de salina.  Os animais do 

grupo controle receberam apenas 100 µL de salina. Após 1 h, os animais foram 

anestesiados (cetamina + xilazina), eutanasiados e punção cardíaca foram 
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realizadas. O sangue total foi colocado em tubos e foram incubados a 25ºC para 

observação de coagulação. 

Atividade coagulante 

 

A atividade coagulante foi avaliada no equipamento coagulômetro 

(CLOTIMER, Brazil). O efeito coagulante foi testado pela adição de 30 µg dos 

peptídeos sintéticos dissolvidos em 50 μL de água ultrapura, à 200 μL de plasma, 

por 2 minutos a 37 ºC.  

Ensaio trombolítico in vitro 

 

A atividade trombolítica do Pep01 foi avaliada segundo Gremski e 

colaboradors (2007). Coágulos formados com 500 μL de sangue humano fresco, 

foram incubados em placas de 24 poços com quantidades crescentes do Pep01 

(10 a 60 μg) dissolvidos em 100 μL de solução salina. Após 24 h de incubação, os 

coágulos foram retirados da placa e seus pesos foram mensurados. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e as diferenças entre o grupos 

tratamento e controle foram analisadas pelo teste One-Way ANOVA, software 

GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA).  

 

Ensaio antibacteriano 

 

A atividade antibacteriana foi realizada pelo teste de difusão em ágar. 

Amostras de Staphylococcus aureus (ATCC25923) e Escherichia 

coli  (ATCC25922) foram semeadas na superfície de ágar Mueller-Hinton em 

duplicata. A sensibilidade foi testada com 30 μg do Pep01, embebidos em cada 

disco de papel de filtro estéril de 5 mm de diâmetro. Discos contendo oxacilina (1 

μg) para S. aureus e ampicilina (10 μg) para E.coli foram utilizados como 

controles positivos. Para controle negativo, foram utilizados discos brancos. As 

placas foram incubadas a 37ºC por 24 h e o diâmetro das zonas de inibição foram 

mensuradas.  
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Quantificação da ativação plaquetária 

  

Esse experimento foi realizado utilizando citômetria de fluxo (FACSCanto, 

Biosciences, CA, EUA). O efeito do peptídeo sintético na ativação plaquetária foi 

mensurado com base na expressão da fosfatidilserina na membrana externa das 

plaquetas. O PRP foi tratado com agonista colágeno (10 μg/20 μL) e com o Pep01 

(30 μg/25 μL). Após 20 min, 2 μL de uma marcador de fosfatidilserina denominado 

Anexina-V-FITC foi adicionada e a quantificação da ativação plaquetária foi 

representada pela porcentagem de plaquetas positivas para Anexina-V-FITC. 

Análises estatísticas foram realizadas com o Software FlowJo (Biosciences, CA, 

EUA) e o teste t de Student.  

Análise de bioinformática 

 

A análise in silico foi realizada para verificar a interação dos peptídeos com 

os receptores de colágeno. Inicialmente, as estrutura de cristais dos principais 

receptores de colágeno (α2β1 e GPVI) foram adquiridos na plataforma do PDB 

data bank (https://www.rcsb.org/), sendo registrados sob os códigos 1AOX e 

2GI7, respectivamente. O acoplamento molecular entre o Pep01 e a 1AOX e 2Gl7 

foi realizado pela plataforma CLUSPRO (https://cluspro.bu.edu/login.php). Para 

validação do acoplamento, primeiramente foi avaliado o cálculo da área de 

interface realizado pelo PDBePISA (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/) e fator B feito 

na plataforma ResQ 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ResQ/). Os resultados desse fator revelam 

que valores abaixo de -10 sugerem interações verdadeiras e, portanto, indicam 

uma maior possibilidade de interação. Foi realizada a verificação dos resíduos (G 

score), que avalia a qualidade da distribuição dos ângulos de interação.  

(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-

bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html).  

Diferentes sequências peptídicas foram pré-selecionadas a partir do Pep01 

e denominadas de Pep02 a Pep15. O programa PEPITOPE 

(http://pepitope.tau.ac.il/) foi utilizado para verificar a possibilidade de interação 

entre os peptídeos pré-selecionados e os receptores. Para o acoplamento 

https://www.rcsb.org/
https://cluspro.bu.edu/login.php
http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ResQ/
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=index.html
http://pepitope.tau.ac.il/


22 
 

molecular, o modelo 3D dos peptídeos foram criados pelos programas PEP FOLD 

(http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/) para peptídeos 

acima de 5 aminoácidos, e FLEXPEP 

(https://www.rosettacommons.org/docs/latest/application_documentation/docking/f

lex-pep-dock ) para sequência menores do que 5 aminoácidos.  

Para validação do acoplamento, primeiramente foi avaliado o cálculo da 

área de interface realizado pelo PDBePISA (http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/) e 

fator B feito na plataforma ResQ 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ResQ/). E a interação entre os peptídeos e 

o receptor foi avaliada pelo programa LIGPLOT (https://www.ebi.ac.uk/thornton-

srv/software/LIGPLOT/).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/
https://www.rosettacommons.org/docs/latest/application_documentation/docking/flex-pep-dock
https://www.rosettacommons.org/docs/latest/application_documentation/docking/flex-pep-dock
http://www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ResQ/
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOT/
https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOT/
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RESULTADOS 
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No presente trabalho, descrevemos, pela primeira vez, a síntese e 

caracterização de um heptapeptídeo, denominado Pep01, baseado em um 

peptídeo da peçonha da serpente Bothrops alternatus e também de um de seus 

derivados, um tripeptídeo denominado Pep15. Ambos foram capazes de interferir 

na agregação plaquetária. Enquanto o Pep01 foi capaz de diminuir a agregação 

plaquetária induzida pelo colágeno, curiosamente o Pep15 apresentou uma ação 

oposta, induzindo a agregação plaquetária.  

Salientamos que parte dos resultados obtidos nesse trabalho se encontra 

em processo de patenteamento, e de acordo com as instruções e normativas da 

Diretoria de Inovação e Transferência de Tecnologia da Universidade Federal de 

Uberlândia, a defesa dessa tese deverá ser realizada em sigilo e os membros da 

banca assinarão um termo firmando o compromisso de não expor as informações 

apresentadas. Também, tomamos o cuidado de não apresentar na tese 

informações detalhadas dos resultados encontrados, pelo menos nesse momento. 

Entretanto, temos a convicção de que a forma da redação não prejudicará o 

entendimento por parte do leitor e da própria banca.  

O Pep01 foi sintetizado com base na sequência de um peptídeo nativo, 

previamente isolado em nosso laboratório por Simamoto (2017), denominado de 

BaltPAi (inibidor da agregação plaquetária da peçonha de Bothrops alternatus). 

Esse peptídeo nativo demonstrou ser eficaz em inibir a agregação plaquetária na 

presença do colágeno, sendo, portanto, uma molécula peptídica com uma 

interessante ação hemostática. Frente a isso, decidiu-se prosseguir a pesquisa 

com essa molécula, porém investigaríamos a ação do peptídeo sintético baseado 

na sequência do BaltPAI. A síntese do peptídeo foi realizada utilizando um 

sintetizador via micro-ondas e o mesmo foi purificado em coluna de fase reversa 

Source 15 RPC ST 4.6/100 em um sistema de cromatografia líquida de alto 

desempenho (HPLC). Todas as frações foram testadas em ensaios de inibição da 

agregação plaquetária na presença do colágeno, e a fração indicada pela seta 

representou a molécula sintética de estudo neste trabalho, uma vez que 

demonstrou capacidade de inibir a agregação, de forma similar ao peptídeo 

nativo. Essa fração foi denominada Pep01 (Fig. 4). 

Posteriormente, demonstramos o efeito do Pep01 sobre a agregação 

plaquetária, de maneira dose-dependente (10, 20, 30 μg/ 30 μL), onde cerca de 
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20 μg/30 μL do Pep01 foram capazes de reduzir a agregação plaquetária induzida 

pelo colágeno em aproximadamente 80%, tratando-se, portanto, de um peptídeo 

com evidente ação antiagregante (Fig. 5). 

 

Figura 4: Perfil cromatográfico do peptídeo sintético aplicado em coluna de Fase 

Reversa Source 15 RPC ST (4.6 X 100 mm) equilibrada com 0,065% de ácido 

trifluoracético e eluida com gradiente de concentração de 0-100% de 70% acetonitrila em 

0.1% TFA. A seta indica a molécula de Pep01. 
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Figura 5: Ensaio de agregação plaquetária induzida pelo colágeno, na presença do 

Pep01. O PRP foi pré-incubado com o Pep01, por 10 minutos a 37º C, previamente a 

adição do colágeno. A agregação plaquetária foi registrada em um sistema óptico com 

quatro canais (AggRAM). Os resultados foram expressos como um aumento na 

transmissão da luz. Experimentos controle foram realizados utilizando apenas agonistas 

plaquetários.  

 

 

Para quantificar a ativação plaquetária, de maneira específica, e confirmar 

a atividade antiagregante do Pep01 foi realizado o ensaio em citômetria de fluxo. 

Observou-se uma redução média de 47 % na porcentagem de ativação de 

plaquetas, onde se obteve um resultado de 22,6 % de plaquetas positivas no 

grupo tratado apenas com colágeno (controle) e 10,7 % de plaquetas positivas 

para o grupo teste (Pep01 + colágeno) (Fig. 6).  

A interferência do Pep01 sobre as atividades coagulantes, antimicrobiana e 

desfibrinogenante (ação anticoagulante in vivo) foram analisadas. O Pep01 não 

foi capaz de coagular o plasma sanguíneo, não inibiu a multiplicação de bactérias 

em meios de cultura e não tornou o sangue de camundongos incoagulável.  
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Figura 6: Ensaio de quantificação da ativação plaquetária em citômetria de fluxo. O PRP 

foi tratado com o Pep01 (30 μg/ 30 μL). Após 20 min, Anexina V-FITC foi adicionada e 

plaquetas identificadas como positivas estão representadas em porcentagem. Barra 

preta: Grupo controle, tratado apenas com colágeno. Barra cinza: grupo tratado, 

incubados com Pep01. Diferenças estatísticas foram consideradas significativas quando 

p<0,05 (*). 

 

 

 

Além disso, a ação trombolítica do Pep01 foi investigada. Esse ensaio, 

realizado in vitro, demonstrou que diferentes doses do Pep01 foram eficientes em 

reduzir a massa de um coágulo sanguíneo pré-existente, na qual cerca de 60 µg / 

100 µL salina do Pep01 foram capazes de desfazer 25% do coágulo (Fig. 7). 
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Figura 7: Atividade trombolítica, in vitro, do Pep01. Coágulos formados de forma 

espontânea, a partir de 500 μL de sangue humano fresco, foram incubados com 

quantidades crescentes do Pep01, de 10 a 60 μg/100 μL de solução salina. Após 24 h, a 

massa dos coágulos foi mensurada. Diferenças estatísticas foram consideradas 

significativas quando p<0,05 (*). 
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No presente trabalho, análises de bioinformática foram realizadas com a 

finalidade de melhor investigar a interação entre o Pep01 e os principais 

receptores de colágeno (GPVI e α2β1). Para análise do acoplamento molecular, 

estruturas em cristais da GPVI e da α2β1 foram obtidas na PDB protein data bank 

e registrada sobre os códigos 2Gl7 e 1AOX, respectivamente. A análise do 

acoplamento entre o Pep01 e os receptores de colágeno foi confirmada pelo fator 

B. O fator B gerado da interação do Pep01 com o receptor GPVI foi 62.37, 

enquanto da interação entre o Pep01 e o receptor α2β1 foi -101.68. Com base 

neste resultado, podemos sugerir que o Pep01 interage preferencialmente com o 

receptor α2β1, uma vez que valores abaixo de -10 indicam possibilidades de 

interações verdadeiras. 

A partir desses resultados, consideramos a hipótese de peptídeos 

menores, derivados do Pep01, serem mais eficientes na inibição da agregação 

plaquetária. Para tanto, um estudo de bioinformática avaliou a interação entre 

peptídeos derivados (denominados de Pep02 até Pep15) e o receptor α2β1. Essa 
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análise revelou que sete sequências interagiram com o receptor α2β1 de forma 

semelhante ao Pep01. Os peptídeos derivados que demonstraram atividade estão 

descritos na tabela 3. Destes, o Pep02 e o Pep15, com base no parâmetro G 

score obtiveram um valor de 0.06, enquanto o Pep01 foi 0.04. No entanto, o valor 

do  δ ASA referente ao Pep15 foi de 4322.0, superior a todos os derivados e ao 

Pep01 (4303,5).  

Sendo assim, o Pep15 foi escolhido para ser sintetizado, caracterizado e 

analisado quanto a sua capacidade de afetar a função plaquetária. O Pep15, um 

tripeptídeo foi sintetizado e purificado pelas mesmas técnicas utilizadas para o 

Pep01 (Fig. 8).   

 

 

Tabela 3: Interação entre os peptídeos e o receptor α2β1 

 

Peptídeos (G score) δ ASA  

Pep01 0,04 4303,5 

Pep02 0,06 4285,5 

Pep04 0,04 4289,0 

Pep05 0,05 4312,7 

Pep09 0,05 4285,9 

Pep12 0,05 4300,7 

Pep15 0,06 4322,0 
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Figura 8: Perfil cromatográfico do peptídeo sintético bruto aplicado em coluna de Fase 

Reversa Source 15 RPC ST (4.6 X 100 mm) previamente equilibrada com 0,065% de 

TFA e eluida com gradiente de concentração de 0-100% de 70% acetonitrila em 0.1% 

TFA. A seta indica a fração que mostra ter atividade na agregação plaquetária.  

 

 

  

 

Todas as frações da cromatografia foram dosadas e testadas em 

experimentos de inibição da agregação plaquetária na presença do colágeno. No 

entanto, observou-se que não foram capazes de inibir a agregação plaquetária. 

Curiosamente, a última fração, indicada pela seta, demonstrou percentual de 

agregação plaquetária (cerca de 120%) superior ao controle colágeno e, portanto, 

foi avaliada em experimentos de indução da agregação plaquetária. Foi 

observado que cerca de 30 g do Pep15 foram capazes de induzir a agregação 

plaquetária em aproximadamente 30% (Fig. 9).  
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Figura 9: Ensaio de ativação plaquetária do Pep15. Doses dependentes (10, 20, 30 g/ 

30 L) do Pep15 foram adicionadas à 200 L de PRP e a agregação plaquetária foi 

registrada em um sistema óptico. Experimento controle foi realizado utilizando o agonista 

colágeno. 
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Como os peptídeos apresentaram atividades sobre a agregação 

plaquetária de formas distintas, análises no programa LIGPLOT foram realizadas 

para melhor compreender os possíveis sítios de ligação do Pep01 e do Pep15 ao 

receptor α2β1. Essa análise demonstrou que o Pep01 interage principalmente com 

ASN274, ARG277, SER305, ILE306, ARG310, ARG312, GLU336 e GLY338, 

enquanto que o Pep15 interage principalmente com ARG137, SER139, SER142, 

THR246, ILE335 e THR339. Por essa análise verificamos que os resíduos de 

aminoácidos participantes dos pontos de interação entre os peptídeos e o 

receptor podem ser modelos distintos. 
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DISCUSSÃO 
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As plaquetas desempenham um papel fundamental na hemostasia e estão 

ativamente envolvidas em distúrbios trombóticos (GREGG; GLODSCHIMIDT-

CLERMONT, 2003). Alterações na função plaquetária geram desequilíbrios nos 

mecanismos que controlam o crescimento do trombo, um dos fatores que 

favorecem o desenvolvimento de doença trombótica (SAJEVIC; LEONARDI; 

KRIŽAJ, 2011). Por esse motivo, componentes capazes de modular a ativação e 

agregação plaquetária são atualmente utilizados para tratar e prevenir esses 

distúrbios (KOH; KINI, 2012). 

As peçonhas de serpentes são constituídas por uma complexa mistura de 

componentes inorgânicos, aminoácidos, proteínas enzimáticas e não enzimáticas. 

Essas proteínas são capazes de interagir com receptores específicos que alteram 

a atividade plaquetária (OJEDA, 2017; HOOLEY et al., 2008; LU et al., 2004; 

ANDREWS; BERNDT, 2004). As toxinas que interferem na função plaquetária 

podem ser divididas em duas categorias principais: aquelas que inibem a 

agregação plaquetária (QUEIROZ et al., 2014; SILVEIRA et al., 2013; DELLA-

CASA et al., 2011) e aquelas que a ativam (VILCA-QUISPE et al., 2010; 

RODRIGUES et al., 2009). Ambas as categorias apresentam um elevado 

interesse científico e atraem pesquisadores. A primeira, por interesse médico, 

como uma ferramenta para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos 

para prevenção e tratamento de distúrbios trombóticos, e a segunda, como uma 

ferramenta para o tratamento de doenças hemorrágicas que envolvam disfunções 

plaquetárias (SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011; BRAUD; BOM; WISNER, 

2000).  

A interação entre as plaquetas e o colágeno subendotelial representa um 

importante componente trombogênico, conhecida como a primeira fase de 

formação do trombo, mediada principalmente por meio dos receptores α2β1 e 

GPVI (GAWAZ et al., 2014; MISRA e et al., 2018). A pesquisa por compostos 

capazes de bloquear a interação entre o colágeno e seu receptor é crescente e 

tem recebido considerável atenção nos últimos anos (FARNDALE et al., 2004).  

Toxinas de serpentes que inibem a função plaquetária, principalmente 

aquelas direcionadas aos receptores de colágeno, podem ser utilizadas como 

agentes antitrombóticos por serem capazes de bloquear os processos iniciais da 

formação do trombo (ANDREWS; BERNDT, 2004; MANON-JENSEN; KJELD; 
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KARSDAL, 2016; CHAN et al., 2016). Algumas toxinas ofídicas que inibem a 

agregação plaquetária induzida pelo colágeno foram descritas. Como exemplos 

dessas moléculas, temos a Catrocollastatin (ZHOU; DANGELMAIER; SMITH, 

1996) e a Jararhagin (LAING; MOURADA-SILVA, 2005) metaloproteases isoladas 

da peçonha de Crotalus atrox e Bothrops jararaca, respectivamente, que são 

capazes de se ligar e clivar o receptor α2β1 (KAMIGUTI et al., 1996). A EMS16 e a 

Sochicetina-A são exemplos de lectinas tipo-C isoladas da peçonha de Echis 

multisquamatus e E. sochureki capazes de interferir com a integrina α2β1 e inibir a 

agregação plaquetária (CLEMETSON; LU; CLEMETSON, 2005; JAKUBOWSKI et 

al., 2013). Até o momento, não há na literatura trabalhos relacionados com 

peptídeos sintéticos, oriundos de peçonhas de serpentes, de baixa massa 

molecular, capazes de atuar como antagonistas do receptor de colágeno e inibir, 

efetivamente, a agregação plaquetária.  

A membrana plaquetária apresenta distribuição assimétrica de fosfolipídios. 

Em plaquetas não ativadas, 90% da fosfatidilserina localizam-se na porção interna 

da bicamada lipídica. Durante a ativação, as plaquetas sofrem alterações 

bioquímicas e morfológicas e exposição de fosfatidilserina em sua superfície. O 

Pep01, um dos peptídeos de estudo do presente trabalho, foi sintetizado, 

purificado e testado em relação à capacidade de afetar a função plaquetária. Esse 

peptídeo demonstrou inibir a ativação e agregação plaquetária induzida por 

colágeno. 

Com isso, para melhor analisar a interação entre o Pep01 e os principais 

receptores de colágeno, análises de bioinformática foram realizadas. Dentre 

essas análises, algumas foram obtidas na plataforma CLUSPRO e validadas pelo 

fator B (JIANG et al., 2013). Os resultados demonstraram que o Pep01 interage 

preferencialmente com a integrina α2β1. Isso pode ser explicado, porque 

interações com valores abaixo de -10 indicam maior possibilidade de afinidade, 

sugerindo interações verdadeiras (LIU; LI; LI, 2014). Resultados descritos na 

literatura consideram a integrina α2β1 como o principal receptor da adesão de 

plaquetas ao colágeno, e essa interação seria responsável por facilitar a interação 

com outros receptores de menor afinidade, como a GPVI (SIXMA et al., 1997; 

NIESWANDT et al., 2001). Outro estudo com camundongos deficientes para a 

porção α2 do receptor α2β1 foi realizado com o objetivo de investigar a importância 
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desse receptor para a adesão e agregação plaquetária. Para isso, uma lesão na 

artéria carótida dos animais foi induzida e observou-se que o recrutamento de 

plaquetas ao local lesionado foi tardio, bem como uma menor estabilidade do 

trombo (GRÜNER et al., 2003). Portanto, acredita-se que a integrina α2β1, 

especificamente a subunidade α2, pode contribuir efetivamente para a interação 

entre plaquetas e o colágeno subendotelial exercendo um papel essencial no 

fortalecimento da adesão plaquetária (SAELMAN et al., 1994; CLEMETSON; 

CLEMETSON, 2001). 

A mesma sequência de eventos que leva à formação do trombo durante a 

hemostasia normal resulta em doenças trombóticas, principal causa de 

mortalidade na sociedade ocidental (ANDREWS; BERNDT, 2004; GAWAZ, 2004; 

WIDIMSKY et al., 2013). Uma das estratégias para o tratamento de distúrbios 

trombóticos é a interferência na função plaquetária (SAJEVIC; LEONARDI; 

KRIZAJ, 2011). Toxinas ofídicas capazes de degradar coágulos, bem como 

impedir a formação de novos coágulos são consideradas drogas em potenciais 

para busca de novos agentes para o tratamento de distúrbios trombóticos 

(KAMIGUTI, 2005). A Alfimeprase, isolada da peçonha de Agkistrodon contortrix 

contortrix, bem como a Batroxase, isolada de Bothrops atrox, são 

metaloproteases capazes de reduzir o tamanho do trombo (TOOMBS, 2001; 

DEITCHER; TOOMBS, 2005; CINTRA et al.,2012). No presente estudo, o Pep01 

demonstrou ser eficaz em diminuir a massa de um coágulo pré-existente, de 

maneira dependente da dose. Isso nos permite sugerir que o Pep01 trata-se de 

uma molécula com potencial para ser utilizada como uma nova abordagem de 

terapia antitrombótica. Testes futuros são necessários para melhor compreender 

o mecanismo de ação dessa degradação.  

Em suma, relatamos neste trabalho, a caracterização parcial do Pep01, um 

peptídeo sintético derivado da peçonha de Bothrops alternatus que demonstrou 

evidente ação trombolítica, além de ser capaz de inibir a agregação plaquetária 

induzida por colágeno, possivelmente por ser um antagonista do receptor α2β1. 

Deste modo, o Pep01 surge como um promissor candidato para a produção de 

fármacos antiplaquetários e antitrombóticos.  

No presente trabalho, também foi sintetizado e caracterizado um 

tripeptídeo, derivado do Pep01, denominado de Pep15. Esse peptídeo por sua 
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vez, demonstrou ser eficaz em induzir a agregação plaquetária. Ainda não há 

publicações na literatura sobre peptídeos sintéticos, de baixa massa molecular, 

derivados de componentes da peçonha de serpentes capazes de ativar a 

agregação plaquetária.   

Alguns componentes encontrados na peçonha de serpentes são capazes 

de induzir a agregação plaquetária (ANDREWS; BERNDT, 2004; MATSUI; 

HAMAKO, 2005). Essas toxinas pertencem à classe de metaloproteinases, 

serinoproteinases, fosfolipases, lectinas tipo-C e L-aminoácido oxidases (LAAOs). 

Alguns exemplos dessas moléculas promotoras da agregação plaquetária são a 

BthTX-II, uma PLA2 isolada da peçonha de serpentes B. jararacussu (FULY et al., 

2004), a Trombocitina, uma serinoprotease encontrada na peçonha da serpente 

B. atrox (SANTOS et al., 2000) e a BpirLAAO-I, uma LAAO encontrada em B. 

pirajai (IZIDORO et al., 2006). Estudos anteriores demonstraram que algumas 

proteínas ofídicas são potentes ativadores plaquetários por atuarem de forma 

semelhante ao colágeno. Alguns destes, incluindo a Trimucitina de Trimeresurus 

mucrosquamatus (TENG et al., 1993) e Aggretin de Calloselasma rhodostoma 

(HUANG et al., 1995), são conhecidas por interagirem com a integrina α2β1 nas 

plaquetas. 

Análises de moléculas por bioinformática permitem estabelecer possíveis 

sítios de ligação e identificar compostos propensos à determinada atividade, 

possibilitando cálculos computacionais (OJEDA, 2017). Essas análises 

demonstraram que o Pep15 possivelmente interage com o receptor α2β1, uma vez 

que apresentou um escore favorável para o desenvolvimento de atividade 

biológica (LIU; LI; LI, 2014; MOONEY et al., 2012). Outra análise realizada pelo 

programa LigPlo demonstrou que os prováveis pontos de interação entre Pep01 e 

o receptor α2β1 são distintos daqueles da interação entre o Pep15 e α2β1. 

Portanto, o Pep15 induziu a agregação plaquetária, possivelmente por interagir 

com o receptor de colágeno, promovendo a liberação de substâncias dos 

grânulos plaquetários, ativando o receptor αIIbβ3, e, consequentemente,  gerando 

a agregação de plaquetas.   

O Pep15 surge, então, como uma molécula de fácil síntese, baixo custo de 

produção, capaz de agir como agonista da integrina α2β1,com potencial 
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terapêutico para o tratamento de desordens hemorrágicas relacionadas às 

plaquetas.  
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CONCLUSÃO 
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Em conclusão, descrevemos a caracterização de dois peptídeos, o Pep01, 

um antagonista da integrina α2β1, que inibiu a adesão e a agregação plaquetária, 

e o Pep15, um agonista da agregação plaquetária. Dessa forma, essas moléculas 

peptídicas sintéticas possuem um grande potencial clínico para o 

desenvolvimento de novos agentes terapêuticos para prevenção e tratamento de 

doenças relacionadas a alterações na função plaquetária.    
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Abstract 

 

In this paper, the pool of the trypsinized BaltDC fragments inhibited epinephrine-

induced platelet aggregation. For enzymatic hydrolysis, trypsin was dissolved in 20 

μL ammonium bicarbonate buffer and added to 500 μg of BaltDC and the mixture 

was incubated for 16 hours. Sequencing of pool showed one amino acid sequence 

LPQSDTDVGDDGLK, named PepDC, which revealed homology with snake 

venom disintegrins. This peptide may be of great interest for the development of 

novel therapeutic agents for the prevention and treatment of various thrombotic 

diseases. 
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The snake venom is composed of proteins, biologically active peptides and 

other molecules that act mainly for defense and to capture preys (Ramos and 

Selistre-de-Araújo 2006). It is constituted of metalloproteases (Queiroz et al 2014), 

phospholipases (Santos-Filho et al 2008), serine proteases (Costa et al 2010), L-

amino acid oxidase (Rodrigues et al 2008), disintegrins (Calvete et al 2003), 

among other molecules.  

In recent decades, the snake venoms have arisen great interest and 

application in the fields of biotechnology and medicine since they interfere in the 

dynamics of various cellular processes in the organism (Mccleary and Kini 2012; 

Chan et al 2016). Some of these pharmacologically active compounds present 

potential therapeutic use since they have antiplatelet (Sousa et al 2017), 

antimicrobial (Mello et al 2017), antihypertensive (Silveira et al 2013) and 

antitumor activities (Guimarães et al 2017).  

Among these components, the disintegrins, known as platelet integrin 

receptor antagonist molecules, are effective in inhibiting platelet aggregation 

(Calvete 2003; Higuchi et al 2011). Ophidic compounds capable of affecting 

platelet function provide ample opportunities and a diverse molecular architecture 

to design and agents of therapeutic interest for the prevention and treatment of 

thrombotic disorders (Chan et al 2016; Koh and Kini 2012; McCleary and Kini 

2012). In the present work, we describe a fragment derived from disintegrin 

purified from Bothrops alternatus snake venom (BaltDC), that is capable of 

inhibiting epinephrine-induced platelet aggregation (Matias et al 2017).  

 The B. alternatus snake venom was purchased from Bioagents 

Serpentarium (Batatais, São Paulo, Brazil) which is registered with the Brazilian 

Institute of Environment and Renewable Natural Resources (IBAMA - nº 471.301). 

The purification of BaltDC was carried out in only two steps (anion exchange and 

molecular exclusion chromatography) according to Matias et al (2017). 

For enzymatic hydrolysis, trypsin (0.5 μg) was dissolved in 20 μL 

ammonium bicarbonate buffer (0.1 M), pH 7.8. The solution was then added to 

500 μg of BaltDC and the mixture was incubated at 37 °C for 16 hours. The 

reaction was stopped by the addition of 5 μL of trifluoroacetic acid 100 % (TFA) 

and then the sample was lyophilized and stored at -20 °C.  
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Human blood was obtained in accordance with the current guidelines for 

human research, established by the Committee for Ethics in Human Research of 

Universidade Federal de Uberlândia, Minas Gerais, Brazil (CEP/UFU, Protocol 

number 1.627.982/2016). Blood was obtained from 10 voluntary donors aged 18-

65 years, weighing more than 50 kg, without signs or symptoms of disease, no 

hemostasis disorders, malnutrition or dehydration, with no use of any medication 

that interferes with hemostasis, no use of illicit drugs, no alcohol consumption in 

the last 24 h prior to the experiment.  

Platelet aggregation assays were performed on 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 (2014). Aggregation was analyzed with epinephrine agonist (300 μM) and with 

hydrolyzed BaltDC (10, 20 and 50 μg) to verify the ability of the fragments to inhibit 

aggregation in the presence of epinephrine (Fig. 1). As a negative control, 50 μL of 

the hydrolysis solution (trypsin + TFA) was used.  

 Hydrolyzed BaltDC were analysed by an Agilent 6520 Q-TOF mass 

spectrometer equipped with an HPLC electrospray driven by a 1260 Infinity LC 

system (Agilent Technologies). The primary structures of the sequenced peptides 

were compared to the sequences of other related proteins and peptides using the 

BLAST (Basic Local Alignment Search) program 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 Our results showed that the pool of the trypsinized BaltDC fragments 

inhibited epinephrine-induced platelet aggregation in a concentration-dependent 

manner. Figure 1 show that 10, 20 and 50 μg the trypsinized BaltDC fragments 

were able to inhibit aggregation over 28, 37 and 43%, respectively. Among the 

peptides that were sequenced to identify which peptide is responsible for the 

antiplatelet activity. One sequence caught our interest: LPQSDTDVGDDGLK 

([M+H]+ = 1458.6), which was named PepDC.  

This sequence exhibited the VGD (valine-glycine-aspartic acid) sequence, 

homologous to the RGD (arginine-glycine-aspartic acid) sequence present in 

ophidian toxin molecules that are responsible for inhibiting platelet aggregation 

(Calvete et al 2003; Eble 2010). PepDC showed high homology with snake venom 

disintegrins such as VLO5, isolated from Vipera lebetina venom (Calvete et al 
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2003), Halystatin, isolated from Agkistrodon halys venom (Fujisawa et al 1994), 

Trimucrin, isolated from Trimeresurus mucrosquamatus venom (Tsai et al 1994), 

Flavoridin, from Trimeresurus flavoviridis venom (Kishimoto et al 2002), and 

Jerdonatin, from Trimeresurus jerdonii venom (Zhou et al 2004).  

Studies related to molecules capable of modulating platelet adhesion, 

activation and aggregation, by specific action on membrane receptors or their 

ligands, may contribute to the elucidation of the phenomenon involving platelet 

aggregation and, therefore, may be a focus for the search for new antithrombotic 

agents (Kamiguti 2005; Lu et al 2005). For many years, scientific research with 

snake venoms has been conducted with focus on the enzymatic components. 

However, these venoms are a rich source of bioactive peptides. Important 

advantages of the use of peptidic compounds in relation to protein-based 

biopharmaceuticals are their lower complexity, low immunogenicity and lower 

production cost (Kamiguti 2005; Hooley et al 2008; Lu et al 2005).  

The results shown here suggest that PepDC represents a fragment of 

BaltDC disintegrin that showed anti-platelet aggregation activity. This peptide may 

be of great interest in medical application as a novel drug for the development of 

novel therapeutic agents for the prevention and treatment of various thrombotic 

diseases. 
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Figures 

 

 

Figure 10: Platelet aggregation assay. Effect of different amounts of trypsinized BaltDC 

fragments (10, 20, 50 µg) to human PRP. Platelet aggregation was recorded for 10 

minutes 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%). Hydrolysis buffer was used as negative 

control.  
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Abstract

Background: Snake venoms are a complex mixture of proteins, organic and inorganic compounds. Some of these
proteins, enzymatic or non-enzymatic ones, are able to interact with platelet receptors, causing hemostatic disorders.
The possible therapeutic potential of toxins with antiplatelet properties may arouse interest in the pharmacological
areas. The present study aimed to purify and characterize an antiplatelet DC protein from Bothrops alternatus
snake venom.

Methods: The protein, called BaltDC (DC protein from B. alternatus snake venom), was purified by a combination
of ion-exchange chromatography on DEAE-Sephacel column and gel filtration on Sephadex G-75. The molecular
mass was estimated by polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE).
The amino acid sequence of the N-terminal region was carried out by Edman degradation method. Platelet
aggregation assays were performed in human platelet-rich plasma (PRP). Infrared (IR) spectroscopy was used in
order to elucidate the interactions between BaltDC and platelet membrane.

Results: BaltDC ran as a single protein band on SDS-PAGE and showed apparent molecular mass of 32 kDa under
reducing or non-reducing conditions. The N-terminal region of the purified protein revealed the amino acid sequence
IISPPVCGNELLEVGEECDCGTPENCQNECCDA, which showed identity with other snake venom metalloproteinases (SVMPs).
BaltDC was devoid of proteolytic, hemorrhagic, defibrinating or coagulant activities, but it showed a specific inhibitory
effect on platelet aggregation induced by ristocetin and epinephrine in PRP. IR analysis spectra strongly suggests that
PO3

2− groups, present in BaltDC, form hydrogen bonds with the PO2
− groups present in the non-lipid portion of the

membrane platelets.

Conclusions: BaltDC may be of medical interest since it was able to inhibit platelet aggregation.
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Background
Isolation and characterization of pharmacologically ac-
tive compounds present in snake venoms have been the
focus of numerous scientific research studies. Approxi-
mately 90% of snake venom dry weight is constituted of
protein components, including peptides and enzymes.
The non-protein fraction of the venom is composed by
low-mass organic molecules, such as carbohydrates,
lipids, free amino acids and inorganic compounds in-
cluding calcium, phosphorus, magnesium, potassium,
sodium and zinc [1, 2].
Snake venoms are rich sources of metalloproteinases,

a group of enzymes that are the primary factors respon-
sible for hemorrhage and may also interfere with the
hemostatic system [3–6]. Snake venom metalloprotein-
ases (SVMPs) have been classified into three classes,
from PI to PIII, according to their multi-domain struc-
ture [7]. The PIII SVMPs are the largest among all the
classes of metalloproteinases. They are composed of an
N-terminal metalloproteinase domain, a disintegrin-like
domain (D) and a Cys-rich C-terminus (C). PIII SVMPs
may undergo proteolytic processing, releasing the cata-
lytic domain (metalloproteinases) [7]. D and C domains
are linked by disulfide bonds, so they are released as a
unique molecule (DC protein). This molecule is able to
interact with integrins present on the cell surface and
may trigger numerous cellular processes such as platelet
aggregation; angiogenesis; metastasis; tumor growth; ad-
hesion, migration and proliferation of cells [8–12].
In this work, we describe the purification, characterization

and IR spectra of an antiplatelet DC protein, called
BaltDC, isolated from B. alternatus snake venom.

Methods
B. alternatus snake venom
Desiccated B. alternatus snake venom was purchased
from Bioagents Serpentarium (Brazil). This serpentarium
is registered in the Brazilian Institute of Environment and
Renewable Natural Resources (IBAMA – n. 471,301).
The crude venom was dried in a vacuum desiccator
at room temperature immediately after milking and
then stored at −20 °C.

Animals
Swiss male mice (20–25 g) were provided by the
Center of Animal Facilities and Animal Experimenta-
tion (CEBEA) of the Federal University of Uberlândia
(Uberlândia, MG, Brazil). The animals were main-
tained under conditions of controlled temperature
(22 ± 2 °C) and 12-h light/dark cycles with free ac-
cess to food and water. The experimental protocol
was approved by the Committee for Ethics in Animal
Experimentation of the Federal University of Uberlân-
dia (CEUA/UFU, protocol number 108/12).

Human blood
Human blood was obtained by means of donation from
volunteers. The criteria for selection of donors were: be
in good state of health, have 18 to 65 years old, weight-
ing at least 50 kg, no use of any medication that inter-
feres with hemostasis, no use of illicit drugs and no
alcohol consumption for at least 24 h before donation.
The experiments were carried out according to the
current guidelines for research with humans established
by the Committee for Ethics in Human of the Federal
University of Uberlândia (CEP/UFU – protocol number
1.627.982/2016).

Isolation of BaltDC
B. alternatus crude venom (300 mg) was dissolved in
2.0 mL of 0.05 M ammonium bicarbonate buffer (pH 7.8)
and applied to a DEAE-Sephacel column (2.5 × 20 cm).
The samples were eluted using a linear gradient (0.05–
1.0 M) of the same buffer. The ninth peak was pooled,
lyophilized and applied to a Sephadex G-75 column
(1.0 × 100 cm) previously equilibrated with 0.05 M am-
monium bicarbonate buffer (pH 7.8). All peaks were
monitored by measuring absorbance at 280 nm on a spec-
trophotometer BioSpec-Mini (Shimadzu Biotech, Japan)
at a flow rate of 20 mL/h and fractions of 3.0 mL/tube
were collected. The purified protein was named BaltDC.
To confirm the degree of purity, BaltDC was submitted to
reverse-phase Source 15RPC ST column (4.6 × 100 mm)
using the ÄKTApurifier™ HPLC system. The column was
equilibrated with 0.1% trifluoroacetic acid (solvent A) and
eluted with a linear concentration gradient from 0 to
100% of 70% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid (solvent
B) at a flow rate of 0.3 mL/min. Absorbance was moni-
tored at 280 nm.

Estimation of protein concentration
Protein concentration was determined by the method
previously described by Bradford [13], using bovine
serum albumin as standard.

Electrophoretic analysis
Polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of
sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) was performed as
described by Laemmli [14] using 14% (w/v) gels. Electro-
phoresis was carried out at 20 mA/gel in Tris-glycine
buffer (pH 8.3) containing 0.01% SDS. The molecular
mass standard proteins used were phosphorylase b
(97 kDa), bovine serum albumin (66 kDa), ovalbumin
(45 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), soybean trypsin
inhibitor (20.1 kDa) and α-lactalbumin (14.4 kDa). Gels
were stained with Coomassie blue R-250, 0.2% (w/v).
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N-terminal sequencing
A PPSQ-33A (Shimadzu) automated sequencer was used
for the N-terminal sequencing according to the method-
ology described by Rodrigues et al. [15]. The identity of
the primary sequence of BaltDC, compared with other
proteins, was evaluated using BLAST (http://blas-
t.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Platelet aggregation assay
Platelet aggregation assays were performed in PRP and
measured using the automated Aggregometer 4 channels
(AggRAMTM version 1.1, Helena Laboratories, USA) as
described by Queiroz et al. [16]. Human blood, collected
in the presence of sodium citrate (3.2%), was centrifuged
at 100×g for 12 min at room temperature to obtain PRP.
Platelet-poor plasma (PPP) was obtained from the resi-
due by centrifugation of citrated blood at 1000×g for
15 min. Assays were carried out using 200 μL of PRP
maintained at 37 °C under continuous stirring in silicon-
ized glass cuvettes. Aggregation was triggered with colla-
gen (10 μg/mL), ADP (20 μM), ristocetin (1.5 mg/mL)
or epinephrine (300 μM) with BaltDC (20, 40 and
80 μg). One hundred percent (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.

Infrared spectra
IR spectra of the samples were recorded at room
temperature using a Shimadzu Fourier Transform IR
(FT-IR) spectrophotometer (Vertex 70, Bruker Optik) in
the spectral range 440 to 4000 cm−1 via a total attenu-
ated reflectance element coupled (ATR) with resolution
of 2 cm−1.

Results and discussion
In Brazil, the B. alternatus snake, popularly known as
urutu cruzeiro or cruzeira, is found in swamps, marshes
and other humid local. It is also commonly found in
sugarcane plantations [17]. In this work, we described
the purification (chromatographic steps), electrophoretic
profile, N-terminal sequence and IR spectra of an anti-
platelet DC protein from this snake venom. The protein
was isolated by only two steps of purification (ion-ex-
change and gel filtration chromatography). B. alternatus
crude venom (300 mg) was applied on a DEAE-Sephacel
column and produced ten main protein peaks (Fig. 1a).
The ninth peak was further fractionated by size exclu-
sion chromatography (Sephadex G- 75), resulting in
three main peaks (Fig. 1b). The second peak of this
chromatography, which was named BaltDC, was devoid
of proteolytic, hemorrhagic, defibrinating or coagulant
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Fig. 1 Purification of BaltDC.(a) Anion-exchange chromatography of
B. alternatus crude venom on a DEAE-Sephacel column (2.5 × 20 cm)
equilibrated with 0.05 M ammonium bicarbonate (pH 7.8) and eluted
with a convex concentration gradient of the same buffer (0.05–1 M).
(b) Gel filtration on Sephadex G-75 column (1.0 × 100 cm): ninth peak
was applied to the column and eluted with 0.05 M ammonium
bicarbonate. Fractions of 3.0 mL/tube were collected and the
absorbance was read at 280 nm. (c) SDS-PAGE: Lane 1 – standard
proteins; lane 2 – BaltDC under non-reducing conditions; lane 3 –
BaltDC under reducing conditions. The molecular mass standard
proteins used were phosphorylase b (97 kDa), bovine serum albumin
(66 kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa) and
soybean trypsin inhibitor (20.1 kDa). Gels were stained with Coomassie
blue R-250, 0.2%. (d) Reverse-phase HPLC on a Source 15RPC ST
column (4.6 × 100 mm) equilibrated with 0.1% trifluoroacetic 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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activities (data not shown), but it is able to interfere on
platelet aggregation.
Electrophoretic (SDS-PAGE) analysis under dena-

turing and reducing conditions indicated that BaltDC
had an apparent molecular mass of 32 kDa (Fig. 1c). The
high degree of purity of BaltDC was confirmed by reverse-
phase HPLC chromatography on a Source 15RPC ST col-
umn, revealing a unique major peak (Fig. 1d). Comparison
of the N-terminal sequence of BaltDC (IISPPVCGNELLE

VGEECDCGTPENCQNECCDA) showed similarity with
other PIII SVMPs from Bothrops genus. The N-terminal
of BaltDC is similar to the middle of others metallopro-
teinases skipping the catalytic domain such as leucurogin,
jararhagin-C, VAP2A, VMP-III, jararhagin, bothropasin
and others (Fig. 2) [18–23].
The PIII SVMPs are high molecular mass proteins that

have a proteinase domain followed by disintegrin-like
(D) and cysteine-rich (C) domains. Jia et al. [24] and

Fig. 2 Sequence alignment of BaltDC and members of the PIII SVMPs: jararhagin-C (AAB30855.1), leucurogin (P0DJ87.1), VAP2A (A4PBQ9.1), VMP-
III (C9E1R8.1), jararhagin (P30431.1), VAP2B (Q90282.1), BITM06A (Q8QG88.1), brevilysin-H6 (P0C7B0.2) and bothropasin (O93523.2). The conserved
residues are shown in black. The alignment and figure were generated and evaluated using BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Fig. 3 Effect of BaltDC on (a) ristocetin and (b) epinephrine-induced platelet aggregation. PRP was preincubated with BaltDC for 30 min at 37 °C
before adding agonists. Platelet aggregation was recorded for 10 min in an AggRAM platelet aggregation system with four-channel laser optics
(Helena Laboratories, EUA). Results were expressed as an increase in light transmission. Control experiments were performed using only
platelet agonists
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Serrano et al. [25] reported the hypothesis that the DC
domain contributes to the proteolytic specificity of PIII
SVMPs, since it is targeted to bind to critical protein
substrates. On the other hand, studies with synthetic
peptides, such as the one by Pinto et al. [26], suggest
that the C domain of the jararhagin binds to vWF.
According to Fox and Serrano [27], some proteinases
from snake venom may generate biologically active in-
tact polypeptides of approximately 30 kDa that corres-
pond to the DC protein, which may be released from
their precursor forms by proteolytic processing.
Brevilysin-H6, bothropasin, leucurolysin B and jararha-

gin are PIII SVMPs composed of a metalloproteinase
domain associated with a DC domain, which may be re-
leased from auto-proteolytic events [5, 22, 23, 28].
BaltDC is similar to jararhagin C (28 kDa), acucetin
(30 kDa) and alternagin-C (29 kDa), which are DC pro-
teins released through auto-proteolysis from B. jararaca,

A. acutus and B. alternatus, respectively [12, 19, 29]. As
jararhagin C, acutin and alternagin-C, BaltDC has no
enzymatic activity. These results associated with the N-
terminal sequence leads us to believe that the BaltDC
may be a fragment of class PIII SVMPs, in which the
DC domain was processed from proteinase domain, as
proposed by Fox and Serrano [7].
DC proteins are known to bind to different platelet

integrins that mediate platelet aggregation. A number
of DC proteins have been used in the studies of modu-
lators of platelet adhesion receptors and their ligands
[12, 30, 31]. In this work, we characterized the inter-
ference of BaltDC on platelet aggregation using colla-
gen, ADP, epinephrine and ristocetin as agonist. Our
results showed that 40 μg and 80 μg of BaltDC was able
to inhibit approximately 60% of platelet aggregation
induced by ristocetin and epinephrine, respectively
(Fig. 3a and b). On the other hand, BaltDC had little or

Fig. 4 FT-IR Spectra of BaltDC, platelet and complex (BaltDC/platelet). Zoom 1:850–1350 cm−1. Zoom 2: 1300–1900 cm−1. IR spectra were
recorded by a total attenuated reflectance element coupled (ATR) with resolution of 2 cm−1
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no effect on platelet aggregation induced by collagen or
ADP (data not shown). These results suggest that
BaltDC inhibits platelet aggregation by a possible
common pathway for ristocetin and epinephrine. An-
other PIII SVMPs, such as acurhagin, purified from the
venom of Agkistrodon acutus, also inhibits the
ristocetin-induced platelet aggregation by hydrolyzing
the vWF [32]. Our results strongly suggest that BaltDC
inhibits platelet aggregation by preventing the binding of
vWF and epinephrine to their respective receptors since it
does not have a catalytic effect. Probably, BaltDC does not
interact with the αIIbβ3, αVβ3 or α2β1x integrins since it
does not inhibit the aggregation induced by ADP or colla-
gen. However, more data are needed to elucidate the
mechanism of action of BaltDC.
Here, we also show some results that may contribute

to the understanding of a type of interaction that occurs
between BaltDC and the platelet membrane. In order to
elucidate these interactions, we used the IR spectros-
copy. This methodology is not invasive and it has been
used as an extremely useful tool for the investigation of
interactions between lipids and proteins and other bio-
logical and biomedical studies [33–38].
Fig. 4 shows the FT-IR spectra of BaltDC and platelet

alone and when they are complexed. In the region 850–
1350 cm−1 (zoom 1), we observed a variety of character-
istic IR group frequencies similar in all spectra. This
same figure shows that the spectrum of BaltDC has a
band at 1087 cm−1 while the spectrum of platelet has a
band at 1080 cm−1, which are characteristics of PO2

− and
PO3

2− symmetric stretching vibrations, respectively
[39, 40]. Interestingly, the spectrum of BaltDC/platelet
complex showed a band at 1083 cm−1, which presented a
change of the frequencies relative to the spectra of BaltDC
and platelet, when they are separated. These results
support the hypothesis that the PO3

2− groups, present in
BaltDC, make hydrogen bonds with the PO2

− groups
present on the non-lipid portion of the membrane
platelets [41–43]. We believe that the PO2

− groups are part
of protein complexes, which are buried in the lipid bilayer
since these groups are not commonly found in the plasma
membrane. In addition, no changes were observed in the
characteristic spectral bands of phosphate groups ge-
nerally found in the membrane phospholipids [44].
In the region 1300–1900 cm−1 (zoom 2), we observed

in both FT-IR spectra, BaltDC and platelets, a band at
1640 cm−1, located in amide I region, which indicates α-
helical conformation [38, 45]. The spectrum of protein
/platelet complex shows that the bands corresponding to
amide I and II regions remained unchanged. These re-
sults suggest that the interaction between BaltDC and
platelets causes no conformational changes in mem-
brane, prevailing the α-helix structure [46]. These find-
ings support the hypothesis that BaltDC does not act

catalytically and therefore it could act as an antagonist
of the ristocetin and epinephrine receptors.

Conclusions
We presented the purification, characterization and IR
spectrum of BaltDC, a DC protein (32 kDa) originated
from autolysis of a PIII SVMPs from B. alternatus snake
venom. This protein was able to inhibit platelet aggrega-
tion induced by ristocetin and epinephrine and, there-
fore, it may be of medical interest as a novel therapeutic
antiplatelet agent.
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