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Resumo 
 
Botrojaracina (BJC), uma lectina do tipo C com 27-kDa purificada do 
veneno da serpente Bothrops jararaca, é um seletivo inibidor de trombina (Kd = 
0.6 nM) que interage com ambos os exosítios aniônicos (I e II). A botrojaracina 
tem alta afinidade (Kd = 175 nM) pelo proexosítio I da protrombina, um sítio de 
ligação ao fator Va caracterizado recentemente. Esta afinidade confere a 
botrojaracina um novo mecanismo de ação como droga antitrombótica. Para 
determinar o quanto a botrojaracina se liga a protrombina de rato, nós realizamos 
um ensaio de western blotting usando anticorpo policlonal anti-BJC. A incubação 
da botrojaracina com o plasma formou uma banda idêntica à observada na 
incubação da proteína com protrombina humana purificada, sugerindo um 
reconhecimento e interação específica com a protrombina de rato. Também 
analisamos o efeito antitrombótico in vivo da botrojaracina através do modelo de 
trombose venosa profunda em ratos, que combina estase e hipercoagulabilidade. 
A administração de 3 mg/kg de tromboplastina combinada com estase causou a  
formação de trombo (9,3 ± 0,6 mg) que consideramos como 100% de incidência . 
A administração de 1 mg/kg de botrojaracina diminuiu o peso trombo em ~97% 
(0,3 ± 0,3 mg). No ensaio ex vivo de APTT houve um aumento de 1,4 vezes no 
tempo de coagulação após 30 min da administração da dose de 1 mg/kg de 
botrojaracina. A botrojaracina promoveu um discreto aumento do sangramento, 
sendo este não considerado significativo estatisticamente com a dose de 1 mg/kg. 
A ação antitrombótica da botrojaracina também foi estudada através do modelo de 
tromboembolismo induzido por trombina. A dose de 1 mg/kg de botrojaracina 
mostrou 100% de proteção contra a mortalidade induzida por trombina. Nossos 
dados mostram que a botrojaracina é um potente antitrombótico que pode auxiliar 
no desenvolvimento de novas drogas direcionadas a pro(trombina). 
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Abstract 
Bothrojaracin (BJC), a 27-kDa C-type lectin-like protein from Bothrops 
jararaca snake venom, is a selective thrombin inhibitor (Kd = 0.6 nM) which 
interacts with both thrombin anion binding exosites (I and II) but not with the 
enzyme’s catalytic site. Bothrojaracin also binds with high affinity (Kd = 175 nM) to 
proexosite I, a recently characterized factor Va binding site on prothrombin. This 
ability confer to bothrojaracin a new mechanism of action for an antithrombotic 
drug. In order to determine whether bothrojaracin could bind prothrombin in rat 
plasma, we performed western blotting assays using anti-BJC polyclonal 
antibodies. Incubation of bothrojaracin with plasma produced a band with identical 
migration pattern to that observed upon incubation of the protein with purified 
human prothrombin, thus suggesting its specific interaction with prothrombin in rat 
plasma. We further analyzed the in vivo antithrombotic effect of bothrojaracin on a 
venous thrombosis model in rats that combines stasis and hypercoagulability. It 
was observed that intravenous administration of 3 mg/kg of thromboplastin 
combined with stasis caused 100% of thrombus incidence (9.3 ± 0.6 mg). In 
contrast, co-administration of 1 mg/kg of bothrojaracin decreased thrombus weight 
by ~97% (0.3 ± 0.3 mg). Accordingly, ex vivo APTT was enhanced by ~1.4-fold for 
BJC doses of 1 mg/kg after 30 min of drug administration. Like all anticoagulants 
available, bothrojaracin evoked an increase in the hemorrhagic risk, however this 
was not significant for 1 mg/kg dose. The antithrombotic action of bothrojaracin 
was also analyzed in vivo using a thrombin-induced thromboembolism model. 
bothrojaracin at 1 mg/kg showed 100% protection against thrombin-induced 
mortality. Altogether, our data show that bothrojaracin is a potent antithrombotic 
agent that could further help the development of new drugs directed to both 
prothrombin and thrombin. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. O Sistema Hemostático 
 
O sistema vascular exerce um papel fundamental no transporte de 
oxigênio e nutrientes para os tecidos, além de regular o extravasamento de 
fluidos, solutos, hormônios e macromoléculas. Para assegurar a manutenção da 
circulação sangüínea através dos vasos, é necessário que o sangue se mantenha 
na forma fluida, livre de coágulos, mas que também promova a interrupção do 
sangramento caso haja uma injúria vascular. O balanço resultante da integração 
desses dois aspectos é conhecido como hemostasia (Kalafatis e col, 1994; 
Cauwenberghs e col, 2007). 
A manutenção da integridade do sistema vascular é absolutamente vital 
para o organismo humano, uma vez que a perda de uma quantidade significativa 
de sangue através de uma injúria vascular é incompatível com a vida 
(Cauwenberghs e col, 2007; Kalafatis e col, 1994). Este mecanismo complexo 
denominado sistema hemostático reconhece o dano vascular e recruta uma 
combinação apropriada de componentes celulares e proteínas plasmáticas 
solúveis, produzindo um “tampão” insolúvel, que cessa a perda sangüínea 
(Kalafatis e col, 1994; Rosenberg, 2001; Davie e col, 1991). Os principais 
constituintes deste “tampão” incluem as plaquetas e um polímero insolúvel de 
fibrina, que é formada a partir de uma proteína plasmática solúvel denominada 
fibrinogênio. Desta forma, o sítio de lesão vascular é inicialmente preenchido por 
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plaquetas que aderem a macromoléculas do tecido subendotelial exposto, passam 
para a forma ativada e formam um tampão plaquetário inicial. Durante a formação 
do tampão plaquetário, as plaquetas aderidas liberam uma série de substâncias 
de seus grânulos, que juntamente com moléculas do espaço subendotelial, 
promovem a ativação local de uma série de proteases plasmáticas inativas ou 
zimogênios que se encontram solúveis no plasma. 
A ativação do sistema de coagulação culmina na formação de trombina, 
que finalmente promove a formação do coágulo de fibrina (Davie et al., 1991). 
O sistema hemostático é relativamente quiescente se o dano vascular não 
está presente, entretanto, em caso de injúria vascular, ocorre a deposição de 
plaquetas e fibrina rapidamente e de acordo com a extensão da lesão 
(Cauwenberghs e col, 2007
; Pham & Wang, 2007; Kalafatis e col, 1994; Esmon, 
2000; Bourin e Lindahl; 1993; Rosenberg, 2001; Davie e col, 1991). 
 
 
1.1.1. Hemostasia Primária 
 
As plaquetas são fragmentos celulares, derivadas da fragmentação do 
citoplasma do megacariócito, uma célula formada na medula óssea (Shore-
Lesserson, 2007; Erusalimsky e Martin, 1996). O sangue humano apresenta 
normalmente de 150.000 a 400.000 plaquetas/ mm
3
. 
Quando a integridade da parede vascular é interrompida, ocorre a 
ativação do sistema hemostático. Este fenômeno envolve diversas interações 
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entre componentes endoteliais e sub-endoteliais, plaquetas e outras células 
sangüíneas periféricas e proteínas procoagulantes circulantes. As plaquetas 
desempenham um papel essencial nestas interações, pois participam diretamente 
da primeira fase da hemostasia, contribuindo com seus receptores de membrana 
que facilitam e amplificam a atividade localizada dos fatores da coagulação 
sangüínea (Cauwenberghs e col, 2007; Pham & Wang, 2007; Coughlin, 2005; 
Kalafatis e col, 1994; Ruggeri, 1997; Hawinger e col, 1994). 
Em condições normais, as plaquetas circulam no sangue em estado de 
repouso sob a forma discóide (Figura 1), pois são impedidas de interagir entre si 
por fatores inibitórios que incluem a PGI
2
 e o óxido nítrico (NO) produzidos pelo 
endotélio. Entretanto, quando recrutadas devido a alterações das células 
endoteliais e a conseqüente exposição de moléculas do espaço do subendotélio, 
sofrem uma drástica mudança morfológica (Cauwenberghs e col, 2007; Pham & 
Wang, 2007; Kalafatis e col, 1994). Quando expostas a agonistas, são ativadas 
mudando da forma discóide para a forma esférica (processo chamado de “shape 
change”) com extensa emissão de pseudópodos, respondendo rapidamente à 
lesão vascular (Cauwenberghs e col, 2007; Kalafatis e col, 1994; Andrews e 
Berndt, 2004; Ruggeri, 1997) (Figura 1). A adesão das plaquetas ao subendotélio 
exposto após a injúria vascular é principalmente mediada por uma glicoproteína 
plasmática denominada fator de von Willebrand. Esta proteína interage com as 
plaquetas através de um receptor específico denominado complexo glicoproteína 
(GP) Ib-IX-V criando uma ponte entre a célula e o subendotélio exposto (Plow & 
Ginsberg, 1995; Andrews e col., 1999). 
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Para formar um agregado compacto, as plaquetas mobilizam alguns 
receptores específicos de membrana, particularmente a glicoproteína IIb/IIIa (GP 
α
IIb
β
3
) em resposta aos sinalizadores extracelulares que podem ser solúveis como 
ADP e trombina, ou como o colágeno que está presente no espaço sub-endotelial, 
amplificando a resposta celular (Loscalzo e Schafer, 2003; Hawiger e col, 1994; 
Andrews e Berndt, 2004; Cauwenberghs e col, 2007; Pham & Wang, 2007) (Figura 
1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 1: Eventos da função plaquetária 
Quando a integridade da parede vascular é interrompida, ocorre a ativação do 
sistema hemostático, que envolve diversas interações entre elementos endoteliais 
e subendoteliais, plaquetas e outras células sangüíneas periféricas e proteínas 
procoagulantes circulantes. Devido à exposição de moléculas do subendotélio, as 
plaquetas são ativadas mudando da forma discóide para a forma esférica com 
emissão de pseudópodos, respondendo rapidamente à lesão vascular. Num 
evento subseqüente, ocorre a agregação das plaquetas junto à lesão vascular que 
é mediada pelo fibrinogênio e pelas glicoproteínas plaquetárias IIb/IIIa. Estes 
eventos plaquetários em conjunto resultam numa ponte entre a hemostasia 
primária e a coagulação sangüínea. MP_microprticulas procoagulantes; 
PS_fosfatidilserina (Fonte: Cauwenberghs e col, 2007). 
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Plaquetas ativadas (por outros agonistas incluindo colágeno, fator de von 
Willebrand - vWf, ou trombina) secretam ADP (presentes nos grânulos densos), 
que por sua vez ativam as plaquetas via dois receptores: P2Y1 e P2Y12, 
receptores estes que são acoplados à proteína G. O receptor P2Y1 está acoplado 
à proteína Gq, regulando assim os eventos de sinalização Ca
+2
-dependentes, que 
iniciam rapidamente o “shape change” e reforçam a agregação plaquetária 
dependente da GP IIb/IIIa por mecanismos que envolvem mudanças 
conformacionais tanto na região extracelular, quanto na região citoplasmática, 
reestruturação tal que favorece a ligação desta glicoproteína ao fibrinogênio 
(Phillips e col, 1991; Andrews e Berndt, 2004). O receptor P2Y12 é um “GαI-like” e 
ativa a GP IIb/IIIa por um mecanismo envolvendo a inibição da produção de AMPc 
pela adenilato ciclase. 
Seguindo a adesão, as plaquetas liberam o conteúdo de seus grânulos, 
que podem ser de três tipos: a-) os grânulos densos, contendo ADP, ATP, 
serotonina e cálcio; b-) os grânulos alfa, contendo proteínas adesivas 
(fibrinogênio, vWf, fibronectina etc), fatores da coagulação (fator V e fator XI); c-) e 
os grânulos lisossomais, contendo enzimas hidrolíticas. As plaquetas também 
sintetizam tromboxana A
2 (TXA2) através da cascata do ácido araquidônico.  O 
conteúdo liberado pelos grânulos como ADP e serotonina, agem em conjunto com 
TXA
2 no recrutamento adicional de plaquetas para o sítio de injúria vascular. A 
interação plaqueta-plaqueta que ocorre no crescimento do “tampão” hemostático é 
mediada pela ligação bivalente do fibrinogênio (proteína solúvel no plasma) a GP 
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IIb/IIIa. Esta glicoproteína só é expressa na superfície de plaquetas ativadas 
(Monroe e col, 2002; Nieswandt e Watson, 2003; Andrews e Berndt, 2004). 
Muitos agonistas plaquetários promovem suas respostas através de um 
mecanismo de transdução de sinal que envolve a ativação da fosfolipase C. Esta 
enzima converte fosfatidilinisitol bifosfato (PIP
2), um tipo de fosfolipídeo presente 
na bicamada da membrana das plaquetas, em diacilglicerol (DAG) e inositol 
trifosfato (IP
3
). O DAG ativa proteína quinase C (PKC), e o IP3 se liga a canais de 
Ca
+2
 presentes na membrana do sistema tubular denso (que serve de reservatório 
intracelular de Ca
+2
 plaquetário), proporcionando assim, a saída de íons Ca
+2
 
deste compartimento, aumentando a sua concentração no citoplasma 
(Ossovskaya e Bunnett, 2004). O aumento do Ca
+2
 citosólico inicia a atividade da 
actomiosina ATPase, processo este que, induz a exposição de mais integrinas na 
superfície da plaqueta e uma reorganização do citoesqueleto resultando no 
processo chamado de “shape change”. O aumento de Ca
+2
 também ativa a 
fosfolipase A2, que gera ácido araquidônico através da clivagem de fosfolipídeos 
de membrana. A enzima ciclooxigenase-1 (COX-1), presente nas plaquetas, 
converte ácido araquidônico em endoperóxidos cíclicos (prostaglandina G
2 (PGG2) 
e prostaglandina H2 (PGH2). A enzima tromboxana sintase, converte estes 
endoperóxidos em tromboxana A
2. Estes produtos da COX-1 plaquetários (PGG2, 
PGH
2 e TXA2), são potentes vasoconstrictores e ativadores plaquetários. Por se 
ligarem aos seus receptores específicos plaquetários, eles ativam mecanismos, 
via proteína G acopladas a fosfolipase C, deste modo, completando um “feedback” 
positivo no processo de ativação (Vane e Botting, 2003; Dubois e col, 2004; Fazio 
e Linton, 2004). 
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Agonistas plaquetários, como a trombina, ativam diretamente a fosfolipase 
C, enquanto agonistas, como a epinefrina, ativam fosfolipase A
2 e deste modo, 
ativam indiretamente fosfolipase C, através da formação de tromboxana A
2 
endógena (Regan e col, 1986; Ofuso e Nyarko, 2000). 
A adesão e agregação plaquetárias mediada por colágeno é também um 
processo integrado envolvendo vários agonistas plaquetários que agem através de 
uma variedade de receptores de superfície, incluindo integrinas, receptores 
semelhantes a imunoglobulinas e receptores acoplados à proteína G. O colágeno 
se liga direta ou indiretamente a duas integrinas plaquetárias, chamadas de GP 
α
2
β
1
 e GP IIb/IIIa (via vWf), respectivamente. Contudo, para isto acontecer pelo 
menos uma dessas integrinas tem que sofrer uma conversão que leve a uma 
conformação de alta afinidade em resposta a sinais gerados pela GP VI e 
reforçados pela secreção de mediadores como ADP e tromboxana A
2
. (Nieswandt 
e Watson, 2003; Loscalzo e Schafer, 2003) (Figura 2). 
O complexo GPIb-IX-V é composto por quatro subunidades 
transmembrana: GPIbα ligada covalentemente à GPIbβ, GPIX e GPV. Uma função 
importante da GPIb é a ligação ao vWf e a iniciação da adesão plaquetária ao sítio 
de injúria vascular. Adicionalmente, a GPIb tem um sítio de ligação de alta 
afinidade à trombina, estando este sítio presente na porção N-terminal da 
subunidade α da GPIb (De Candia e De Cristofaro, 2003; Adam e col, 2003). 
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FIGURA 2: Eventos da função plaquetária 
O contato inicial entre o colágeno e a matriz extracelular (EMC) é mediado 
predominantemente por GPIbα-vWf e GPVI-colágeno. Em seguida, as interações 
GPVI-colágeno iniciam a ativação celular e a mudança conformacional das 
integrinas para um estado de alta afinidade e a secreção de agonistas, sendo ADP 
e TXA
2
 os mais importantes. A adesão firme entre plaquetas e colágeno através 
da ativação de GP α
2
β
1
 (diretamente) e GP α
IIb
β
3
 (indiretamente via vWf) resulta 
na sustentação da sinalização de GPVI, melhorando a secreção, e a atividade pró-
coagulante. Adaptado de Nieswandt e Watson, 2003. 
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Além dos receptores citados anteriormente, as plaquetas expressam os 
receptores ativados por proteases (PARs), por sua vez, apresentam sete domínios 
hidrofóbicos transmembrana, um domínio C-terminal intracelular e um domínio N-
terminal extracelular, que são acoplados à proteína G (Cauwenberghs e col, 2007; 
Pham & Wang, 2007; Faruqi e col, 2000; Nantermet e col, 2002; Ossovskaya e 
Bunnett, 2004). A família dos receptores PAR é composta por quatro receptores: 
PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4. Os receptores PAR-1, PAR-3 e PAR-4 são 
ativados por trombina, enquanto PAR-2 é ativado por tripsina. Eles estão 
distribuídos em diversos sistemas como sistema nervoso, gastro-intestinal, 
respiratório, circulatório e cardiovascular entre outros, com diversas 
conseqüências variando de hemostase a transmissão de dor. As plaquetas 
expressam vários receptores para trombina que variam de acordo com as 
espécies, sendo que em plaquetas humanas estão presentes os receptores PAR-1 
e PAR-4 (Shapiro e col, 2000; Ofosu, 2003; Ossovskaya e Bunnett, 2004). 
A transdução de sinal de PAR-1 começa com o acoplamento do receptor 
a proteínas G na membrana plasmática das plaquetas. PAR-1 interage com várias 
α-subunidades, em particular Gq 11α, G12/13α e Giα (Faruqi e col, 2000; Ossovskaya 
e Bunnett, 2004). A subunidade Gq11α ativa a fosfolipase C-β1, levando à geração 
de IP
3, e diacilglicerol (DAG), que ativa a proteína quinase C (PCK), que pode ser 
requerido para ativação de fosfolipase A
2 (Ossovskaya e Bunnett, 2004). A 
trombina estimula a incorporação de um análogo de GTP na G
12/13α, o efeito deste 
estímulo resulta na mudança de forma discóide da plaqueta (“shape change”) 
(Ossovskaya e Bunnett, 2004). O acoplamento de PAR-1 às proteínas G
iα, inibe a 
adenilato ciclase, que suprime a formação de AMPc favorecendo o processo de 
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agregação plaquetária, uma vez que o aumento de AMPc leva a eventos que 
incluem: inibição da ligação das plaquetas à seus agonistas, inibição da formação 
de IP
3
, redução na magnitude e na duração das concentrações de íons Ca
+2
 no 
citosol e inibição da expressão do receptor de fibrinogênio necessário à agregação 
plaquetária (Cauwenberghs e col, 2007; Faruqi e col, 2000; Ossovskaya e 
Bunnett, 2004). 
Inversamente ao que acontece com o receptor PAR-1, a afinidade da 
trombina pelo receptor PAR-4 é bem reduzida, uma conseqüência provável da 
ausência de uma região acídica no receptor PAR-4. Esta hipótese é reforçada 
quando comparamos as concentrações necessárias de α-trombina para se ativar 
plaquetas através desses receptores separadamente, que são de 0.5 nmol/L para 
PAR-1 e 30 nmol/L para PAR-4 (Ofosu, 2000; De Candia e De Cristofaro, 2003). 
Os receptores do tipo PAR são ativados por proteases de forma 
irreversível. Assim como os receptores β
2
-adrenérgicos, PAR-1 é rapidamente 
fosforilado e desacoplado da sinalização após a ativação pela trombina. Esta 
fosforilação impede uma interação adicional com proteínas G. 
A mudança morfológica é também acompanhada pela redistribuição de 
fosfolipídios plaquetários. No estado não-estimulado, os fosfolipídios de 
membrana carregados negativamente (fosfatidilserina e fosfatidilinositol) estão 
localizados quase exclusivamente na membrana interna das plaquetas. A ativação 
plaquetária induz a liberação de estoques intracelulares de cálcio bem como a 
abertura de canais para este íon. O aumento na concentração de Ca
+2
 intracelular 
inibe uma aminofosfolipídeo translocase responsável pela manutenção da 
assimetria na distribuição dos fosfolipídeos aniônicos e concomitantemente ativa 
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uma fosfolipídeo “scramblase” que transporta rapidamente fosfolipídeos de 
maneira aleatória levando a um aumento na concentração de fosfatidilserina na 
parte externa da membrana plaquetária (Figura 3) (Cauwenberghs e col, 2007; 
Pham & Wang, 2007). 
Esses fosfolipídeos carregados negativamente formam nas plaquetas 
ativadas uma superfície para ligação de fatores e cofatores plasmáticos da 
coagulação (a ativação da coagulação é promovida pela exposição do fator 
tecidual), formando uma conexão entre a hemostasia e moléculas subendoteliais, 
plaquetas e outras células sangüíneas periféricas e proteínas da coagulação 
sangüínea (Cauwenberghs e col, 2007; Pham & Wang, 2007; Kalafatis e col, 1994; 
Monteiro, 2001; Solum, 1999) (Figura 3). 
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FIGURA 3: O papel dos íons cálcio e a redistribuição de fosfolipídios de 
membrana de plaquetas . 
Os níveis intracelulares de Ca
+2
 aumentam devido ao aumento do transporte de 
Ca
+2
 extracelular mediado por canais de Ca
+2
, por difusão através de poros na 
membrana, por inibição de Ca
+2 
ATPases, e por combinação de estimuladores 
fisiológicos como a trombina e colágeno. A estimulação por trombina e colágeno 
culmina na produção de IP3, que por sua vez, é capaz de abrir canais de Ca
+2
 em 
um sistema de membrana intracelular chamado de sistema tubular denso, que 
serve como um depósito de Ca
+2
 intracelular. Como já mencionado no texto o 
aumento na concentração de Ca
+2
 intracelular é de fundamental importância para 
a formação da superfície pro-coagulante plaquetária. Adaptado de Solum, 1999. 
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1.1.2. Coagulação Sangüínea 
 
A coagulação sangüínea envolve a ativação seqüencial de uma série de 
reações enzimáticas, na qual o produto de cada reação converte uma proteína 
plasmática inativa (zimogênio) em um produto ativo. Cada zimogênio é convertido 
em uma forma ativa através da hidrólise de uma ou duas ligações peptídicas 
culminando na geração de uma grande quantidade de trombina (Coughlin, 2005; 
Esmon, 2000; Bourin e Lindahl; 1993; Davie e col., 1991). 
Os fatores de coagulação são denominados por algarismos romanos. 
Esta denominação ocorreu à medida que cada um dos fatores eram descobertos e 
conseqüentemente numerados. Sendo assim, o primeiro fator a ser descoberto foi 
o fibrinogênio, recebendo a nomenclatura de Fator I da coagulação. Após sua 
ativação são denominados pelo seu símbolo seguido da letra “a” (figura 4) (Wright, 
1962). As concentrações (quantidades) relativas dos fatores da coagulação 
encontrados no plasma humano são apresentados na Tabela 1. 
A trombina cliva fibrinogênio em fibrina insolúvel e ativa as plaquetas 
através da ligação a receptores de trombina presentes na superfície destas células 
(Esmon, 2000; Davie e col, 1991). A trombina também ativa os fatores da 
coagulação sangüínea V, VIII, XI e XIII amplificando, assim sua própria produção 
(Coughlin, 2005; Furie e Furie, 1992; Davie e col, 1991; Monroe e col., 2002). 
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TABELA 1: Fatores da coagulação presentes no plasma. 
Fator  Massa (Peso) molecular 
(Da) 
Concentração média no 
plasma (nM) 
Fator V  330.000  20 
Fator VII  50.000  10 
Fator VIII  330.000  0,7 
Fator IX  56.000  90 
Fator X  59.000  170 
Fator XI  160.000  30 
Fator XII  80.000  375 
Fibrinogênio 340.000  8.800 
Precalicreína 100.000  450 
Cininogênio de alto 
peso molecular 
120.000 6.000 
Protrombina 72.000  1.400 
Adaptado de Mann, 1999. 
 
 
O mecanismo hemostático conduz a reações procoagulantes de extrema 
relevância envolvendo três complexos enzimáticos dependentes de vitamina K: o 
complexo protrombinase, o complexo tenase intrínseco e o complexo tenase 
extrínseco. Cada complexo é composto de uma serinoprotease e um cofator 
protéico não enzimático e o substrato protéico. Durante a coagulação sangüínea, 
estes complexos se organizam junto à superfície da membrana da plaqueta 
resultando na ativação dos zimogênios, fator X e protrombina (Pham & Wang, 
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2007; Kalafatis e col, 1994; Mann e col, 1998; Mann, 1999; Davie e col, 1991; 
Monroe e col., 2002). Os complexos protrombinase e tenase intrínseco contêm 
componentes derivados do plasma, enquanto que o complexo tenase extrínseco 
possui componentes de origem celular ou tecidual (Kalafatis e col, 1994). A 
produção de α-trombina é acionada por duas diferentes vias que conduzem à 
ativação do fator X, através de clivagem proteolítica da ligação R52/I53 na sua 
cadeia pesada (Coughlin, 2005; Ruggeri, 2002; Davie e col, 1991). O processo de 
coagulação é um evento dividido em duas fases, a fase de iniciação e a fase de 
propagação. A fase de iniciação, disparada pela exposição do fator tecidual, uma 
proteína de 37 KDa associada à membrana de células extravasculares podendo 
ainda ser expressa por células vasculares como monócitos, macrófagos e células 
endoteliais (Grignani e Maiolo, 2000). Uma vez exposto, associa-se ao fator VIIa 
presente no sangue (cerca de 1 a 2 % do fator VII total) (Morrissey e col., 1993) 
formando o complexo conhecido “tenase extrínseco” (Figura 4) e ativa o fator X 
(Kalafatis e col., 1994). Este complexo apresenta uma meia-vida curta plasmática 
devido à rápida inibição pelo TFPI (Tissue factor pathway inhibitor) e serviria para 
iniciar o processo de coagulação, ao passo que a via de propagação manteria 
uma produção mais prolongada de α-trombina e conseqüentemente de fibrina 
(Coughlin, 2005; Ruggeri, 2002; Monteiro, 2001; Mann e col, 1998; Mann, 1999). A 
Figura 4 mostra um quadro esquemático das reações envolvidas na hemostasia. 
A segunda fase seria a fase de propagação, controlada pela α-trombina 
que ativa os fatores XI, V e VIII. O fator XIa ativa o fator IX, e o fator IXa forma um 
complexo com o fator VIIIa, fosfolipídeos e cálcio denominado complexo “tenase 
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intrínseco” (Figura 4), o complexo tenase intrínseco ativa o fator X de forma 
idêntica ao complexo tenase extrínseco, porém apresentando uma eficiência 
catalítica cerca de 50 vezes maior (Ahmad e col, 1992). A ativação do fator V 
gerando o fator Va (Suzuki e col, 1982) e a associação com o fator Xa na 
superfície de células ativadas, em uma reação dependente de cálcio, forma o 
complexo denominado “protrombinase” (Figura 4), este complexo passa, então, a 
ser o principal responsável pela ativação da protrombina. O complexo “tenase 
intrínseco”, apresenta uma organização estrutural similar ao complexo 
protrombinase (Kalafatis e col., 1994; Monroe e col, 2002; Buddai e col, 2002; 
Brufatto e Neshein, 2003). 
A α-trombina é a única enzima gerada no processo de coagulação capaz 
de converter o fibrinogênio em fibrina. Este processo é mediado por proteólise 
limitada sobre a molécula de fibrinogênio, uma proteína solúvel do plasma que é 
então convertido em um monômero de fibrina. Os monômeros de fibrina interagem 
entre si através de interações eletrostáticas formando uma rede insolúvel, porém 
instável de fibrina. A consolidação deste polímero é feita pela ação do fator XIIIa,  
uma transglutaminase, que também é ativada pela α-trombina, que une 
covalentemente as moléculas de fibrina presentes na rede instável (Muszbek e 
col., 1996; Mosesson, 1998; Bianchini e col, 2002; De Candia e De Cristofaro, 
2003). 
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FIGURA 4: Complexos enzimáticos associados à superfícies celulares. 
A formação dos complexos tenase extrínseco, tenase intrínseco e protrombinase 
em superfície celulares levando à formação dos fatores IX e X ativados (IXa e Xa, 
respectivamente) e de trombina. Abreviações: TF- tissue factor (Fator tecidual); 
PRO - protrombina; T – trombina. (Adaptado de Schneider and Sobel, 2008). 
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1.1.3. Controle da Hemostasia 
 
O controle das reações desencadeadas durante a formação do trombo é 
essencial para limitação do coágulo ao local da injúria, impedindo um estado de 
coagulação disseminada. Esse papel é exercido por uma série de inibidores de 
proteases que agem de forma regulada, equilibrando os diferentes passos de 
propagação do coágulo. 
O sistema conhecido como sistema fibrinolítico representa um importante 
mecanismo de controle impedindo acúmulo de fibrina na luz do vaso. Enzimas 
ativadoras de plasminogênio tipo uroquinase (u-PA) e tipo tecidual (t-PA) 
convertem o plasminogênio em plasmina, que é sua forma ativa. A plasmina uma 
vez formada degrada a fibrina em fragmentos solúveis, que possuem atividade 
antitrombótica. Estes fragmentos solúveis competem com os monômeros de 
fibrina pelos sítios ligantes de polímeros de fibrina do trombo formado e também 
com fibrinogênio por sítios ligantes de glicoproteína IIb/IIIa na superfície de 
plaquetas (Loscalzo e Schafer, 2003). 
A ativação do plasminogênio e a atividade da plasmina são reguladas por 
outras moléculas membros da classe das serpinas como α
2
-antiplasmina e inibidor 
do ativador de plasminogênio (tipos I e II), que inibem, respectivamente, plasmina 
e ativadores de plasminogênio através da formação de um complexo 
estequiométrico de 1:1 com estas enzimas ativas (Loscalzo e Schafer, 2003). 
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A presença de múltiplos inibidores plasmáticos como, por exemplo, 
antitrombina, proteína C e S, e o inibidor da via do fator tissular, são também de 
extrema importância pois coletivamente mantêm a fluidez do sangue (Zavalova e 
col, 2002; Davie e col, 1991). Estes inibidores plasmáticos agem através de 
mecanismos diversos. 
A antitrombina (58.000 Da) é uma glicoproteína plasmática sintetizada no 
fígado, e que circula no plasma com uma meia-vida de cerca de 3 dias, forma 
complexos com fatores da coagulação, onde seus principais alvos são a trombina, 
o fator Xa e o fator IXa (Lindhal e col, 1979; Monteiro, 2001; Davie e col, 1991; 
Baglin e Huntington, 2003). 
Durante a reação de inibição, a protease cliva a ligação peptídica entre os 
resíduos Arg
393
 e Ser
394
 da molécula de antitrombina, liberando um pequeno 
segmento peptídico e liga-se covalentemente ao restante da molécula. Essa 
ligação inativa as duas proteínas do complexo de forma irreversível (Gils e 
Declerk, 1998; Carrel et al., 2001). A antitrombina é relativamente ineficiente como 
inibidor na ausência de proteoglicanos de heparam sulfato, presentes na 
superfície do endotélio ou da heparina (Jin et al., 1997). Na presença desses 
glicosaminoglicanos, por exemplo, a heparina, a taxa de inibição da antitrombina 
é aumentada em aproximadamente 3000 vezes (Olson e Björk, 1992; Lindhal e 
col, 1979; Monteiro, 2001; Quinsey e col, 2004). 
Outro inibidor também pertencente à família das serpinas é o cofator II da 
heparina (Figura 5), uma glicoproteína plasmática sintetizada no fígado, com cerca 
de 66 kDa, e apresenta uma meia-vida de cerca de 2,5 dias no plasma. Sua 
ocorrência é descrita somente em mamíferos (Quinsey e col, 2004). Possui ação 
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inibitória somente sobre a molécula de trombina. Assim como a antitrombina, sua 
atividade inibitória ocorre através da formação de um complexo covalente com a 
trombina, que cliva inicialmente a ligação peptídica entre os resíduos Leu
444
 e 
Ser
445
, com liberação de um segmento peptídico. O cofator II da heparina também 
possui uma fraca atividade inibitória da trombina na ausência de 
glicosaminoglicanos. Sua atividade in  vivo é atribuída a presença de 
proteoglicanos de dermatam sulfato, encontrados principalmente na matriz 
extracelular e em pequenas quantidades na superfície de células endoteliais 
(Esmon e col, 1999; Esmon e col, 2000; Davie e col, 1991). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 5: Modelo de interação entre a antitrombina e o cofator II da 
heparina com a α
αα
α-trombina. 
A. A interação do glicosaminoglicano com o HC II permite a interação do seu 
domínio N-terminal com o exosítio I (Exo I) da trombina. B. A interação do 
glicosaminoglicano com a antitrombina e o exosítio II (Exo II) da trombina cria uma 
“ponte” entre as duas moléculas (reproduzido de Han e col., 1997). 
A 
B
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A via da proteína C é uma importante via inibitória, na qual a proteína C se 
liga ao complexo trombomodulina – trombina no endotélio vascular, e é convertida 
pela trombina em uma protease ativa. A proteína C ativada (APC) interage com a 
proteína S sobre a superfície de membranas plaquetárias para catalisar a 
inativação dos cofatores da coagulação Va e VIIIa. O complexo formado por APC 
e proteína S atua sobre o fator Va clivando rapidamente a ligação R506-G507, o 
que reduz drasticamente sua atividade de cofator no complexo protrombinase e 
consequentemente diminuindo a razão de ativação da protrombina. Uma segunda 
clivagem na ligação R306-N307 do fator Va determina a dissociação de suas 
subunidades e inativa completamente o cofator (Esmon, 2000). De forma similar, o 
complexo APC·proteína S cliva a ligação peptídica R336-M337, inativando o fator 
VIIIa e reduzindo seu efeito de cofator no complexo tenase intrínseco (Furlan, 
2002; Rezaie, 2003; Di Cera, 2003). 
Os inibidores responsáveis pela inativação da proteína C ativada são α
1
-
antitripsina, inibidor de proteína C e α
2
-macroglobulina. A deficiência de qualquer 
uma dessas proteínas leva, como se poderia prever, a estados de sangramento 
(Esmon e col, 1999; Esmon e col, 2000; Davie e col, 1991) (Figura 6). 
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FIGURA 6: Mecanismos anticoagulantes da via da proteína C. 
A formação do complexo fator tecidual-fator VII ativado (TF-VIIa) ocorre na 
superfície de membranas. Este complexo ativa o fator X (X) a fator X ativado (Xa) 
e o fator IX (IX) a fator IX ativado (IXa). O complexo IXa-factor VIII ativado (VIIIa) 
ativa o fator X (X) a fator Xa. Este fator Xa forma complexo com o fator V ativado 
(Va) para converter protrombina (pro) em trombina (T). Um complexo formado pela 
T e trombomodulina (TM) ativa a proteína C (PC), que está ligada a receptores de 
PC. A PC ativada (APC) se liga a proteína S (PS) para inativar os fatores Va ou 
VIIIa. Receptor endotelial de proteina C (EPCR) (Fonte: Esmon, 2000) 
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1.2 Trombina 
 
1.2.1 Funções biológicas 
 
A  α-trombina é uma serino-protease pertencente à família da tripsina, 
consistindo num heterodímero de 36.000 Da ligado por uma ponte dissulfeto 
(Fenton e col., 1977). A forma humana da enzima contém uma cadeia A de 36 
resíduos e uma cadeia B de 259 resíduos na qual se encontra o sítio catalítico 
formado pelos resíduos His57, Asp102 e Ser195 (numeração de acordo com a 
tripsina), conservado em outras serino-proteases (Stubbs & Bode, 1993, Guillin e 
col., 1995). A preferência para clivagem de ligações peptídicas após resíduos de 
arginina é dada pela presença do resíduo D192 no sítio de especificidade primária, 
localizado próximo ao centro ativo da enzima (De Candia e De Cristofaro, 2003), 
exercendo um papel relevante no reconhecimento de certos substratos (Stubbs & 
Bode, 1993; De Candia e De Cristofaro, 2003) (Figura 7). O sítio catalítico da α-
trombina é descrito como uma fenda mais profunda e estreita que o da tripsina e 
também próximo a ele encontram-se duas alças, sendo apontado como o primeiro 
fator limitante que parece estar envolvida na acessibilidade de substratos 
macromoleculares e inibidores (Bode & Huber, 1992; De Candia e De Cristofaro, 
2003). 
Além do importante papel no reconhecimento de substratos, moduladores e 
inibidores, a interação de diferentes ligantes com exosítio I causa mudanças 
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conformacionais no sítio catalítico da α-trombina (Monteiro e col., 1999). Estas 
modificações estruturais alteram o sítio catalítico e conseqüentemente a 
especificidade da enzima, sendo um fator determinante na modulação de suas 
funções biológicas. 
 Um certo número de resíduos básicos expostos na superfície da enzima 
forma dois pólos com forte potencial eletropositivo em regiões opostas ao sítio 
catalítico da enzima (Figura 7) e são denominados exosítios de ligação de ânions 
(Stubbs & Bode, 1993; De Candia e De Cristofaro, 2003). 
O exosítio I (ou Fibriongen Recognition Site – FRS) de ligação de ânions 
foi primariamente associado ao reconhecimento do fibrinogênio sendo também 
conhecido como “sítio de reconhecimento do fibrinogênio ou sítio de 
reconhecimento do substrato”. Este domínio também desempenha papel crucial 
no reconhecimento de outros ligantes, incluindo substratos macromoleculares, 
moduladores e inibidores. A Figura 7 apresenta os aminoácidos classicamente 
descritos como integrantes do exosítio I de ligação de ânions. Além do importante 
papel no reconhecimento de substratos, moduladores e inibidores, diversos 
estudos têm demonstrado que a interação de diferentes ligantes com o exosítio I 
causa mudanças conformacionais no sítio catalítico da α-trombina (Liu e col., 
1991; Ye e col., 1991; Ye e col., 1992; Monteiro e col., 1999; De Candia e De 
Cristofaro, 2003; Baglin e Huntington, 2003). Estas modificações estruturais 
alteram a especificidade da enzima, influenciando diretamente na modulação de 
suas funções biológicas. 




[image: alt]  25
O exosítio II (Heparin Binding Site - HBS) de ligação de ânions é também 
conhecido como sítio de ligação à heparina. Ele se localiza próximo à uma hélice 
na região C-terminal da cadeia B da α-trombina (Sheehan e Sadler, 1994; Gibbs e 
col, 1995; De Candia e De Cristofaro, 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 7: Modelo estrutural da α-trombina. 
Principais domínios envolvidos na estrutura e função da α-trombina. Os peptídeos 
que compõe o sítio catalítico e os exosítios I e II estão destacados. Adaptado de 
Guillin e col, 1995. 
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Estudos cristalográficos também demonstraram que o exosítio II de 
ligação de ânions interage com o fragmento 2 da protrombina (Arni e col., 1993). 
Esta interação altera a conformação do sítio catalítico da enzima (Bock, 1992; 
Liaw e col., 1998). Adicionalmente foi demonstrado que a interação do fragmento 
2 da protrombina com o exosítio II também altera a conformação do exosítio I (De 
Candia e De Cristofaro, 2003; Baglin e Huntington, 2003; Di Cera, 2003). 
A  α-trombina tem um papel direto na produção da rede de fibrina que 
estabiliza o agregado de plaquetas junto à lesão vascular, visto que é a única 
enzima formada no processo de coagulação que é capaz de converter o 
fibrinogênio em fibrina. O fibrinogênio é uma proteína solúvel do plasma que é 
clivada, liberando o fibrinopeptídeo A (16 aminoácidos) e expondo o sítio de 
polimerização. O resultado disto é a interação entre os monômeros de fibrina e o 
conseqüente início da polimerização linear com formação de uma rede de fibrina. 
A consolidação da rede de fibrina é dada pela ação de uma transglutaminase, o 
fator XIIIa, que catalisa a formação de uma ligação covalente entre a Lys406 de 
uma molécula de fibrina com a Gly398 ou Gly399 de outra molécula de fibrina. 
Esta reação é extremamente acelerada em moléculas de fibrina presentes no 
polímero formado inicialmente. 
A trombina ainda desempenha um importante papel na manutenção da rede 
de fibrina. A interação da trombina com uma glicoproteína integrante da 
membrana de células endoteliais denominada trombomodulina, forma um 
complexo capaz de ativar uma carboxipeptidase B, cujo zimogênio é encontrado 
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no plasma, denominado Thrombin Activable Fibrinolysis Inhibitor (TAFI) (Nesheim, 
1998). O TAFI inibe a ação do sistema fibrinolítico, responsável pela degradação 
da rede de fibrina, ao remover resíduos de lisina da região carboxi-terminal das 
subunidades da fibrina. Estes resíduos são expostos após uma ação parcial da 
plasmina sobre a fibrina e são importantes no processo de fibrinólise (Lijnen & 
Collen, 1995). 
A via de propagação do sistema de coagulação é controlada pela trombina, 
que através de sua ação proteolítica proporciona a formação de todos os fatores 
necessários para amplificar sua própria formação, como a ativação dos fatores XI, 
VIII e V (Coughlin, 2005). Uma vez ativado, o fator XIa atua sobre o fator IX 
catalisando a clivagem das ligações Arg145-Ala e Arg180-Val, gerando o fator IXa, 
numa reação dependente de íons cálcio (Gailani & Broze, 1991). 
O fator IXa ativa o fator X através de clivagem da ligação Arg52-Ile na sua 
cadeia pesada (Hertzberg, 1994). A presença de membranas contendo 
fosfolipídeos aniônicos e do fator VIIIa permitem a formação do complexo tenase 
intrínseco, numa reação Ca
+2
-dependente (Kalafatis e col., 1994b). O fator VIIIa 
age como cofator do complexo tenase intrínseco aumentando a eficiência 
catalítica do fator IXa em cerca de 200.000 vezes (Van Dieijen e col., 1981). A 
ativação do fator VIII é uma reação que pode ser catalisada pela trombina ou pelo 
próprio fator Xa, embora a ativação pelo fator Xa seja mais lenta e estritamente 
dependente da presença de fosfolipídeos aniônicos (Kane & Davie, 1988). O fator 
VIII é encontrado no plasma associado ao fator de von Willebrand e sua ativação 
pela trombina deve-se à clivagem das ligações Arg372-Ser, Arg740-Ser e 
Arg1689-Ser (Eaton e col., 1986). Esta reação parece ser dependente da 
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interação do fator VIII com o exosítio I de ligação de ânions da trombina (Esmon & 
Lollar, 1996) 
A formação do complexo protrombinase pela associação do fator Xa com o 
fator Va na superfície de membranas fosfolipídicas, em uma reação Ca
+2
-
dependente, acelera a ativação da protrombina em cerca de 300.000 vezes 
(Rosing e col., 1980). A ativação do fator V também é catalisada pela trombina e 
pelo fator Xa (Suzuki e col., 1982; Foster e col., 1983). 
O fator V é encontrado na forma livre no plasma e contido nos grânulos α 
das plaquetas, perfazendo cerca de 20% do fator V total (Tracy e col., 1982). Esta 
reação também é dependente de interações com o exosítio I da trombina, visto 
que a botrojaracina, ligante específico desta região, inibe a ativação do fator V 
pela trombina (Dharmawardana & Bock, 1998; Dharmawardana e col., 1999; 
Arocas e col., 1998). 
Um dos principais mecanismos de controle negativo do processo de 
coagulação é denominado via anticogulante da proteína C (Esmon, 2000). Esta via 
é iniciada pela ligação da trombina à trombomodulina, com posterior ativação da 
proteína C, sendo a magnitude da resposta anticoagulante diretamente 
proporcional à quantidade de trombina formada. A importância fisiológica da via 
anticoagulante da proteína C é demonstrada pelo alto risco trombótico exibido por 
portadores de deficiências em algum integrante desta via (Esmon, 2000). 
A trombomodulina é uma glicoproteína integrante da membrana externa de 
células endoteliais. Esta proteína é dividida em diversas porções funcionais 
incluindo seis domínios similares ao fator de crescimento epidermal (domínios 
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EGF-like), que incluem uma região que reconhece e interage com o exosítio I da 
trombina. Isto dificulta a interação da trombina com outros substratos dependentes 
do exosítio I além de alterar alostericamente o sítio catalítico da enzima (Ye e col., 
1991; Ye e col., 1992) (Figura 8). A trombomodulina também apresenta uma 
cadeia de condroitin sulfato, integrante de sua estrutura, que se liga ao exosítio II 
da trombina, auxiliando a formação do complexo (Ye e col., 1994) (Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 8: Esquema estrutural do complexo trombina·trombomodulina 
A figura apresenta a interação entre os domínios EGF-like (5 e 6) e da cadeia de 
condrotim sulfato, integrantes da trombomodulina, com o exosítio I e exosítio II da 
trombina, respectivamente. (Esmon, 2000). 
 
 
A trombina é também o agonista plaquetário fisiológico mais potente já 
descrito (Brass, 1995). Sua ação sobre as plaquetas, bem como sobre outras 
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células como monócitos, macrófagos, linfócitos, células endoteliais e fibroblastos, 
envolve a ativação de receptores específicos denominados Protease-Activated 
Receptors (PAR) como já descrito anteriormente (Coughlin, 2005; Coughlin, 1999; 
Cauwenberghs e col, 2007; Pham & Wang, 2007). 
 
1.3. Protrombina 
 
1.3.1 Funções biológicas 
 
A protrombina é uma glicoproteína sintetizada no fígado e consiste numa 
cadeia única de 72.000 Da (forma humana). Durante sua biossíntese, a 
protrombina sofre uma modificação que consiste em uma reação de carboxilação 
em resíduos de ácido glutâmico próximos ao seu N-terminal, formando o ácido γ-
carboxiglutâmico. Esta reação envolve um mecanismo dependente da vitamina K 
(Stenflo e col., 1974; Monteiro, 2005) que também ocorre em outras proteínas do 
sistema de coagulação, como os fatores VII, IX, X, proteína C e proteína S 
(Kalafatis e col., 1994b). Esta modificação permite a ligação destas proteínas à 
membranas contendo fosfolípídeos aniônicos, através de um processo 
dependente de íons cálcio (Kalafatis e col., 1994b). Além disso, a molécula de 
protrombina sofre três glicosilações. Assim, a forma madura da protrombina, 
encontrada no sangue, apresenta 579 aminoácidos, 8 % de carboidratos e 10 
resíduos de ácido γ-carboxiglutâmico, formando diversos domínios estruturais e 
funcionais (Degen & Sun, 1998; Monteiro, 2005). 
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A região correspondente aos 44 aminoácidos da região N-terminal da 
protrombina formam o domínio “GLA”, que inclui os 10 resíduos de ácido γ-
carboxiglutâmico. Este domínio é responsável pela ligação de íons Ca
2+
 e pela 
interação da protrombina com membranas fosfolipídicas (Monteiro, 2005; Ruggeri, 
2002; Gitel e col., 1973; Dombrose e col., 1979). A ligação de cálcio induz 
modificações conformacionais no zimogênio (Ruggeri, 2002; Bloom & Mann, 1978) 
e determinam a estabilização da estrutura do domínio GLA. Por outro lado, a 
ausência de Ca
+2
 produz um domínio GLA desorganizado (Monteiro, 2005; 
Ruggeri, 2002; Seshadri e col., 1991) e incapaz de interagir com membranas 
fosfolipídicas (Ruggeri, 2002; Dombrose e col., 1979). O domínio GLA da 
protrombina também apresenta um sítio de ligação para o fator Va, sendo 
possivelmente envolvido na interação com o cofator durante a sua ativação 
(Monteiro, 2005; Blostein e col., 2000). 
Em seguida ao domínio GLA, a protrombina apresenta dois domínios 
homólogos denominados “kringle”. Os domínios kringle da protrombina 
apresentam cerca de 50 % de identidade na sequência primária e um arranjo de 
pontes dissulfeto característico que lhes confere uma estrutura particular (Tulinsky, 
1991). Estes domínios estruturais parecem estar relacionados com interações 
proteína·proteína e assim como o domínio GLA, também são encontrados em 
outras proteínas envolvidas com o sistema de coagulação, como o ativador de 
plasminogênio tecidual, o fator XII e o plasminogênio (Monteiro, 2005; Ruggeri, 
2002; Patthy, 1985; Tulinsky, 1991). 
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O primeiro domínio kringle da protrombina (kringle 1) apresenta duas 
glicosilações nos resíduos Asn77 e Asn101, e é capaz de interagir diretamente 
com o fator Va, como demonstrado em estudos de polarização da fluorescência 
(Deguchi e col., 1997). 
O segundo domínio kringle da protrombina (kringle 2) parece desempenhar 
um papel muito mais relevante na interação do zimogênio com o fator Va. 
Mutantes perdendo o domínio kringle 2 apresentam uma redução de cerca de 10 
vezes na sua ativação pelo fator Xa/fator Va comparada à ativação da protrombina 
nativa (Monteiro, 2005; Kotkow e col., 1995). 
Adicionalmente, o domínio kringle 2 apresenta uma sequência específica 
(His205-Arg220) que reconhece o fator Xa (Taneda e col., 1994). Peptídeos 
sintéticos baseados nesta sequência interagem com o fator Xa em experimentos 
de fase sólida e, além disso, inibem a ativação da protrombina pelo fator Xa. É 
discutível, entretanto, se esta região é crucial na interação do fator Xa com a 
protrombina visto que mutantes perdendo o domínio kringle 2 apresentam uma 
ativação pelo fator Xa muito similar àquela exibida pela protrombina nativa 
(Monteiro, 2005; Kotkow e col., 1995). 
O restante da molécula de protrombina (cerca de 36.000 Da) forma o 
domínio pretrombina 2, que apresenta o sítio catalítico inativo que será formado 
após a ativação do zimogênio. Este domínio apresenta o exosítio I de ligação de 
ânions parcialmente exposto em sua superfície, sendo denominado proexosítio I 
(Anderson e col., 2000). Esta região parece estar relacionada com a interação 
entre a protrombina e o fator Va, sendo esta interação importante para a 
expressão da atividade do cofator durante a ativação do zimogênio pelo fator Xa 
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(Monteiro, 2005; Anderson e col., 2000). 
O complexo protrombinase resulta da associação do fator Xa com o fator 
Va e fosfolipídeos aniônicos, numa reação Ca
+2
-dependente (Kalafatis e col., 
1994). O fator Xa é uma serino-protease de cerca de 59.000 Da formada por uma 
cadeia leve de aproximadamente 17.000 Da e uma cadeia pesada de cerca de 
42.000 Da unidas por uma ponte dissulfeto. A porção N-terminal da cadeia leve 
apresenta 11 resíduos de ácido γ-carboxiglutâmico ao passo que a cadeia pesada 
da enzima contém o sítio catalítico, cuja estrutura é similar ao da tripsina. O fator 
Va é um dímero com cerca de 180.000 Da composto de uma cadeia leve de 
74.000 Da e uma cadeia pesada de 105.000 Da associadas de forma não-
covalente por um íon Ca
+2
, e distribuída em diversos domínios funcionais 
(Monteiro, 2005; Kane & Davie, 1988). 
Grande parte do conhecimento obtido sobre a formação do complexo 
protrombinase é derivada de estudos utilizando membranas fosfolipídicas 
sintéticas, geralmente compostas de uma mistura de fosfatidilcolina e 
fosfatidilserina. A formação do complexo protrombinase in vitro, parte do 
pressuposto que o fator Xa e o fator Va são capazes de interagir 
independentemente com membranas fosfolipídicas contendo fosfolipídeos 
aniônicos. A associação do fator Xa às membranas é mediada por seu domínio 
GLA através de uma reação dependente de Ca
+2
 (Skogen e col., 1984). A 
interação do fator Va é mediada pelos domínios A3 e C2, localizados na cadeia 
leve da proteína, envolvendo interações eletrostáticas e hidrofóbicas (Monteiro, 
2005; Kalafatis e col., 1994b). 
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Assim, o ativador fisiológico da protrombina é o fator Xa, uma serino-
protease gerada pela via do fator tecidual, por ação do complexo tenase 
extrínseco ou pela via de contato, por ação do complexo tenase intrínseco. O fator 
Xa cliva as ligações peptídicas Arg271-Thr e Arg320-Ile no zimogênio sendo que a 
ordem de clivagem destas ligações determina a formação de diferentes 
intermediários. Duas vias são propostas para a ativação da protrombina. A via 1 
(Figura 9) inicia-se com a clivagem da ligação Arg271-Thr que libera o fragmento 
1·2 de ativação, contendo o domínio GLA e os dois domínios kringle, e um 
intermediário inativo denominado pretrombina 2. A clivagem da ligação Arg320-Ile 
na pretrombina 2 origina o dímero ativo denominado α-trombina. A via 2 de 
ativação da protrombina inicia-se com a clivagem da ligação Arg320-Ile que 
origina um dímero de 72.000 Da covalentemente ligado por uma ponte dissulfeto 
denominado meizotrombina (Monteiro, 2005; Rosing e col., 1986). A 
meizotrombina apresenta um sítio catalítico ativo sobre substratos de baixo peso 
molecular, mas possui baixa atividade sobre o fibrinogênio, plaquetas e fator V 
(Rosing & Tans, 1988). Acredita-se que a clivagem da ligação Arg271-Thr, que 
libera o fragmento 1·2 de ativação seja necessário para a completa expressão de 
sítios regulatórios necessários ao reconhecimento de substratos 
macromoleculares (Monteiro, 2005; Wu e col., 1994). 
A hidrólise da protrombina pelo fator Xa isolado é uma reação possível, 
mas extremamente lenta, caracterizada por uma baixa eficiência catalítica e uma 
baixa afinidade da enzima pelo zimogênio (Rosing e col., 1980). Por outro lado, a 
reação de ativação da protrombina pelo fator Xa é extremamente acelerada pela 
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presença de íons cálcio, fosfolipídeos aniônicos e do fator Va, que reunidos 
formam o complexo protrombinase. A eficiência catalítica do complexo 
protrombinase é cerca de 10
5
 maior que o fator Xa isolado. 
Estudos cinéticos da ativação da protrombina demonstraram que o cálcio e 
os fosfolipídeos aumentam a afinidade do fator Xa por seu substrato em cerca de 
100 vezes ao passo que o fator Va aumenta a eficiência catalítica da reação em 
cerca de 3.000 vezes (Tabela 2) (Monteiro, 2005; Rosing e col., 1980). 
 
TABELA 2: Ativação da protrombina por fator Xa e influência de cofatores 
Cofator 
Km (µ
µµ
µM) 
Vmax (mol 
trombina/min/mol fator Xa) 
Eficiência 
catalítica 
Xa 131 0.61 1.0 
Xa, Ca2+  84  0.68  1.7 
Xa, Ca2+, PL  0.58  2.25  8.3 x 10
3
 
Xa, Ca2+, PL, Va  0.21  1919  2.0 x 10
6
 
Reproduzido de Rosing e col., 1980 
 
Em condições fisiológicas, o fator Xa formado inicialmente ativaria a 
protrombina pela via 1 gerando pequenas quantidades de trombina suficientes 
para gerar a ativação do fator V bem como a estimulação das plaquetas. A 
disponibilidade de fator Va e de células ativadas apresentando fosfolípideos 
aniônicos expostos em sua membrana externa e receptores de alta afinidade para 
o fator Va permitiriam a formação do complexo protrombinase. Por isso, a 
meizotrombina é considerada o principal intermediário da ativação da protrombina 
in vivo (Figura 9) (Monteiro, 2005; Bovill e col., 1995). 
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A protrombina também é sujeita à clivagens proteolíticas por ação da 
própria α-trombina, possibilitando o surgimento de outros intermediários durante a 
sua ativação. A clivagem da ligação Arg155-Ser na protrombina gera o fragmento 
1 de ativação, contendo o domínio Gla e o domínio kringle 1, e o intermediário 
inativo pretrombina 1. A α-trombina também pode atuar diretamente sobre o 
fragmento 1·2 de ativação gerando o fragmento 1 e o fragmento 2 de ativação, 
contendo o domínio kringle 2. Finalmente, a clivagem da ligação Arg155-Ser na 
meizotrombina origina o fragmento 1 e um intermediário denominado 
meizotrombina (desF1) (Figura 9) (Monteiro, 2005). 
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Figura 9: Ativação da protrombina 
Os sítios de clivagem para o fator Xa estão indicados em azul e os sítios de 
clivagem para a α-trombina estão indicados em vermelho. 
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1.4. Trombose 
 
O processo hemostático ativado inespecificamente pode resultar na 
oclusão de vasos sanguíneos levando a trombose, além de causar problemas 
hemorrágicos (Machman, 2008;  Esmon, 2000; Horan e col, 2001). As causas 
predisponentes da trombose venosa profunda foram descritas por Virchow em 
1856 e incluem: estase sangüínea; injúria vascular; e alterações dos fatores de 
coagulação do sangue, levando a hipercoagulabilidade. Os diversos fatores de 
risco sejam adquiridos ou herdados, atuam através de pelo menos um dos três 
componentes da tríade de Virchow e o seu reconhecimento auxilia no diagnóstico 
e profilaxia da doença tromboembólica (Machman, 2008; Esmon, 2000; Horan e 
col, 2001). 
A doença tromboembólica ainda é a principal causa de morte nos países 
desenvolvidos (Gresele e Agnelli, 2002; Esmon, 2000; Ministério da Saúde, 2003). 
Nos Estados Unidos, mais de dois milhões de pessoas morrem todo ano de 
trombose arterial ou venosa ou de suas conseqüências. Segundo os dados do 
Ministério da Saúde (2003), no Brasil, o grupo de doenças cardiovasculares 
constitui a primeira causa de mortalidade, sendo responsável por 28 % das mortes 
no ano de 1990. 
Estudos mostram que estas doenças estão integradas a fatores de risco 
herdados e/ou adquiridos (Machman, 2008; Martinelli, 2001; Simmonds e col., 
2001). Sendo assim, muitas condições clínicas podem estar associadas com o alto 
risco de trombose arterial, venosa e tromboembolia. A aterosclerose, o fumo, a 
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hipertensão e o diabetes são algumas condições clínicas relacionadas com a 
trombose arterial, enquanto que a cirurgia geral, a cirurgia ortopédica, o trauma e 
o câncer estão entre as condições associadas com episódios de trombose venosa 
(Machman, 2008; Bick e Fareed, 1997). 
Embora o tratamento com agentes inibidores de agregação plaquetária, 
como a aspirina e o ticlopidine, e agentes anticoagulantes como a heparina e o 
warfarin constituam um extraordinário progresso no tratamento de doenças 
tromboembólicas (Machman, 2008;  Weitz e Hirsh, 2001), estas substâncias 
possuem limitações consideráveis (Machman, 2008;  Gresele e Agnelli, 2002). 
Além disso, a prevenção à estenose após o procedimento de revascularização 
ainda não foi obtida, nem com o estabelecimento de um procedimento preventivo 
e nem com o uso de agentes antiplaquetários. A necessidade de monitoramento 
laboratorial contínuo no tratamento com heparina ou warfarin é igualmente, 
considerado desvantajoso. Diante das limitações dos chamados agentes 
antitrombóticos de primeira geração e, apesar do progresso com os chamados 
agentes de segunda geração, diversos antitrombóticos são constantemente 
estudados, contribuindo para a expansão do conhecimento sobre a fisiopatologia 
da agregação das plaquetas e ativação da coagulação (Tabela 3) (Machman, 
2008; Gresele e Agnelli, 2002). 
Assim, a abordagem terapêutica bem sucedida não compreende apenas 
o controle do processo trombótico, mas inclui a identificação e, quando possível, a 
modificação dos fatores de risco implicados neste processo. 
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TABELA 3: Alguns agentes antitrombóticos 
 
 
(Gresele e Agnelli, 2002) 
  Agentes antiplaquetários  Agentes anticoagulantes 
Primeira geração  Aspirina  Heparina 
 Thienopiridina 
(ticlopidine e clopidrogrel).
Warfarin 
Segunda geração  Antagonistas de GP 
IIb/IIIa 
Heparina 
de baixo peso molecular 
 Combinação 
Aspirina-clopidrogrel 
Hirudina 
  Inibidores de interação 
FvW-GPIb 
Inibidores da via 
F. tecidual-FVIIa 
Última geração  Inibidores de interação 
colágeno-plaqueta 
Inibidores seletivos do 
Fator Xá 
  Inibidores da ativação 
trombina-induzida 
Inibidores seletivos de 
Trombina 
  Antagonistas diretos de 
receptor de ADP 
Proteína C ativada 
humana 
 Compostos 
antiplaquetários 
liberadores de oxido 
nítrico 
Trombomodulina 
recombinante solúvel 
pentassacarídeo 
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1.5. Modelos de avaliação de substâncias antitrombóticas 
 
Para o desenvolvimento de drogas antitrombóticas é necessário uma 
avaliação minuciosa de seus efeitos bioquímicos e farmacológicos. Os estudos in 
vitro são o ponto de partida para a avaliação destas drogas, a fim de esclarecer, 
por exemplo, o seu mecanismo de ação. Entretanto, os efeitos observados em 
experimentos  in vitro precisam ser validados após análise por experimentos in 
vivo, utilizando modelos em animais (Jeske e col, 2003). 
Estudos in vivo empregam os mais diversos tipos de animais, como ratos, 
coelhos, cães, porcos, macacos entre outros. A escolha da espécie deve ser 
considerada com extremo cuidado e de acordo com o modelo selecionado, uma 
vez que podem ocorrer variações do efeito entre as espécies (Festing, 2003; 
Jeske e col, 2003). Estes modelos in vivo já estão bem estabelecidos e são 
usados para a investigação das interações endógenas que ocorram entre estas 
substâncias e o organismo, como por exemplo, a transformação metabólica e a 
farmacocinética (Badimon, 2001; Jeske e col, 2003). 
Ratos e coelhos são geralmente usados em modelos de trombose venosa 
e trombose arterial (Krekora e col., 1999). Estes animais também são 
freqüentemente utilizados no estudo do efeito hemorrágico causado por drogas. O 
modelo de sangue perdido através de um pequeno corte na orelha é mais 
empregado em coelhos para análise do efeito hemorrágico, enquanto o ensaio de 
cauda cortado em ratos é usado para o estudo de diversas substâncias 
antitrombóticas (Jeske e col., 2003). Modelos que empregam animais como 
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macacos e cães têm custo alto, sendo geralmente empregados em estudos para 
análise de parâmetros farmacocinéticos e farmacodinâmicos de drogas. As 
informações obtidas com os experimentos em modelos animais são únicas e de 
importância crucial, não podendo ser substituídas, de maneira nenhuma, por 
outras informações obtidas por experimentos in vitro ou em resultados baseados 
em cultura de células (Jeske e col, 2003). 
Existem diversos modelos para avaliação de substâncias antitrombóticas, 
e a escolha do modelo deve ser de acordo com a necessidade de avaliação do 
efeito antitrombótico. Os modelos de trombose usam animais sadios para a 
indução de uma condição trombótica ou oclusiva, através de um estímulo 
trombogênico ou um estímulo físico ou ambos associados. Podemos citar, como 
exemplo, o modelo de Wessler que, inicialmente, foi estabelecido em coelhos 
(modelo de trombose por estase na veia jugular) e adaptado, posteriormente, em 
ratos (Jeske e col, 2003). No modelo de estase, o estado de hipercoagulabilidade 
é mimetizado através da administração de diferentes estímulos trombóticos, como 
tromboplastina, protrombina ativada ou fator Xa. Existem também modelos de 
trombose baseados na lesão da parede vascular que expõe o fator tecidual e o 
colágeno do subendotélio, ativando a coagulação e o processo de agregação 
plaquetária, respectivamente. Estas lesões podem ser induzidas 
experimentalmente por meios físicos (clamping,  catéter), por meios químicos 
(cloreto férrico, fluoresceína), lesões eletrolíticas ou térmicas (Jeske e col, 2003). 
Os ensaios de risco hemorrágico em modelos animais são fundamentais, 
pois a hemorragia é um efeito colateral que se destaca nas terapias 
antitrombóticas e trombolíticas. Diversos modelos foram desenvolvidos para 
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mimetizar o sangramento, muitas vezes observado em casos clínicos. Os modelos 
freqüentemente empregados para o estudo da tendência ao estado hemorrágico 
resultante do uso de drogas são: o modelo de sangue perdido através de uma 
incisão na orelha de coelhos e o ensaio de corte transversal na parte distal em 
cauda de ratos (Jeske e col, 2003). 
Uma consideração fundamental no uso de animais em pesquisa é sempre 
lembrar que devemos o respeito à vida e trabalhar segundo as normas do 
Committee on Animal Research and Ethics (CARE). As condições em que estes 
animais serão usados para estudo, devem ser consideradas para minimizar a dor 
e a angústia, através de uso apropriado de sedação, analgesia ou anestesia 
(Jeske e col, 2003, Alves e Colli, 2006; Conlee e col.,2005). 
 
 
1.6. Inibidores não-fisiológicos de trombina no processo 
hemostático 
 
1.6.1. Inibidores sintéticos 
 
Um vasto número de moléculas com atividade inibitória sobre a trombina 
tem sido estudado nos últimos anos. O controle da atividade e/ou formação desta 
enzima tem sido preconizado como fundamental no tratamento de diversos 
processos patológicos (Verstraete, 1997; Pineo & Hull, 1999), justificando o 
crescente interesse nestas substâncias. Os inibidores sintéticos de trombina, que 
atuam no seu sítio catalítico, são geralmente divididos em 4 categorias de acordo 
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com o seu mecanismo de ação (Tabela 4) (Monteiro, 2005; Powers & Kam, 1992). 
 
 
TABELA 4: Inibidores sintéticos da trombina que atuam sobre seu sítio 
catalítico 
Categoria Exemplos Reversibilidade 
Análogos de substratos 
 
MQPA 
DAPA 
Benzamidina 
5-amidinoindol 
Sim 
Análogos de estados de 
transição 
 
Fluoroacilcetonas 
Argatrobam 
NAPAP 
Sim 
Agentes alquilantes da His57  FPRCK 
FFRCK 
Não 
Agentes acilantes da Ser195  PMSF 
APMSF 
DIP-F 
Não 
Adaptada de Powers & Kam, 1992 
 
 
1.6.2. Inibidores naturais 
 
A maior parte das substâncias naturais apresentando atividade inibitória 
sobre a trombina são proteínas. Uma das poucas exceções é a glicirrizina, uma 
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substância isolada da planta Glycyrrhiza glabra, que se liga ao exosítio I da α-
trombina (Francischetti e col., 1997). Dentre as proteínas isoladas, a maioria 
provém de animais hematófagos, com exceção da botrojaracina e da 
botroalternina, isoladas de venenos de serpentes (Tabela 5) (Monteiro, 2005; 
Zingali e col., 2005; Castro e col., 1999; Horn e col., 2000; Zavalova e col., 2000) 
 
TABELA 5: Inibidores naturais de α
αα
α-trombina 
 
Inibidor  Fonte  Mecanismo de ação  Referência 
Anophelina 
Anopheles 
albimanus 
Interação com o sítio ativo 
e o exosítio I 
Francischetti e 
col., 1999 
Botroalternina 
Bothrops 
alternatus 
Interação com o exosítio I  Castro e col., 
1998 
Botrojaracina 
Bothrops 
jararaca 
Interação com o exosítio I  Zingali e col., 
1993 
Glicirrizina 
Glycyrrhiza 
glabra 
Interação com o exosítio I  Francischetti e 
col., 1997 
Hemadina 
Haemadipsa 
syvestris 
Interação com o sítio ativo  Strube e col., 
1993 
Hirudina 
Hirudo 
medicinalis 
Interação com o sítio ativo 
e o exosítio I 
Markwardt, 
1991 
Ornitodorina 
Ornithodoros 
moubata 
Interação com o sítio ativo 
e o exosítio I 
Van de Locht e 
col., 1996 
Rhodniina 
Rhodnius 
prolixus 
Interação com o sítio ativo 
e o exosítio I 
Friedrich e col., 
1993 
Triabina 
Triatoma 
pallidipennis 
Interação com o exosítio I  Noeske-
Jungblut e col., 
1995 
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A hirudina é o mais bem estudado dos inibidores naturais da trombina. Este 
polipeptídeo de 65 resíduos (7.000 Da) foi originalmente isolado da saliva da 
sanguessuga Hirudo medicinalis, e sua porção N-terminal apresenta uma estrutura 
globular compacta contendo três pontes dissulfeto. Os três últimos resíduos do N-
terminal interagem com o sítio catalítico da trombina, ao passo que o domínio 
globular se liga ao sítio hidrofóbico da enzima (Figura 10). A porção C-terminal da 
hirudina é altamente acídica e capaz de interagir com o exosítio I de ligação de 
ânions da trombina (Figura 10), num processo mediado principalmente por 
interações eletrostáticas (Karshikov e col., 1992). Esta interação é crucial para a 
formação do complexo α-trombina·hirudina, visto que a deleção dos 22 últimos 
resíduos do C-terminal do inibidor praticamente abolem sua atividade (Stone & 
Maraganore, 1992). Uma sulfatação no resíduo Tyr63 da hirudina também 
desempenha importante papel na sua atividade inibitória e sua ausência reduz em 
cerca de dez vezes a afinidade da hirudina pela α-trombina (Monteiro, 2005; Stone 
& Maraganore, 1992). 
Os três primeiros resíduos da hirudina interagem com o sítio catalítico da 
trombina enquanto o domínio globular interage com o sítio hidrofóbico da enzima. 
A região C-terminal da hirudina se liga ao exosítio I da trombina (Markwardt, 
1991). 
Peptídeos baseados na sequência C-terminal da hirudina interagem com o 
exosítio I da α-trombina, ainda que apresentando afinidades bastante inferiores à 
hirudina (Krstenansky & Mao, 1987). Estes peptídeos inibem a interação de outros 
ligantes específicos do exosítio I e têm sido largamente empregados em estudos 
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desta região. Adicionalmente foi demonstrado que a hirudina
53-64
 provoca 
alterações conformacionais no sítio ativo da α-trombina (Liu e col., 1991a), e 
acredita-se que estas mudanças poderiam influenciar na interação do domínio N-
terminal da hirudina com o sítio catalítico da enzima (Monteiro, 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 10 – Esquema estrutural do complexo α
αα
α-trombina hirudina. 
Peptídeos da sequência C-terminal da hirudina interagem com o exosítio I da α-
trombina, inibindo a interação de outros ligantes específicos do exosítio I. A 
hirudina provoca alterações conformacionais no sítio ativo da α-trombina 
resultando em mudanças que podem influenciar na interação do domínio N-
terminal da hirudina com o sítio catalítico da enzima (adaptado de Markwardt, 
1991; Monteiro, 2005). 
Sítio 
hidrofóbico 
Sítio 
 catalítico 
Exosítio I 
Hirudina 
α

-trombina
N
C
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1.7. Botrojaracina 
 
1.7.1. Aspectos estruturais 
A botrojaracina é uma molécula de 27.000 Da isolada do veneno da 
serpente  Bothrops jararaca. Esta proteína é formada por duas subunidades 
homólogas de 13 e 14 kDa associadas por uma ponte dissufeto (Zingali e col., 
1993). O sequenciamento N-terminal bem como a sequência deduzida após 
clonagem do cDNA demonstraram que a botrojaracina apresenta uma alta 
homologia na sequência primária com proteínas da família das lectinas do tipo C-
símiles (Arocas e col, 1997). As lectinas do tipo C-símiles compreendem um vasto 
número de proteínas isoladas de venenos de serpentes que apresentam 
homologia estrutural com as lectinas do tipo C (cálcio-dependentes) de animais 
(Atoda e col., 1991; Drickamer, 1988). Entretanto, a maioria destas proteínas não 
apresenta um domínio de reconhecimento de carboidratos funcional e por isso não 
são capazes de se ligar à carboidratos. Outra notória característica é que apesar 
da grande homologia de estrutura primária, estas proteínas apresentam atividades 
completamente diversificadas em relação ao sistema hemostático (Tabela 6). 
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TABELA 6 – Lectinas do tipo-C-símiles de venenos de serpentes 
PROTEÍNA VENENO  ATIVIDADE  Referência 
Botrojaracina  Bothrops jararaca  Liga-se à trombina  Zingali e col., 1993 
Botrocetina  Bothrops jararaca  Liga-se ao fator de von 
Willebrand 
Andrews e col., 1989 
IX/X-BP  Bothrops jararaca  Liga-se aos fatores IX 
e X 
Sekiya e col., 1993 
IX/X-BP  Trimeresurus 
flavoviridis 
Liga-se aos fatores IX 
e X 
Atoda & Morita, 1989 
Alboagregina-B  Trimeresus albolabris Liga-se à GP-Ib-IX-V 
induz a agregação 
plaquetária 
Peng e col., 1991 
Equicetina  Echis carinatus  Liga-se ao complexo 
GP-Ib-IX-V 
Peng e col., 1993 
Agkicetina  Agkistrodon acutus  Antagonista do 
complexo GP-Ib-IX-V 
Chen & Tsai, 1995 
GP-Ib-binding 
protein 
Bothrops jararaca  Antagonista do 
complexo GP-Ib-IX-V 
Fujimura e col., 1995 
Tokaracetina  Trimeresurus 
tokarensis 
Antagonista do 
complexo GP-Ib-IX-V 
Kawasaki e col., 1995 
Mamushiguina  Agkistrodon halys 
blomhoffii 
Liga-se à GP-Ib-IX-V 
induz a agregação 
plaquetária 
Sakurai e col., 1998 
Rhodocetina  Calloselasma 
rhodostoma 
Inibe a agregação 
plaquetária induzida por 
colágeno 
Wang e col., 1999 
Convulxina  Crotalus durissus 
terrificus 
Liga-se à GP VI – induz 
a agregação plaquetária 
Polgar e col., 1997 
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1.7.2. Interação com a trombina e a protrombina 
A botrojaracina se liga à α-trombina formando um complexo não covalente 
(1:1) e promovendo inibição de sua atividade sobre fibrinogênio, plaquetas, 
proteína C e fator V (Zingali e col., 1993; Arocas e col., 1998). Entretanto, a 
atividade da trombina sobre substratos sintéticos de baixo molecular não é 
bloqueada após a formação de complexo com a botrojaracina, indicando que seu 
sítio ativo permanece acessível (Zingali e col., 1993). Na verdade, a botrojaracina 
altera a conformação do sítio catalítico da enzima e altera sua especificidade 
sobre diversos substratos de baixo peso molecular (Monteiro e col., 1999). 
Experimentos de ligação da botrojaracina à α-trombina em fase sólida 
demonstraram uma alta afinidade de ligação (K
D
 = 0,7 nM) e revelaram uma 
competição direta com um peptídeo baseado na sequência C-terminal da hirudina 
pela ligação à enzima imobilizada (Arocas e col., 1996). Estes dados permitiram 
concluir que o sítio de interação da botrojaracina na molécula de α-trombina é o 
exosítio de ligação de ânions I (Zingali et al, 1993; Zingali et al, 2005). 
Experimentos em fase sólida também demonstraram que a botrojaracina é capaz 
de se ligar à γ-trombina sendo esta interação inibida pelo fragmento 2 da 
protrombina e heparina (Arocas e col., 1996). A γ-trombina é um derivado 
proteolítico da α-trombina apresentando clivagens adicionais nas ligações Arg73-
Asn e Lys154-Gly, catalisadas pela própria α-trombina, uroquinase ou tripsina 
(Guillin e col., 1995). Visto que a γ-trombina apresenta um exosítio I 
desorganizado (Rydel e col., 1994), estes resultados sugeriram fortemente que a 
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botrojaracina também seria capaz de interagir com o exosítio de ligação de ânions 
II. Entretanto, o modelo estrutural proposto para a botrojaracina não se ajusta à 
uma molécula que seja capaz de interagir com os exosítos I e II da trombina 
concomitantemente. 
Além de interagir com a α-trombina, foi demonstrado que a botrojaracina 
também é capaz de formar um complexo não-covalente com a protrombina 
(Arocas e col., 1996). Experimentos de cromatografia de gel-filtração 
demonstraram que o complexo não-covalente formado entre a botrojaracina e a 
protrombina obedece a estequiometria 1:1, sendo também independente de cálcio 
(Monteiro e col., 2001). Este resultado é idêntico aquele observado com a 
formação do complexo α-trombina⋅botrojaracina (Zingali e col., 1993). 
Experimentos de titulação competitiva demonstraram que a hirudina
54-65
 foi 
capaz de deslocar parcialmente a botrojaracina do complexo formado com a 
protrombina (Monteiro e col., 2001). Por outro lado, a botrojaracina deslocou 
eficientemente a hirudina
54-65
 de complexos formados com a α-trombina e a 
protrombina (Monteiro e col., 2001). Estes dados indicaram que a botrojaracina e a 
hirudina
54-65 
competem por sítios idênticos ou bastante próximos na protrombina e 
na α-trombina. A conclusão é que a botrojaracina interage com o proexosítio I da 
protrombina. 
O efeito inibitório da botrojaracina sobre a ativação da protrombina pelo 
veneno de Oxyuranus scutellatus, pelo complexo fator Xa·fator Va ou pelo 
complexo protrombinase montado em membranas fosofolipídicas ou plaquetas 
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não está relacionado com uma interferência direta no domínio kringle 2 (Monteiro 
e col., 2001). 
O domínio kringle 2 da protrombina, ao contrário do domínio kringle 1, 
exerce um papel importante na interação com o fator Va visto que além de 
interagir diretamente com o cofator (Deguchi e col., 1997), mutantes apresentando 
deleção deste domínio apresentam uma baixa ativação pelo complexo 
protrombinase mas não pelo fator Xa sozinho, quando comparada à ativação da 
protrombina nativa (Kotkow e col., 1995). 
Por outro lado, estudos a respeito de mudanças conformacionais na α-
trombina demonstraram que a ligação do C-terminal da hirudina com o exosítio I 
altera a conformação do exosítio II da enzima e desfavorece a interação do 
fragmento 2 da protrombina com esta região (Fredenburgh e col., 1997). Isto 
significa que a interação da botrojaracina com o proexosítio I da protrombina 
poderia alterar alostericamente o domínio kringle 2, interferindo na sua ativação. 




  53
 
2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivos Gerais 
 
Em várias condições patológicas, eventos envolvendo proteínas 
plasmáticas da coagulação são desencadeados, provocando a formação de 
trombos. A alta incidência de trombose permanece ainda como a principal causa 
de morte nas sociedades ocidentais, apesar de correntes tratamentos 
antitrombóticos (Gresele e Agnelli, 2002; Ubatuba, 1989; Murray e Lopes, 1997). 
Isto pode ser observado através do crescimento literário contínuo sobre o estudo 
de trombose (Gresele e Agnelli, 2002). 
Assim, este trabalho tem como objetivo verificar a atividade antitrombótica 
da botrojaracina, um inibidor de (pro)trombina derivado de veneno de serpente 
Bothrops jararaca em modelos experimentais de trombose em animais. 
 
2.2. Objetivos Específicos 
 
√ Analisar o potencial antitrombótico da botrojaracina através dos modelos de 
trombose venosa profunda; 
 
√ Avaliar o risco hemorrágico através do ensaio de tempo de hemorragia induzida; 
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√ Avaliar os efeitos da bothrojaracina sobre a coagulação sanguínea, utilizando os 
ensaios, ex vivo, de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e tempo de protrombina 
(PT); 
 
√ Avaliar no modelo de tromboembolia pulmonar induzido por trombina humana, o 
potencial anti-trombótico da botrojaracina. 
 
 
3. MATERIAL 
 
Tromboplastina tecidual cálcica foi obtida da Biolab (Rio de Janeiro, 
Brazil); o reagente de aPTT (cefalina mais caolin) foi comprado da Diamed (Rio de 
Janeiro, Brazil); os anestésicos Anasedan (Xilazina) e Dopalen (Ketamina) da 
Agribrands (Rio de Janeiro, Brazil); o tubo de silicone (0,9 x 25 mm) BD Insyte
TM
 
foi comprado da Dickinson Ind. Cirúrgicas Ltda (Minas Gerais, Brazil). 
Bothrojaracina foi purificada a partir de veneno de B. jararaca doado pelo Instituto 
Butantan (São Paulo - SP, Brazil). A trombina foi purificada de plasma humano 
congelado adquirido gentilmente no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho 
(UFRJ) através da Dra. Carmen Nogueira. 




[image: alt]  55
3.1. Animais 
 
Os experimentos envolvendo animais foram realizados utilizando-se 
camundongos BALB-C (ambos os sexos) pesando entre 20 e 25 g. Os animais 
foram mantidos em jejum por duas horas antes da administração dos compostos. 
Utilizamos também Ratos Wistar (ambos os sexos) pesando entre 150 e 200 g. Os 
animais foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg de peso corporal) seguido 
de xilazina (16 mg/kg de peso corporal), por via intramuscular, para os 
procedimentos cirúrgicos. Todos os experimentos envolvendo animais foram 
realizados de acordo com as normas do COBEA (Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal), Vogel e Vogel, 1998 e Committee on Animal Research 
and Ethics (CARE) e aprovados pelo comitê de ética do Centro de Ciências da 
Saúde, UFRJ (IBqM 004). Os animais foram mantidos em condições de higiene 
adequada, com ração e água ad libitum no biotério do Instituto de Bioquímica 
Médica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Figura 11). 
 
 
 
 
 
FIGURA 11: Biotério 
Ala do biotério destinada para animais de médio e 
pequeno porte (ratos, camundongos e cobaias) 
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3.2. Metodologia 
 
3.2.1. Isolamento da α
αα
α-Trombina Humana 
 
A  α–trombina foi purificada a partir de amostras congeladas de plasma 
humano citratado, seguindo protocolo previamente estabelecido (Ngai e Chang, 
1991). 
As amostras de plasma (em geral perfazendo um volume total de 1 L) 
foram descongeladas à 37 
o
C e o material transferido para uma câmara 
refrigerada (4 
o
C) onde se adicionou lentamente, sob agitação, uma solução de 1 
M de BaCl
2
 (1/20, v/v) e benzamidina (5 mM, final). Em seguida, o material passou 
por várias etapas de centrifugação e, por fim, foi dialisado contra tampão 20 mM 
de tris-HCl pH 7.5, 150 mM de NaCl, 1 mM de EGTA, 100 mM de EDTA. O 
material dialisado foi então submetido à duas etapas de precipitação com 
(NH
4
)
2
SO
4
 (0-35 % e 35-70 %). Após centrifugação da amostra, o pellet obtido foi 
ressuspendido e dialisado contra 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM EGTA, pH 
7.5 por cerca de 24 horas. A amostra foi incubada com veneno bruto de 
Oxyuranus scutellatus e, posteriormente, aplicado em uma coluna de Heparina-
agarose (1 x 10 cm, SIGMA). O material retido foi eluído com o aumento gradativo 
da força iônica utilizando-se 20 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, 1 mM EGTA, pH 7.5, 
sendo monitorado pela absorbância a 280 nm. As frações correspondentes à α-
trombina foram reunidas, concentradas no sistema Amicon e mantidas a –70 
o
C 
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até seu uso. O grau de pureza da proteína purificada foi estimado por eletroforese 
em gel de poliacrilamida (12 %) em condições desnaturantes e não redutoras, 
onde apresentam uma banda majoritária correspondente à 36 kDa. A 
concentração protéica foi estimada por absorbância a 280 nm (Fenton e col., 
1977). A atividade da enzima foi estimada através da capacidade de hidrólise do 
substrato sintético S-2238 bem como da capacidade de promover a coagulação do 
fibrinogênio bovino purificado. 
 
3.2.2. Preparação da FPRCK-α
αα
α-Trombina-Sepharose 
 
A α-trombina purificada foi inibida por FPRCK após incubação (1:2, mol/mol) 
por 60 minutos à temperatura ambiente. Após o período de incubação, a enzima 
foi testada quanto à sua habilidade de hidrolisar o substrato S-2238. 
Apresentando-se completamente inibido, o material foi dialisado extensivamente 
contra 0,1 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,3. O acoplamento da FPRCK-α-trombina 
à resina Sepharose 4B (Pharmacia) foi feito seguindo-se as instruções do 
fabricante e geralmente utilizou-se cerca de 5 mg de proteína por mL de resina. 
 
3.2.3. Isolamento de Botrojaracina 
 
A botrojaracina foi isolada a partir do veneno bruto da serpente Bothrops 
jaracaca (obtido do Instituto Butantan, São Paulo), seguindo-se o protocolo 
previamente descrito por Monteiro e col, 2001. O veneno bruto (800 mg) foi 
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ressuspendido em cerca de 8 mL de 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5 e 
homogeinizado por 30 min à 4 
o
C. O material foi centrifugado por 40 minutos, à 4 
o
C, 12.000 rpm (centrífuga SCR20B, Hitachi) e aplicado à uma coluna de gel-
filtração Sephacryl S-200 HR (2,6 x 100 cm) (Pharmacia), previamente equilibrada 
em 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5, à 4 
o
C. O material aplicado na coluna 
foi eluído utilizando-se um fluxo de 40 mL/hora e monitorado por absorbância a 
280 nm. As frações obtidas foram testadas quanto à sua habilidade de inibir a 
agregação de plaquetas de coelho lavadas, induzida por α-trombina humana. As 
frações apresentando tal atividade foram reunidas e incubadas por cerca de 12 
horas à 4 
o
C, com 5 mM PMSF e 10 mm EDTA (concentrações finais). O material 
tratado foi posteriormente submetido à cromatografia de afinidade em coluna 
FPRCK-α-trombina-Sepharose (5-10 mL). Após uma incubação de cerca de 12 
horas, à 4 
o
C, do material tratado com a coluna de afinidade, esta foi lavada 
extensivamente com 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5 para retirada do 
material não retido. O material retido na coluna foi eluído utilizando-se uma 
solução de 0,01 N HCl, 500 mM NaCl, pH 2,0. As frações foram eluídas utilizando-
se um fluxo de 40 mL/hora, monitoradas por absorbância a 280 nm e 
imediatamente neutralizadas através da adição de 1 M Tris (suficiente para atingir 
uma concentração final de 20 mM). O material eluído foi dialisado contra 20 mM 
Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5, concentrado em sistema Amicon e testado quanto 
à sua habilidade de inibir a agregação plaquetária induzida por α-trombina. A 
análise eletroforética em gel de poliacrilamida (12 %), em condições 
desnaturantes e não redutoras, demonstrou a presença de uma única banda em 
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torno de 27.000 Da, consistente com o peso molecular descrito para a 
botrojaracina (Zingali e col., 1993). A concentração protéica foi estimada por 
absorbância a 280 nm utilizando-se o coeficiente de absorção 2,00 (mg/mL)
-1
 cm
-1
. 
 
3.2.4. Eletroforese e Western blotting in vitro e ex vivo 
 
Após corrida em gel de poliacrilamida (12 %) em condições nativas (realizada 
de acordo com o método descrito por Laemmli, 1970), as amostras foram 
eletrotransferidas (1,5 h, 120 mA) para membrana de PVDF (segundo o método 
descrito por Towbin e col., 1979). As membranas foram bloqueadas por 2h com 
tampão TBS (10 mM Tris-HCl, 0,15 M NaCl, pH 7,4) contendo 5% de leite Molico e 
0,5 % Tween 20. Posteriormente, as membranas foram incubadas por 1 hora com 
o anticorpo primário anticorpo policlonal anti-botrojaracina (1:500) diluídos em 
TBS-leite. Após sucessivas lavagens com tampão TBS contendo 0,1% Tween 20, 
a membrana foi incubada por 1 hora com anticorpos anti-IgG de coelho 
conjugados à fosfatase alcalina (1:10.000). Os imunocomplexos foram revelados 
de acordo com recomendações do fabricante (Sigma, St.Louis, MO) utilizando-se 
o substrato cromogênico contendo nitro-blue-tetrazolium e fosfato de 5-bromo-4-
cloro-indol (NBT and BCIP, respectivamente) em tampão 0,1 M Tris-HCl, 0,1 M 
NaCl, 5 mM MgCl2, pH 9,5. 
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3.2.5. Trombose venosa induzida por estase e 
hipercoagulabilidade
 
 
A formação de trombo através da combinação de estase e 
hipercoagulabilidade foi induzida como descrito por Vogel e colaboradores (1989) 
com ligeiras modificações (Farias, 2000). Ratos Wistar pesando entre 150 e 200 g 
foram previamente anestesiados com xilazina (16 mg/kg, intramuscular), seguida 
por ketamina (100 mg/kg, intramuscular). O abdome dos ratos foi cirurgicamente 
aberto, e a veia cava caudal, entre as veias renais e as ilíacas, foi cuidadosamente 
exposta e dissecada dos tecidos adjacentes. Foi delimitado um segmento de 1 cm 
na veia cava, utilizando fios de algodão (100 % algodão) com nós frouxos, nas 
seguintes posições: na veia renal esquerda e na veia cava, logo abaixo da 
ramificação da veia renal (posição cranial), e um centímetro abaixo do nó frouxo 
posicionado na veia cava cranial (abaixo da ramificação da veia renal), próximo à 
ramificação das veias ilíacas (posição caudal). 
A amostra diluída em tampão fosfato salina ou veículo (animais controle), 
foi administrada, por via intravenosa, abaixo do nó frouxo, próximo às ilíacas. Após 
5 minutos (tempo suficiente para a amostra circular por todo corpo do animal) ou 
nos tempos indicados nas figuras, tromboplastina cálcica (3mg/kg de peso 
corporal) foi administrado pela mesma via. Em seguida foi feita a estase 
apertando-se o nó frouxo da veia renal esquerda para a indução da formação do 
trombo. Após 20 minutos da indução do trombo, fez-se a ligadura dos nós frouxos 
na veia cava (posições cranial e caudal). O trombo, formado no segmento de 1 cm 
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ocluído, foi removido e lavado com tampão fosfato salina pH 7,5, seguido por 
citrato de sódio 3,18 %. Depois de lavado, o trombo foi mantido em estufa a 60 °C 
por aproximadamente 1 hora para secagem e determinação posterior do peso 
seco (Figura 12). 
 
A  B  C 
 
 
 
 
 
 
D  E  F 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 12: Procedimento do modelo de trombose venosa profunda induzida 
por estase e hipercoagulabilidade. 
Etapas de dissecação da veia cava em animal.Isolamento do segmento (A) e 
indução da formação de trombo após a administração de 3 mg/kg tromboplastina 
(C). Após 20 minutos de estase o trombo é retirado (D,E) e seu peso é mensurado 
(F) como descrito em Metodologia. (Foto Bruno Ruta e Mariane Assafim) 
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3.2.6. Ensaios de aPTT e PT ex vivo 
 
Os ratos (150 ~ 200 g) foram anestesiados com xilazina e ketamina como 
nos protocolos anteriores. A artéria carótida foi cuidadosamente dissecada e 
canulada com um cateter intravenoso (0,9 x 25 mm). Amostras de sangue (500 
µL), em tubo com citrato foram obtidas no tempo zero e 5, 10, 15, 30 e 60 minutos 
e 24, 48 e 72 horas após a administração da amostra pela própria carótida. Os 
tubos com as amostras foram centrifugados por 15 minutos a 3000 rpm para 
obtenção de plasma deficiente em plaquetas. No ensaio de aPTT, 50 µl de plasma 
foi incubado por 2 minutos com 50 µl de cefalina. A reação foi disparada com 100 
µl de CaCl
2
 0,025 M, em um volume final de 200 µL, a 37 
o
C. No ensaio de PT, 50 
µl de plasma foi incubado a 37 
o
C por 2 minutos. A reação foi disparada com 100 
µl de tromboplastina cálcica, em um volume final de 150 µL. Ambos os ensaios 
medem o tempo de coagulação do plasma em segundos a 37 
o
C. 
O tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e o tempo de 
protrombina (PT) foram determinados em um coagulômetro Amelung KC4A 
(Alemanha). 
 
3.2.7. Ensaio de Hemorragia Induzido 
 
Neste ensaio (Herbert e col, 1996), os ratos (150 ~ 200 g) foram 
anestesiados com xilazina e ketamina como nos protocolos anteriores. Em 
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seguida, artéria carótida foi isolada através de uma incisão na região cervical, e 
introduzida uma cânula para a administração das amostras. Após 5 minutos, 24, 
48 e 72 horas após a administração da amostra, a cauda do animal foi cortada a 3 
mm da sua extremidade e inserida em uma proveta contendo 40 mL de água 
destilada. Após a primeira e segunda hora do ensaio iniciado (corte da cauda), a 
densidade óptica (D.O.) foi medida por espectrofotometria a 540 nm (UV/Visible 
Spectrophotometer Ultrospec 3000) a fim de se estimar o volume de sangue 
perdido através da absorbância da hemoglobina presente (Figura 13). 
 
A  B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 13: Ensaio de Hemorragia Induzido 
A artéria carótida foi isolada e um cateter foi introduzido para a 
administração das amostras. Após 5 minutos, a cauda cortada do animal foi 
inserida em uma proveta contendo 40 mL de água destilada (A, B) como descrito 
em materiais e métodos. (Foto: Renato Fernandes e Flávia Frattani) 
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3.2.8. Ensaio de tromboembolia pulmonar induzida por trombina 
 
A atividade antitrombótica foi determinada usando camundongos BALB-C 
de ambos os sexos (20-25 g). Após um período de jejum de 60 minutos, a amostra 
foi administrada através do plexo orbital do animal usando TBS como veículo. 
Eventos trombóticos foram induzidos, 30, 60 e 360 minutos após a administração 
da amostra, por injeção intravenosa de trombina (2000 UI/Kg) e a taxa de 
mortalidade foi determinada 15 minutos após a indução da trombose. Para cada 
tratamento foram usados 3 grupos contendo 5 animais cada um (Gresele e col, 
1998; Momi e col, 2001). 
 A metodologia foi estabelecida usando-se várias concentrações de 
trombina, a concentração escolhida como controle para análise foi aquela que 
proporcionou entre 80-90 % de mortalidade em um intervalo de 15 minutos após a 
administração do estímulo trombótico. 
 
3.2.9. Análise estatística 
 
Foi utilizado o software SigmaPlot for Windows version 8.0 (Copyright© 
1986-1995 Jandel Corporation). Os resultados foram expressos em média ± SD e 
sua análise estatística foi obtida através da determinação da variância, seguida do 
teste de Bonferroni, com mudanças consideradas significativas, sendo p-valor 
menor ou igual a 0,05. 
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4. Resultados 
 
O objetivo deste trabalho foi estudar a possível ação antitrombótica da 
botrojaracina em modelos animais, uma vez que estudos prévios mostraram que a 
botrojaracina (BJC), uma proteína isolada do veneno de serpente Bothrops 
jararaca (27-kDa) é um inibidor seletivo de α-trombina humana (Kd = 0.6 nM) que 
interage com o exositio I e II, não interagindo com o sítio catalítico da enzima 
(Monteiro e col., 2001). Além disso, BJC também tem alta afinidade (Kd = 175 
nM) pelo proexosítio I da protrombina humana. Nós, primeiramente, verificamos a 
afinidade desta proteína pela protrombina de rato. Nós avaliamos, in vitro, o 
reconhecimento da protrombina do plasma de rato pela botrojaracina através do 
ensaio por western blotting usando anticorpo policlonal anti- botrojaracina (figura 
14). A incubação de BJC com o plasma formou uma única banda com migração 
padrão idêntica àquela observada quando incubamos a proteína com protrombina 
humana purificada. Esta observação sugere uma interação específica da 
botrojaracina com a protrombina de rato, desta maneira podemos inferir que o rato 
é um modelo adequado para a análise da ação antitrombótica em modelo in vivo. 
Além da verificação da presença do complexo, o ensaio de western blot pode ser 
usado como um indicador da presença de botrojaracina no plasma para ensaios 
ex vivo. 
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FIGURA 14: Formação in vitro do complexo botrojaracina- 
protrombina de rato em plasma total. 
Plasma total de rato e protrombina humana purificada foram pré incubados com 
botrojaracina nas concentrações indicadas abaixo por 10 min. Em seguida as 
amostras foram submetidas a eletroforese em gel nativo e transferidas para 
membrana PVDF. A membrana foi incubada por 1 hora com anticorpo policlonal 
anti-botrojaracina (1:500) diluído em TBS-leite. Após sucessivas lavagens com 
tampão TBS contendo 0,1% Tween 20, a membrana foi incubada por 1 hora com 
anticorpos anti-IgG de coelho conjugados à fosfatase alcalina (1:10.000). Lane 1, 
plasma humano 5,0 µL; Lane 2, plasma humano 5,0 µL + BJC 5,0 µM; Lane 3, 
BJC 5,0 µM; Lane 4, protrombina 5,0 µM + BJC 5,0 µM; Lane 5, protrombina 3,2 
µM; Lane 6, plasma de rato Wistar 15,0 µL; Lane 7, plasma de rato Wistar 15,0 µL 
+ BJC 4,0 µM; Lane 8, plasma de rato Wistar 15,0 µL + BJC 7,0 µM; Lane 9, 
plasma de rato Wistar 15,0 µL + BJC 9,0 µM; Lane 10, padrão de peso molecular. 
Pth-BJC 
BJC 
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Iniciamos nossos estudos in vivo utilizando o modelo de trombose venosa 
profunda para avaliar a possível atividade antitrombótica da botrojaracina. O grupo 
controle recebeu apenas veículo (500 µl de tampão fosfato ou salina), seguido por 
3 mg/kg de tromboplastina 5 minutos depois, resultando na formação de trombo 
que foi considerada como uma incidência de 100 %. A média do peso seco dos 
trombos formados ficou em 9,3 ± 0,6 mg (n = 8). Através deste modelo, foram 
testadas as doses de 0,5 e 1 mg/kg de botrojaracina. A Figura 15 mostra que a 
administração intravenosa dessas doses de botrojaracina produziu uma 
diminuição progressiva no peso do trombo. Assim, a dose de 0,5 mg/kg mostrou 
uma inibição de aproximadamente 33 % (6,2 ± 0,2 mg) do tamanho do trombo, 
enquanto a dose de 1 mg/kg de botrojaracina aboliu completamente (97 %) a 
formação do trombo (0,3 ± 0,3 mg) caracterizando desta forma, além da 
confirmação da atividade anti-trombótica, um perfil dose-dependente para a ação 
da botrojaracina. 
A fim de fazer uma avaliação sobre o curso temporal do efeito antitrombótico 
da botrojaracina in vivo, os ensaios de modelo de trombose venosa foram 
realizados variando o intervalo de tempo entre a administração da botrojaracina e 
a indução da formação do trombo com tromboplastina (5, 30 e 60 minutos e 24, 48 
e 72 horas). A quantidade de 1 mg/kg de botrojaracina, que conseguiu alcançar 
uma inibição de aproximadamente 97 % na formação do trombo, foi escolhida 
para este estudo. 
Através deste experimento foi observado que o efeito antitrombótico máximo 
da botrojaracina ocorre até as primeiras 24 horas após a administração, 
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conferindo aproximadamente 99 % de inibição da formação do trombo (0,07 ± 0,1 
mg). Os resultados (n = 3 a 5) também mostram que após 48 horas ocorre uma 
redução significativa desta atividade, evidenciado pela inibição de somente 31% 
no peso do trombo (6,4 ± 0,6 mg) (Figura 16), indicando que o efeito observado 
devido a administração de botrojaracina, apesar de extenso, é transitório. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 15: Efeito da botrojaracina sobre a trombose venosa 
profunda em ratos. 
As doses 0,5 e 1 mg/kg de botrojaracina estão indicadas e foram administradas 
intravenosamente 5 minutos antes da indução de trombose por tromboplastina (3 
mg/kg de peso corporal) combinado com estase, como descrito em Material e 
Métodos. Cada ponto é uma média ± SD de 3 a 5 animais. *p 
<
 0,05 
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FIGURA 16: Efeito da botrojaracina sobre a trombose venosa 
profunda em ratos. 
A dose 1 mg/kg de botrojaracina foi administrada intravenosamente 5, 30, 60 
minutos ou 24, 48 e 72 horas antes da indução de trombose por tromboplastina (3 
mg/kg de peso corporal) combinado com estase, como descrito em Material e 
Métodos. Cada ponto é uma média ± SD de 3 a 5 animais. *p 
<
 0,05 
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Os ensaios de risco hemorrágico em modelos animais são fundamentais, 
pois a hemorragia é um efeito colateral que se destaca nas terapias 
antitrombóticas e trombolíticas. A análise em nosso trabalho, do efeito 
hemorrágico da botrojaracina foi baseado na perda de sangue pela cauda do rato. 
A Figura 17 mostra que as doses de 0,5 e 1 mg/kg de botrojaracina produzem um 
efeito hemorrágico 2 horas após sua administração, porém não significativo, com 
um aumento da perda de sangue (DO 0,6 ± 0,5 e 0,2 ± 0,1 respectivamente) (n = 3 
a 5) de aproximadamente 5 e 2,5 vezes, respectivamente, quando comparado a 
valores do grupo controle (DO 0,04 ±. 0,01). 
Esta análise também foi realizada sobre o curso temporal variando-se os 
tempos entre a administração da botrojaracina e a medida da perda de sangue 
pela cauda do animal (5 minutos e 24, 48 e 72 horas). A dose de 1 mg/kg de 
botrojaracina foi escolhida para esta avaliação pois mostrou uma inibição de 
aproximadamente 97 % na formação do trombo. Neste ensaio (Figura 18) esta 
dose de botrojaracina não mostrou aumento efetivo da perda sangüínea, 
indicando que a molécula não induz um efeito hemorrágico. 
Através deste experimento, foi observado que o efeito hemorrágico máximo 
da botrojaracina ocorreu principalmente com 48 horas após sua administração, 
conferindo aproximadamente 17,5 vezes um aumento de sangramento (DO 1,2 ± 
0,5). Os resultados também mostram que após 72 horas ocorre uma redução 
significativa deste efeito, evidenciado pela diminuição do sangramento em 7,5 
vezes (DO 0,4 ± 0,1) quando comparado aos valores do grupo controle (DO 0,04 
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±. 0,01) (Figura 18), indicando que o efeito observado, não é significativo. Somado 
a estes dados, podemos ressaltar a ausência do quadro de hematúria (n = 5 a 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 17: Determinação do risco hemorrágico pela 
botrojaracina 
Ratos Wistar (ambos os sexos), pesando entre 165 e 200 g, foram tratados (via 
intravenosa) com doses de botrojaracina (0,5 e 1 mg/ kg) através da carótida, 5 
minutos antes do corte transversal a 3 mm da parte distal do rabo do rato. 
Cuidadosamente, o rabo foi imerso em uma proveta contendo 40 ml de água 
destilada a temperatura ambiente. A perda de sangue foi avaliada 0 a 120 minutos 
após, pela medida da quantidade de hemoglobina presente na solução dos grupos 
tratados e não tratados com botrojaracina, através de leitura ótica a 540 nm, como 
descrito em Material e Métodos. Resultados são médias ± SD (n = 3 a 5). 
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FIGURA 18: Determinação do risco hemorrágico pela 
botrojaracina 
Ratos Wistar (ambos os sexos), pesando entre 165 e 200 g, foram tratados (via 
intravenosa) com dose única de botrojaracina (1 mg/ kg) através da carótida, 5 
minutos, 24, 48 e 72 horas antes do corte transversal a 3 mm da parte distal do 
rabo do rato. Cuidadosamente, a cauda foi imersa em uma proveta contendo 40 
ml de água destilada a temperatura ambiente. A perda de sangue foi avaliada 0 a 
120 minutos após, pela medida da quantidade de hemoglobina presente na 
solução dos grupos tratados e não tratados com botrojaracina, através de leitura 
ótica a 540 nm, como descrito em Material e Métodos. Resultados são médias ± 
SD (n = 3 a 5). *p ·
<
 0,05 
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Em seguida, foi avaliado o efeito da botrojaracina sobre a coagulação 
plasmática. O sangue foi coletado nos tempos 0 a 120 minutos após a 
administração de botrojaracina (IV) e avaliado através dos testes de tempo de 
tromboplastina parcial ativada (aPTT), para avaliação da via de propagação 
(intrínseca), e pelo ensaio de tempo de protrombina (PT), que avalia a via de 
iniciação (extrínseca). 
Os resultados, ilustrados na Figura 19 e na Figura 21, mostram que a 
botrojaracina (0,5 e 1 mg/kg) prolonga de maneira bastante discreta o tempo de 
coagulação de ambas as vias propagação e iniciação (intrínseca e extrínseca), 
com um aumento do tempo de aPTT em cerca de 1,3 e 1,2 vezes (para a coleta 
de sangue 60 e 120 minutos após administração da botrojaracina, 
respectivamente) (30,9 ±  3,6 e 27,2 ± 4,9 segundos, respectivamente) quando 
comparado ao grupo controle (22,92 ± 1,9 segundos). Enquanto que para o tempo 
de PT não houve um aumento (22,5 ± 1,9 e 19,7 ± 0,8 segundos para a coleta de 
sangue 60 e 120 minutos após administração de botrojaracina, respectivamente) 
quando comparado ao grupo controle (22,5 ± 0,7 segundos). 
No modelo de trombose venosa profunda, vimos que até 24 horas há um 
efeito inibitório bastante pronunciado, enquanto a partir de 48 horas o efeito é 
bastante discreto, apesar de ainda ser verificada uma inibição na formação do 
trombo. Sendo assim, verificamos também se poderia ocorrer alguma alteração da 
coagulação plasmática. Observamos que nos ensaios de aPTT e PT (Figura 20 e 
Figura 22, respectivamente), o plasma coletado 72 horas após a administração de 




[image: alt]  74
botrojaracina resultou em uma alteração do tempo de coagulação (44,6 ± 8,0 e 
30,4  ± 12,5  segundos, respectivamente), no entanto esta mudança não é 
estatisticamente significativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 19: Avaliação ex vivo do efeito da botrojaracina sobre a 
coagulação no plasma de rato pelo ensaio de aPTT. 
Ratos Wistar (ambos os sexos), pesando entre 165 e 200 g, foram tratados (via 
intravenosa) com doses de 0,5 mg/ kg (A) e 1,0 mg/ kg (B) através da carótida e 
amostras de sangue (0,5 mL) obtidas no tempo zero a 120 minutos após a 
administração da amostra pela própria carótida, foram coletadas em 3,8 % de 
citrato de sódio (9:1, v/v). Os ensaios de aPTT foram determinados no plasma 
fresco dos ratos como descrito em Material e Métodos. Os resultados são 
apresentados como média ± SD dos valores obtidos com 3 animais. 
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FIGURA 20: Avaliação ex vivo do efeito da botrojaracina sobre a 
coagulação no plasma de rato pelo ensaio de aPTT. 
Ratos Wistar (ambos os sexos), pesando entre 165 e 200 g, foram tratados (via 
intravenosa) com a dose de 1 mg/ kg através da carótida as amostras de sangue 
(0,5 mL) obtidas no tempo zero, 24, 48 e 72 horas após a administração da 
amostra pela própria carótida foram coletadas em 3,8 % de citrato de sódio (9:1, 
v/v). Os ensaios de aPTT foram determinados no plasma fresco dos ratos como 
descrito em Material e Métodos. Os resultados são apresentados como média ± 
SD dos valores obtidos com 3 animais *p ·
<
 0,05. 
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FIGURA 21: Avaliação ex vivo do efeito da botrojaracina sobre a 
coagulação no plasma de rato pelo ensaio de PT. 
Ratos Wistar (ambos os sexos), pesando entre 165 e 200 g, foram tratados (via 
intravenosa) com as doses de 0,5 mg/ kg (A) e 1 mg/ kg (B) através da carótida as 
amostras de sangue (0,5 mL) obtidas no tempo zero a 120 minutos após a 
administração da amostra pela própria carótida, foram coletadas em 3,8 % de 
citrato de sódio (9:1, v/v). Os ensaios de PT foram determinados no plasma fresco 
dos ratos como descrito em Material e Métodos. Os resultados são apresentados 
como média ± SD dos valores obtidos com 3 animais. 
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FIGURA 22: Avaliação ex vivo do efeito da botrojaracina sobre a 
coagulação no plasma de rato pelo ensaio de PT. 
 
Ratos Wistar (ambos os sexos), pesando entre 165 e 200 g, foram tratados (via 
intravenosa) com a dose de 1 mg/ kg através da carótida as amostras de sangue 
(0,5 mL) obtidas no tempo zero a 72 horas após a administração da amostra pela 
própria carótida, foram coletadas em 3,8 % de citrato de sódio (9:1, v/v). Os 
ensaios de PT foram determinados no plasma fresco dos ratos como descrito em 
Material e Métodos. Os resultados são apresentados como média ± SD dos 
valores obtidos com 3 animais. *p ·
<
 0,05. 
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Em virtude dos resultados obtidos com o modelo de trombose venosa 
profunda, que mostram a ação da botrojaracina mesmo após 24 horas de 
experimento, resolvemos verificar a formação do complexo botrojaracina-
protrombina no plasma de camundongo e de rato que receberam administração 
intravenosa de botrojaracina. O western blotting foi realizado com o plasma de 
camundongo tratado com a dose de 1 mg/kg (Figura 23) e de rato tratado com a 
dose de 0,5 mg/kg e 1 mg/kg (dados não mostrados). O resultado revelou que a 
botrojaracina permanece ligada à protrombina do camundongo mesmo até 24 
horas (figura 21), indicando uma alta afinidade pela protrombina, que a 
botrojaracina permanece durante um tempo prolongado no plasma ligada a 
protrombina. 
Uma outra abordagem utilizada para avaliar os efeitos antitrombóticos da 
botrojaracina foi a avaliação da atividade antitrombótica pelo modelo de 
tromboembolia pulmonar em camundongos, induzido por trombina humana 
purificada (Figura 24). Neste ensaio nós observamos que a botrojaracina é capaz 
de proteger camundongos do óbito resultante de tromboembolismo induzido pela 
trombina. Após 1 hora da administração da dose de 1 mg/ kg de botrojaracina, 
ocorreu uma completa inibição (100 % de sobreviventes) (figura 24). É 
interessante observar que a mesma dose de botrojaracina promoveu uma 
proteção diferenciada dependendo do tempo de sua administração até o desafio 
com trombina. Assim, a administração de botrojaracina aumentou a sobrevida dos 
camundongos de 30 para 50% nos tempos de 30 e 360 min e de 30 para 100% no 
tempo de 60 min. 
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FIGURA 23: Formação ex vivo do complexo botrojaracina- 
protrombina em plasma de camundongo. 
O plasma coletado foi submetido a eletroforese em gel nativo e transferido para 
membrana de PVDF .A membrana foi incubada por 1 hora com anticorpo 
policlonal anti-botrojaracina (1:500) diluído em TBS-leite. Após sucessivas 
lavagens com tampão TBS contendo 0,1% Tween 20, a membrana foi incubada 
por 1 hora com anticorpos anti-IgG de coelho conjugados à fosfatase alcalina 
(1:10.000). 
Lane 1, botrojaracina; Lane 2, plasma coletado 4 horas depois da administração; 
Lane 3, plasma coletado 8 horas depois da administração; Lane 4, plasma 
coletado 12 horas depois da administração; Lane 5, plasma coletado 24 horas 
depois da administração; 
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FIGURA 24: Efeito da botrojaracina sobre a tromboembolia 
pulmonar em camundongos. 
A dose 1 mg/kg de botrojaracina conforme indicada foi administrada 
intravenosamente (plexo orbital do animal usando TBS como veículo) em 3 grupos 
de camundongos contendo 5 animais cada um. O evento trombótico foi induzido 
por injeção intravenosa de trombina (2000 UI/Kg) depois de transcorrido 30, 60 e 
360 minutos da administração da amostra. A taxa de mortalidade foi determinada 
15 minutos após a indução da trombose como descrito em Material e Métodos. 
Cada ponto é uma média ± SD de 3 a 5 animais.
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5. Discussão 
A trombose venosa está associada à coagulação do sangue e é uma 
condição patológica que aparece em situações pós-traumáticas e pós-operatórias, 
como resultado de uma deposição de fibrina e eritrócitos em regiões que venham 
ocorrer estase ou alteração do fluxo sanguíneo (Andriamampandry e col, 1999). 
Diversos estudos em modelos de trombose induzida em animais têm enfatizado a 
importância da presença de plaquetas e de trombina na trombogênese (van Zyl e 
col, 2000). 
As drogas atuais para a prevenção e o tratamento da trombose incluem a 
heparina, heparinas de baixo peso molecular e warfarina. Uma vez que esses 
compostos possuem diversas desvantagens, como por exemplo, sangramentos e 
trombocitopenias, inúmeros trabalhos estão sendo realizados na busca de 
melhores drogas anticoagulantes. Neste contexto, as drogas mais promissoras 
incluem a proteína TFPI, os inibidores do fator IX, os inibidores do Xa e inibidores 
da trombina (heparina oral, ximelagatran) (Prandoni e col, 2001; 2001; Mackman, 
2008). Portanto, a botrojaracina se apresenta como uma molécula interessante 
para análise do efeito antitrombótico. 
Em nosso laboratório, foi implementado, com sucesso, um modelo de 
trombose venosa profunda em ratos, o qual é caracterizado pela deposição de 
fibrina nas regiões do vaso apresentando estase ou com fluxo sangüíneo lento 
(Andriamampandry e col, 1999, Mendes-Silva e col, 2003). A partir deste modelo, 
seguido de ensaios complementares apresentados nesta tese, conseguimos 
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estudar o potencial efeito in vivo da botrojaracina, Os resultados in vivo descritos 
neste trabalho confirmam as hipóteses anteriormente levantadas sobre o potencial 
antitrombótico da botrojaracina devido a sua atividade como um inibidor de 
trombina in vitro e que exibe uma habilidade adicional de interagir com o precursor 
de trombina, protrombina (Zingali e col, 1993, Arocas e col, 1996, Monteiro e 
Zingali, 2001).
 
A botrojaracina foi capaz de inibir a formação de trombo no modelo de 
trombose venosa profunda de maneira dose dependente. O efeito inibitório, 
observado após administração de 1 mg/Kg de botrojaracina, mostrou-se eficaz até 
24 horas (100% inibição) e apresentou uma perda gradual da atividade decorrido 
este tempo. Por outro lado, nos ensaios de coagulação plasmática medido após a 
administração de botrojaracina não foi observado um aumento significativo do 
tempo de coagulação do plasma até 72 horas, indicando que o efeito 
antitrombótico não está relacionado a um efeito anticoagulante global. Podemos 
sugerir que o efeito inibitório da botrojaracina para formação de trombo in vivo se 
deva ao mecanismo de interação com o proexosítio I da protrombina e inibindo a 
ativação do zimogênio no sítio de formação do trombo segundo mostrado 
anteriormente por Monteiro e Zingali, 2001. 
Podemos comparar os efeitos observados para a botrojaracina com os 
descritos para a glicirrizina, uma molécula isolada da planta Glicirrhiza glabra. Esta 
molécula foi caracterizada como sendo capaz de ligar à trombina através do 
exosítio I, num mecanismo semelhante a da botrojaracina, no entanto, a glicirrizina 
não se liga a protrombina (Francischetti e col 1997). O efeito da glicirrizina na 
trombose venosa profunda também foi avaliado em nosso laboratório (Mendes-
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Silva e col. 2003). Se compararmos o efeito destas duas moléculas algumas 
diferenças importantes são observadas: 1- as doses necessárias para o efeito 
antitrombótico são maiores para a glicirrizina. Esta diferença é justificada pela 
diferença de afinidade pela trombina destas duas moléculas a glicirrizina 
apresenta um Ki da ordem de 600 µM enquanto a botrojaracina apresenta Ki da 
ordem de 1 nM e alta afinidade pelo zimogênio (~90 nM). Além disso, a meia vida 
plasmática da glicirrizina parece ser significativamente mais baixa do que a da 
botrojaracina uma vez que o efeito máximo da glicirrizina é observado com 60 min 
enquanto que da botrojaracina ainda apresenta efeito máximo mesmo depois de 
24 horas de sua administração, sendo que 40 % de inibição de formação do 
trombo ainda é observado mesmo depois de 72 horas. Outro dado diferente 
encontrado entre estas moléculas é o efeito sobre a coagulação sangüínea 
medida  ex vivo. A glicirrizina em doses que inibem completamente o trombo 
induzem um aumento do aPTT em mais de 4 vezes, já a botrojaracina em sua 
maior concentração leva apenas a um discreto aumento do aPTT e PT, indicando 
que no caso da botrojaracina o efeito antitrombótico pode estar dissociado do 
efeito anticoagulante. Com os dados apresentados nesta tese ainda não é 
possível justificar essa falta de correlação e experimentos complementares 
precisam ser realizados. 
A hirudina, outro inibidor direto da trombina, é um eficaz anticoagulante, 
mas necessita de altas doses para prevenir a explosiva formação de trombina in 
vitro desencadeada pelo processo de coagulação (Gallist e col., 1995). Além 
disso, estudos clínicos demonstraram que o efeito anticoagulante da hirudina in 
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vivo não parece oferecer vantagens em relação à heparina, além de apresentar 
um razoável risco hemorrágico (Hermann e col., 1997). 
Os experimentos de Western Blotting realizados ex vivo revelaram que a 
botrojaracina permaneceu ligada à protrombina mesmo depois de 24 horas de sua 
administração. Este dado sugere que o efeito inibitório prolongado observado na 
trombose venosa profunda pode estar relacionado com a diminuição da geração 
de trombina. 
A ligação da botrojaracina à protrombina no plasma humano é específica 
(Monteiro e col., 2001) e a botrojaracina apresenta in vitro um significativo efeito 
anticoagulante no plasma (Monteiro e col., 2001), sendo este efeito correlacionado 
com uma menor ativação da protrombina, após a iniciação da via extrínseca, 
através da adição de tromboplastina (Monteiro e col., 2001) o que condiz com a 
atividade antitrombótica observada. No entanto, parte desta atividade poderia 
também ser explicada pela capacidade da botrojaracina interagir com o exosítio I 
de ligação de ânions da α-trombina. A formação do complexo α-trombina -
⋅botrojaracina inibe pelo menos três atividades diretamente ligadas ao efeito pró-
coagulante da enzima: 1) a conversão do fibrinogênio em fibrina (Zingali e col., 
1993); 2) a ativação de plaquetas através da clivagem do receptor PAR (Zingali e 
col., 1993); e 3) a ativação do fator V por proteólise, que gera fator Va necessário 
para a formação do complexo protrombinase (Arocas e col., 1998). Provavelmente 
a botrojaracina também inibe a ativação do fator VIII pela α-trombina, visto que o 
fator VIII é homólogo ao fator V (Kane & Davie, 1988). 
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A botrojaracina pode apresentar vantagens como antitrombótico quando 
comparado a heparina, cuja atividade é atribuída preponderantemente a 
aceleração da inibição da trombina e fator Xa pela antitrombina. O mecanismo de 
ação da heparina requer uma ativação conformacional da antitrombina, que é 
dependente da presença de uma seqüência pentassacarídica específica na 
molécula de heparina (Li et al., 2004). Já a botrojaracina por permanecer ligada 
por um longo tempo com a protrombina pode prevenir a formação de trombos em 
estados patológicos pro-trombóticos. Além disso, a interação com a molécula 
inibida não depende da presença de antitrombina. Neste último caso, quando 
ocorre deficiências genéticas de antitrombina o efeito farmacológico da heparina é 
diminuído substâncialmente (Olson & Björk, 1992). Assim, terapias alternativas 
são necessárias nestes pacientes. 
É importante ressaltar que a concentração plasmática da protrombina é 
de 150 µg/mL. Neste sentido, a principal desvantagem da botrojaracina se dá 
sobre a necessidade de utilização de doses altas da molécula que superem a 
concentração de protrombina presente no plasma. Por isso, ainda é importante 
considerar outros zimogênios como alvos potenciais de antitrombóticos, como no 
caso de dos fatores IX e X cuja concentração plasmática é muito mais baixa (4–5 
µg/mL e 8–10 µg/mL, respectivamente). Assim, outros compostos isolados de 
veneno de serpente, como os inibidores dos fatores IX e X (Atoda e col. 2001) 
devem ser considerados para análise da atividade antitrombótica. 
Alternativamente compostos oriundos de animais hematófagos também 
constituem fontes interessantes de compostos ligantes de Fator X. 
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Recentemente Nazareth e colaboradores (2006) relataram o efeito de um 
inibidor obtido do carrapato Ixodes scapularis caracterizado como um inibidor tipo 
TFPI (Francischetti e col. 2002), portanto um inibidor do Fator X e Xa inibindo o 
complexo tenase extrínseco. Foi mostrado que o Ixolaris, de forma semelhante a 
botrojaracina, ao entrar em contato com o plasma se liga a um zimogênio, neste 
caso o fator X. O efeito antitrombótico foi obtido em concentrações 100 x menores 
quando comparados com a botrojaracina. Esta diferença na dosagem já era 
esperada uma vez que a diferença de concentração plasmática entre o Fator X e 
protrombina é de cerca de 15 vezes. Foi mostrado, também, que a semelhança da 
botrojaracina, o Ixolaris apresenta uma meia-vida plasmática prolongada 
(Nazareth e col., 2006). Provavelmente a ligação com o zimogênio previne a 
degradação destas moléculas, garantindo seus efeitos de longa duração. 
Uma importante limitação nos tratamentos com anticoagulantes é a 
necessidade contínua de monitoramento, que tem como objetivo prevenir 
complicações hemorrágicas devido a uma inibição excessiva dos fatores da 
coagulação (Prandoni, 2001; Hirsh e col, 1995a; Hirsh e col, 1995b). Sendo assim, 
realizamos também ensaios de tempo de hemorragia induzida a fim de 
verificarmos se a botrojaracina poderia levar a um quadro hemorrágico. A 
avaliação da capacidade hemorrágica dos antitrombóticos é essencial para análise 
da eficácia terapêutica de drogas e especialmente em relação ao risco 
hemorrágico, principal efeito colateral dos agentes antitrombóticos ou trombolíticos 
(Prandoni e col., 2001; Hirsh e col., 1995a; Hirsh e col., 1995b). Como todos os 
demais anticoagulantes empregados terapeuticamente a botrojaracina provocou 
um aumento do risco hemorrágico, porém este risco não é significativo para dose 
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de 1000µg/kg, com aumento de sangramento da ordem de 2,5 vezes, 
especialmente quando comparado a outros inibidores de trombina como a 
glicirizina que provoca um aumento de 10 vezes no sangramento já na primeira 
hora depois da administração (Mendes-Silva e col, 2003). Mais uma vez, quando 
comparada ao Ixolaris a Botrojaracina apresenta risco hemorrágico semelhante 
(Nazareth e col 2006) 
 
Outra classe de anticoagulantes usados atualmente na clínica são os 
anticoagulantes orais (dicumarínicos) que inibem a reação vitamina K-dependente 
que promove a carboxilação adicional dos resíduos de ácido glutâmico do domínio 
GLA de diversos fatores de coagulação. O efeito destes medicamentos, ao 
contrário da botrojaracina, não é específico para a protrombina, pois a 
concentração de todos os fatores vitamina K dependentes (Protrombina, FX, 
FIX,FVII), estarão diminuídos. Além disso, como o efeito desta classe de 
medicamentos se dá na síntese dos mesmos o seu efeito não pode ser revertido 
rapidamente, o que pode produzir graves quadros hemorrágicos em caso de 
superdosagem (Hemker & Frank, 1985).  No caso da botrojaracina, devido ao seu 
efeito prolongado se faz necessário a busca de antídotos que possam reverter sua 
atividade rapidamente. Alternativas como a utilização de concentrado de complexo 
protrombina ativado (APCC) e de fator VII recombinante tem sido mostradas como 
eficazes na reversão de efeitos hemorrágicos de inibidores de trombina como 
melagatran (Elg e col., 2001) 
A trombose é uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em 
países desenvolvidos (Gresele e Agnelli, 2002). A trombose arterial é geralmente 
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iniciada por ruptura mecânica ou espontânea de placas ateroscleróticas, um 
processo que expõe material trombogênico no arcabouço rico em lipídeos da 
placa de ateroma no sangue. O trombo arterial, que é formado em condições de 
fluxo rápido, é composto por plaquetas agregadas junto à rede de fibrina. O 
trombo venoso consiste principalmente de fibrina e células vermelhas. A trombose 
venosa se desenvolve em condições de fluxo lento, e geralmente se origina em 
veias profundas de membros inferiores. Acredita-se que a coagulação nesses 
sítios é iniciada principalmente por trauma vascular e é aumentada por estase 
venosa (Weitz e Hirsh, 2001). A tromboembolia venosa é uma desordem grave, 
devido as suas complicações como a embolia pulmonar e a síndrome pós-
traumática 
Diversos estudos em modelos de trombose induzida em animais têm 
enfatizado a importância da presença de plaquetas e de trombina na 
trombogênese (van Zyl e col, 2000). A ação da botrojaracina foi testada no modelo 
de tromboembolia pulmonar, em camundongos. O ensaio induzido por colágeno e 
norepinefrina avalia um efeito mais voltado para as plaquetas, uma vez que, a 
injeção de colágeno mimetiza uma situação de injúria vascular, onde teríamos 
exposto o sub-endotélio que é rico nesta proteína, e nestes casos temos as 
plaquetas como primeiras células a se aderirem no local da lesão, realizando a 
hemostasia primária (Nieswandt e Watson, 2003). Já quando induzimos a 
tromboembolia por trombina, além da capacidade da trombina em ativar 
plaquetas, existem suas outras funções que incluem a ativação de outros fatores 
da coagulação, que vão culminar em uma maior geração de trombina, então, além 
das plaquetas observamos uma grande participação da cascata de coagulação e 
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principalmente da ação destes compostos na própria trombina (De Candia e De 
Cristofaro, 2003). 
A botrojaracina mostrou um grande potencial antitrombótico quando a 
tromboembolia pulmonar foi induzida por trombina, aumentando 
consideravelmente a porcentagem de sobrevivência dos animais tratados que foi 
de 100 % em relação ao grupo não tratado que foi de 30 %, corroborando então, 
com os resultados mostrados no modelo de trombose venosa profunda, onde a 
botrojaracina mostrou uma efetiva atividade inibitória. 
Acreditamos que a botrojaracina pode contribuir significativamente para o 
estudo e desenvolvimento de substâncias capazes de interagir com o proexosítio I 
da protrombina, criando uma nova classe de anticoagulantes capazes de modular 
eficazmente a geração de trombina e que pudesse apresentar vantagens em 
relação aos métodos anticoagulantes utilizados atualmente. 
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6. CONCLUSÃO 
 
√ Através do ensaio, in vitro,  western blotting usando anticorpo policlonal anti-
botrojaracina observamos que a botrojaracina forma complexo com protrombina 
presente no plasma. Esta observação sugere uma interação específica da 
botrojaracina com a protrombina de rato, podendo ser usado como um indicador 
da presença de BJC no plasma. 
 
√ A botrojaracina produziu uma importante ação antitrombótica até 24 horas após 
sua administração intravenosa no modelo de trombose venosa profunda em ratos. 
A botrojaracina aboliu completamente (99 %) a formação do trombo. 
 
√ Botrojaracina induziu um aumento discreto no tempo de coagulação em ambos 
os ensaios de aPTT e PT. 
 
√ A botrojaracina produziu um efeito hemorrágico até 72 horas após sua 
administração, porém este efeito não foi estatisticamente significativo, para a dose 
de 1 mg/kg 
 
√ Botrojaracina, no modelo de tromboembolia pulmonar em camundongos, foi 
capaz de proteger os animais de óbito resultante da estimulação induzida pela 
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trombina. Após 1 hora da administração de botrojaracina, ocorreu uma completa 
inibição. 
 
 √ Observamos que a BJC é um antitrombotico e pode auxiliar para no estudo de 
novas drogas inibidoras de trombina, que tenham interação tanto com a enzima 
ativa quanto com o zimogênio. 
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