
 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO 

 

 

 

 

 

 

 

Batroxase, uma nova metaloprotease da classe PI isolada da peçonha 

de Bothrops atrox: avaliação da atividade funcional 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lanuze Graziele Benato de Toni 

 

 

 

 

Ribeirão Preto 

2011 



 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS DE RIBEIRÃO PRETO 

 

 

 

 

 

 

 

Batroxase, uma nova metaloprotease da classe PI isolada da peçonha 

de Bothrops atrox: avaliação da atividade funcional 

 

 

Dissertação de Mestrado apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em Toxicologia 
para a obtenção do Título de Mestre em 
Ciências 

Área de Concentração: Toxicologia 

Orientada: Lanuze G. Benato de Toni 

Orientadora: Profa. Dra. Suely Vilela 

 

 

 

 

 

 

 

Ribeirão Preto 

2011 



 

AUTORIZO A REPRODUÇÃO E DIVULGAÇÃO TOTAL OU PARCIAL DESTE 
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRÔNICO, PARA 
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    FICHA CATOLOGRÁFICA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

De Toni, Lanuze Graziele Benato  

Batroxase, uma nova metaloprotease da classe PI isolada da 
peçonha de Bothrops atrox: avaliação da atividade funcional. 
Ribeirão Preto, 2011. 

130p. : il., 30cm. 
 

Dissertação de Mestrado, apresentada à Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto/USP – Área de 
concentração:Toxicologia. 

Orientadora: Profa. Dra. Suely Vilela 
 

1.Metaloprotease. 2. SVMPs. 3. Inflamação. 4. Citotoxicidade 

 

 

 



 

FOLHA DE APROVAÇÃO 
 
 

Lanuze Graziele Benato de Toni 
Batroxase, uma nova metaloprotease da classe PI isolada da peçonha de 
Bothrops atrox: avaliação da atividade funcional 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertação de Mestrado apresentada ao 
Programa de Pós-Graduação em Toxicologia 
para a obtenção do Título de Mestre em 
Ciências. 
 
Área de Concentração: Toxicologia 
 
Orientadora: Profa. Dra. Suely Vilela 

 
 
Aprovado em: 
 
 
     Banca Examinadora 
 

 
 
 
Prof.Dr.___________________________________________________________ 
Instituição _______________________________Assinatura:_________________ 

 
 
 
Prof. Dr.___________________________________________________________ 
Instituição:_______________________________Assinatura:_________________ 
 
 

 
 
Prof. Dr.___________________________________________________________ 
Instituição:_______________________________Assinatura:_________________ 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DEDICATÓRIA 
 

 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedico este trabalho aos meus pais João 
Marcos e Zuleica e a minha filha Júlia. 

 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     AGRADECIMENTOS 
 
 



 

 Aos meus pais João Marcos e Zuleica pela confiança, apoio, dedicação e 

amor. 

 À minha filha Júlia por ser o motivo do meu crescimento quanto ser humano e 

da minha vida. 

Às fundações FAPESP, CAPES, CNPq pelo auxílio financeiro, 

proporcionando a realização do meu trabalho. 

À Profa. Dra. Suely Vilela, pela orientação deste trabalho e oportunidade de 

aperfeiçoamento profissional. 

 

À Profa. Glória pela orientação em parte deste trabalho, pelo apoio 

profissional, pela ajuda nas decisões e por sempre confiar na minha capacidade e 

em meu trabalho. Muito obrigada! 

 

À Zezé, por toda a PACIÊNCIA com as minhas dificuldades, pela ajuda nos 

experimentos, nas análises e no desenvolvimento desta dissertação, sempre 

mostrando profissionalismo e ensinando como desenvolver a pesquisa. 

 

Aos colegas de laboratório: Cássio, Sante, Luís, Renato, Marco Aurélio, 

Thales, Ithana e Franco pela ajuda e dedicação. 

 

À minha “irmãzinha Rachel” pelos conselhos, apoio e dedicação. Pessoa 

maravilhosa com a qual aprendi a dar mais valor à família e principalmente ao 

casamento. 

 

À “Delinha” por toda ajuda no desenvolvimento deste projeto, o qual não seria 

possível sem a sua ajuda. Pela amizade e pelos conselhos, tanto profissionais 

quanto pessoais. “Delinha” muito obrigada! 

 

 Aos meus colegas da FCFRP: Danilo, “Carolaine”, Nô, Lucas, Tássia, Renata, 

Johara e Dênis pelos cafés, baladinhas, jantinhas, pelo bate-papo e pela paciência 

na crise de existência. 



 

 À minha amiga Bel, pelo apoio incondicional a minha pesquisa e ao meu 

desenvolvimento profissional. 

 À minha amiga Ingrid, por toda a ajuda concedida no âmbito profissional e 

pessoal. 

Aos meus amigos de Santa Rita do Passa Quatro e muitos outros que não 

citei os nomes, muito obrigada pela amizade e pelos bons momentos que sempre 

me proporcionaram, fazendo com que meus dias fossem de muita alegria. 

 

Aos funcionários da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto. 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Você não pode mudar o vento, 
mas pode ajustar as velas do barco 

para chegar onde quer” 
 

Confúcio 
 
 
 
 



 

 
DE TONI, L.G.B. Batroxase, uma nova metaloprotease da classe PI isolada da 
peçonha de Bothrops atrox: avaliação da atividade funcional. 2011. 130f. 
Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2011. 
 
Peçonhas de serpentes são ricas em proteínas, peptídeos, compostos inorgânicos, 
lipídeos e carboidratos. Entre os principais constituintes protéicos podemos destacar 
as metaloproteases (SVMPs), responsáveis pelos processos hemorrágicos e 
inflamatórios, induzindo a formação de edema e infiltração de leucócitos. Da 
peçonha de Bothrops atrox, foi isolada uma metaloprotease denominada Batroxase. 
Esta SVMP foi isolada a partir de três passos cromatográficos, sendo duas 
exclusões moleculares, uma clássica e outra em FPLC, e uma troca aniônica 
utilizando CLAE. As SVMPs podem ser classificadas de acordo com os domínios 
existentes em sua estrutura. Entre as diversas classes, existem as SVMPs da classe 
PI, que possuem fraca atividade hemorrágica e baixo peso molecular. A Batroxase 
apresentou massa molecular de 27 kDa (dados não mostrados) e DHM de 10µg, 
podendo ser classificada como uma metaloprotease de classe PI. A atividade 
proteolítica da Batroxase foi avaliada sobre diferentes substratos presentes na 
matriz extracelular e em algumas proteínas presentes no plasma, responsáveis pela 
ativação da coagulação. Dos constituintes da matriz extracelular (MEC) avaliadas, a 
Batroxase apresentou atividade sobre o colágeno tipo IV e sobre a fibronectina, esta 
atividade facilita o processo hemorrágico, desde que estes substratos são 
encontrados na MEC de tecidos epiteliais e vasos sanguíneos. A atividade sobre 
proteínas presentes no plasma foi avaliada, evidenciando a capacidade de degradar 
o fibrinogênio e a fibrina, principalmente a cadeia β. Esta atividade pode ser inibida 
na presença de inibidores de metaloproteases EDTA e EGTA, e na presença do 
redutor de proteínas β-mercaptoetanol. A atividade sobre a fibrina e sobre o 
fibrinogênio interfere no processo de coagulação, dificultando a interrupção de 
processos hemorrágicos. Após a formação de um coágulo, a Batroxase foi capaz de 
dissolvê-lo completamente, capacidade esta, relacionada à sua atividade fibrinolítica. 
As plaquetas quando na presença da Batroxase não foram induzidas a se 
agregarem, e quando, na adição de ADP, não foi capaz de inibir a agregação. A 
atividade inflamatória foi elucidada, evidenciando a participação na formação de 
edema e hiperalgesia, bem como infiltração de leucócitos. Na avaliação 
farmacológica foi observada a participação de mediadores pró-inflamatórios como a 
histamina via receptores H1, a serotonina via receptores 5-HT1, e a formação de 
leucotrienos no edema e a histamina via receptores H1 e formação de leucotrienos 
na hiperalgesia. A infiltração de leucócitos observada foi mediada principalmente por 
neutrófilos nas primeiras horas, seguida do aumento de células mononucleares. A 
Batroxase possui citotoxicidade ausente ou baixa sobre as linhagens tumorais 
testadas, com análise significativa apenas para JURKAT, B16-F10, SK-BR3 em altas 
concentrações. Em células como EL-4 e PBMC sugerem que a Batroxase apresenta 
atividade imunorregulatória, induzindo proliferação celular em baixas concentrações 
e inibindo este crescimento em concentrações mais altas como observado em 
células JURKAT, A-20 e PBMC. É capaz de estimular a produção de citocinas 
próinflamatórias e antiinflamatórias de maneira distinta induzindo preferencialmente 

a produção de citocinas do padrão Th1 como IFN-, que, após adição de estímulo 
policlonal anti-CD3, apresentou atividade supressora na capacidade proliferativa de  



 

células T, inibindo a produção de citocinas do padrão Th1 como a IL-2 e IFN-, 
citocinas do padrão Th2 como a IL-4 e citocinas do padrão Th17 como a IL-17A. 

Palavras-chave: SVMPs, matriz extracelular, inflamação, citotoxicidade 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

DE TONI, L.G.B. Batroxase, a new metalloproteinase of class PI isolated from 
Bothrops atrox snake venom: functional evaluation. 2011. 130f. Dissertation 
(Master). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de 
São Paulo, Ribeirão Preto, 2011. 
 
 
Snake venoms are rich in components like proteins, peptides, lipids, carbohydrates 
and inorganic compounds. Among their main proteins components, the 
metalloproteinases (SVMPs) are responsible for hemorrhagic and inflammatory 
effects, edema formation and leucocytes recruitment. Batroxase, a new 
metalloproteinase isolated from Bothrops atrox snake venom, was purified using 
three chromatographic steps, namely: two molecular exclusion steps, one as classic 
chromatography and another as FPLC, and an anionic exchange in HPLC. SVMPs 
can be classified by specific domains in their structure. Among the various classes, 
there are SVMP PI, which has weak hemorrhagic activity and low molecular weight. 
Batroxase showed a molecular mass of 27 kDa (data not shown) and DHM of 10 µg. 
The proteolytic activity was evaluated on different substrates in the extracellular 
matrix and some plasma proteins, responsible for activation of coagulation. 
Batroxase was able to degrade extracellular matrix (ECM) components like, type IV 
collagen and fibronectin, inducing bleeding process, since these components are 
found in the ECM of epithelial tissues and blood vessels. The activity of proteins 
present in plasma was evaluated, demonstrating the ability to degrade fibrinogen and 
fibrin, especially the β chain, which can be inhibited in the presence of 
metalloproteinase inhibitors as EDTA and EGTA, as well as with a reducing protein 
agent β-mercaptoethanol. Activity on fibrin and fibrinogen interfere with the clotting 
process, making difficult to interrupt processes like bleeding. After clot formation, 
Batroxase was able to dissolve it completely, which is related to their fibrinolytic 
activity. The platelets in the presence of Batroxase were not induced to aggregate, 
and when, in addition to ADP, was not able to inhibit aggregation. Inflammatory 
activity has been elucidated, suggesting the participation in edema and hyperalgesia, 
as well as infiltration of leukocytes. Pharmacological evaluation was observed with 
participation of pro-inflammatory mediators such as histamine via H1 receptors, 
serotonin 5-HT1 receptor via, and the synthesis of leukotrienes and histamine on 
edema via H1 receptors and synthesis of leukotrienes in hyperalgesia. Infiltration of 
leukocytes was observed mainly mediated by neutrophils in the early hours, followed 
by the increase of mononuclear cells. Batroxase have absent or very low cytotoxicity 
on tumor cell lines tested, with significant only for Jurkat analysis, B16-F10, SK-BR3 
in high concentrations. In EL-4 cells and PBMC, inducing cell proliferation at low 
concentrations and inhibiting this growth in higher concentrations as observed in 
Jurkat cells, A-20 and PBMC. It can stimulate production of proinflammatory and 
antiinflammatory cytokines, preferentially induces the production of Th1 cytokines 
such as IFN-, which, after addition of polyclonal anti-CD3 stimulation showed activity 

in suppressing proliferative capacity of T cells, inhibiting the production of Th1 
cytokines such as IL-2 and IFN-, Th2 cytokines such as IL-4 and Th17 cytokine 

pattern as IL-17A. 
 

Key words: SVMPs, extracellular matrix, paw edema, inflammatory mediators 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS  

 

SVMPs Metaloproteases de veneno de serpentes 



 

AMBIC Bicarbonato de Amônio  

B.  Gênero Bothrops   

CLAE  Cromatografia Líquida de Alta Eficiência   

DCM  Dose Coagulante Mínima 

DHM   Dose Hemorrágica Mínima 

I.PL.  Intra-plantar 

S.C.  Sub-cutânea 

I.P.  Intra-peritoneal 

V.O.  Via oral 

LAAO  L-aminoácido oxidase 

PBS  Tampão Salina Fosfato 

SDS  Dodecil Sulfato de Sódio 

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 

TEMED  N,N,N´,N´- Tetrametiletilenodiamina 

PRP  Plasma rico em plaquetas 

PPP  Plasma pobre em plaquetas 

RPM  Rotação por minuto 

EDTA  Ácido etilenodiamino tetra-acético 

EGTA  Ácido etilenoglicol tetra-acético 

PMSF  Fenilmetanosulfonilfluoreto 

FPLC  “Fast Protein Liquid Chromatography” 
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INTRODUÇÃO 

1.0. INTRODUÇÃO 

1.1. Peçonhas de Serpentes 

 

As serpentes são classificadas em cinco famílias, Elapidae, Hydrophiidae, 

Viperidae, Crotalidae e Colubridae. A família Elapidae compreende as mambas, cobras 

e corais, sendo encontradas nas Américas, África, Ásia e Oceania. Já a família 

Hydrophiidae é formada por serpentes aquáticas, ausentes apenas no canal do Panamá e 

no Oceano Atlântico, devido à temperatura e salinidade. A família Viperidae, que 

compreende o gênero Bothrops, é a família de serpente mais encontrada. Estas serpentes 

apresentam a cabeça triangular e dentição característica (HARVEY, 1984), podendo ser 

representadas pelas jararacas no Brasil. A família Crotalidae é representada pelos 

gêneros Crotalus, Lachesis e Sistrurus (BARRAVIERA, 1994), muitas vezes sendo 

considerada por alguns autores como uma subfamília da Viperidae. A exceção é a 

presença de um sensor de calor situado em ambos os lados da cabeça. Este sensor 

consegue determinar até 2º C de diferença na temperatura ambiente, facilitando o 

encontro de suas presas durante a noite. A família Colubridae é a maior de todas as 

famílias e as serpentes pertencentes a esta família, podem ou não serem peçonhentas 

sendo que, algumas delas possuem peçonhas extremamente perigosas (HARVEY, 

1984). 

A peçonha é obtida através da compressão da glândula da serpente. A 

quantidade de peçonha extraída de cada serpente depende não só da espécie a que 

pertence, mas da alimentação, estresse ao qual é submetida, ambiente no qual vive e da 

freqüência da extração, variando de 0,01mL a 0,6mL (HARVEY, 1984). 

 Peçonhas são misturas complexas de frações tóxicas e não-tóxicas, 

compreendendo proteínas, peptídeos (LU et al., 2005; DU et al., 2006), carboidratos, 

lipídios e compostos inorgânicos (GARCIA et al., 2004), com função de imobilizar sua 



 

presa/inimigo, seja no ataque ou na defesa, além de auxiliar no processo de digestão 

(LU et al., 2005), e possuem coloração amarelo claro ou incolor (HARVEY, 1984). 

Entre os componentes da peçonha, podemos destacar as enzimas, as não enzimas, os 

inibidores enzimáticos e os peptídeos. As enzimas que podem ser encontradas são as 

acetilcolinesterases, aminotransferases, ADPases, ATPases, fator cobra (CVF), B-

glucosaminidase, catalases, fosfoesterases (mono e diesterases), fosfolipases, 

hialuronidases, L-amino ácido oxidases, NAD nucleosidases, proteases 

(serinoproteases, metaloproteases, Aspártico/Tiol proteases) (GARCIA et al., 2004). As 

não enzimas compreendem os fatores de crescimento (NGF), inibidores de formação do 

complexo protrombinase, lectinas tipo C, precursores de peptídeos bioativos, ligantes do 

fator de Von Wilebrand e proteínas de secreção ricas em cisteína. Os peptídeos podem 

ser citotóxicos, miotóxicos, neurotóxicos, cardiotóxicos, natriuréticos e potenciadores 

de bradicinina. Os compostos orgânicos são representados por aminas biogênicas, 

aminoácidos, carboidratos, citratos e nucleosídeos e os inorgânicos são representados 

por cálcio, cobalto, cobre, ferro, fósforo, potássio, magnésio, manganês, sódio e zinco 

(LU et al., 2005; DU et al., 2006; BJARNASSON E FOX, 1994; HITE et al., 1994; 

KAMIGUTTI et al., 1996; MARSH et al., 1994; MATSUI et al., 2000; JUNQUEIRA 

DE AZEVEDO E HO, 2002). 

 Entre as principais enzimas, as hialuronidases estão presentes em quase todas as 

peçonhas, com a função de facilitar a distribuição dos outros componentes da peçonha 

nos tecidos da presa, através da degradação da matriz extracelular. As fosfolipases são 

responsáveis pela lise dos fosfolipídeos da membrana das células, contribuindo para a 

formação de edema pela liberação de mediadores inflamatórios (TEIXEIRA et al., 

1994). As L-amino ácido oxidases (LAAO) exercem possivelmente seus efeitos tóxicos 

pela formação de peróxido de hidrogênio, no processo de oxidação de L-aminoácidos 

(DU E CLEMETSON, 2002). As metaloproteases são responsáveis pelas hemorragias, 

devido ao caráter proteolítico destas enzimas, capazes de lisar proteínas da membrana 

dos vasos, permitindo o extravasamento de sangue (FOX E SERRANO, 2005). As 

serinoproteases possuem atividades sobre as proteínas presentes na cascata de 

coagulação, sendo responsáveis pela ativação de fatores que resultam na ativação da 

coagulação do plasma (CASTRO et al., 2004). O papel do fator de crescimento neural 

(NGF) ainda não está esclarecido no envenenamento, mas acredita-se que potencia a 

ação de outros componentes do veneno (HARVEY, 1984; KOSTIZA E MEIER, 1996).  



 

 O envenenamento causado por serpentes do gênero Bothrops são caracterizados 

por proteólise, hemorragia, necrose, edema, infiltração de leucócitos (FOX E 

SERRANO, 2009; TEIXEIRA et al., 2009), além de efeitos sistêmicos como 

coagulopatias, nefrotoxicidade, alterações hemodinâmicas, neurotoxicidade e 

cardiotoxicidade (ROSENFELD et al., 1971; GUTIÉRREZ et al., 1995, 2005; 

FERNANDES et al., 2006).  

As metaloproteases de venenos de serpentes (SVMP) são responsáveis pela ação 

hemorrágica do veneno (FOX E SERRANO, 2009; BJARNASSON E FOX, 1994; 

FERNANDES et al., 2006), sendo classificadas como pertencentes à família das 

metzincinas e subfamília das reprolisinas (FERNANDES et al., 2006).  

As SVMPs foram classificadas em quatro subgrupos de PI a PIV, classificação 

esta feita através de seu peso molecular, domínios, e intensidade hemorrágica. As 

SVMP, de classe PI são representadas por metaloproteases que contêm apenas o 

domínio metaloprotease em sua estrutura, possuindo massa de 20-30 kDa e fraca 

atividade hemorrágica; a classe PII é composta por metaloproteases que contêm 

domínio metaloprotease e desintegrina com massa molecular de 30-60 kDa; 

metaloproteases de classe PIII possuem domínios metaloprotease, possuindo domínios 

desintegrina ricos em cisteína com massa molecular de 60-90 kDa. Já as 

metaloproteases de classe PIV possuem massa molecular maior que 90 kDa, contêm 

domínios metaloprotease, desintegrina, cisteína e lectina like (FOX E SERRANO, 

2005; DU et al., 2006; FOX E BJARNASSON, 1995).  

 FOX E SERRANO (2008) reclassificaram as SVMPs, de acordo com a Figura 

1, a classe PI, foi substituída pela PIa, respresentado as SVMPs que possuem somente o 

domínio metaloprotease HEXXHXXGXXH; a classe PII , foi subdividida em a, b, c, d, 

e e; a classe PII é aquela que possui além do domínio metaloprotease, o domínio 

desintegrina (RGD), a PIIa possui o domínio desintegrina livre, a classe PIIb possui o 

domínio desintegrina como parte da estrutura da proteína, a classe PIIc é a forma 

dimérica da PIIb, a classe PIId representa um precursor de que libera desintegrinas 

homodiméricas e a PIIe compreende metaloproteases contendo domínio heterodimérico 

desintegrina (RGD). A classe PIII possui além destes dois domínios, o domínio rico em 

cisteína, que pode ser subdividido em quatro classes, a PIIIa, cujo domínio desintegrina-

like e o rico em cisteína não são processados pela proteinase, fazendo parte dela, já na 



 

PIIIb, estes domínios são processados e considerados livres, a classe PIIIc é a forma 

dimérica da PIIIa e a PIIId é a classe que compreende as antigas PIV, adicionadas de 

dois domínios lectina-like ligados por pontes de dissulfeto (MACKESSY, 2009). 

 

Figura 1: Classificação das SVMPs (Fox e Serrano, 2008). 

 

Várias SVMPs têm sido isoladas e caracterizadas, pertencendo às diferentes 

classes. Em relação à classe PI foram isoladas a Neuwiedase de Bothrops neuwiedi 

(RODRIGUES et al., 2000), BaPI (GUTIERREZ et al., 2005) e BH2 (BORKOW et al., 

1993) de Bothrops asper, BlaH1 de Bothrops lanceolatus (STROKA et al., 2005), 

CcH1 de Cerastes Cerastes (BOUKHALFA-ABIB et al., 2009), B-JussuMPII de 

Bothrops jararacussu (MARCUSSI et al., 2007 ), Agkislysina de Agkistrodon acutus 

(WANG et al., 2004), Bothrojaractivase de Bothrops jararaca (BERGER et al., 2008), e 

do gênero Crotalus, as metaloproteases Ht- a, c, d, e (BJARNASSON E FOX, 1994). 

Da classe PII são conhecidas a Natrahagina de Naja atra (ZHU et al., 1999), F1 de Naja 

nigricolis (KINI E EVANS, 1991), Ohagina de Ophiophagus Hannah (GUO et al, 

2007), B-JussuMP-I de Bothorps jararacussu (MAZZI et al., 2006), Stejnitina de 

Trimeresurus stejnejeri (HAN et al., 2007). Da classe PIII foram isoladas a Balteragina 



 

de Bothrops alternatus (GAY et al., 2005), Daborhagina-M e Daborhagina-K de 

Russel’s viper (CHEN et al., 2008), Jararhagina de Bothrops jararaca (PAINE et al., 

1992), Patogoniensis de Phylodrias patagoniensis (PEICHOTO et al., 2007), 

Bothropasina de Bothrops jararaca (MANDELBAUM et al., 1982), BaH4 de Bothrops 

asper (FRANCESCHI et al., 2000), Basparina-A de Bothrops asper (LORÍA et al., 

2003), NN-PF3 de Naja naja (KUMAR et al., 2010) e AAV1 de Agkistrodon acutus 

(WANG et al., 2007).  Da classe PIV as RVV (TAKEYA et al., 1992) de Russel’s viper 

e VLFXA de Vipera lebetina (SIIGUR et al., 2001). 

 Apesar das SVMPs serem caracterizadas pela atividade hemorrágica, algumas 

metaloproteases são desprovidas desta atividade, sendo classificadas como não-

hemorrágicas. A exemplo desta classe podem ser destacadas a Bmooα-I de Bothrops 

moojeni (BERNARDES et al., 2008), Neuwiedase de Bothrops neuwiedi 

(RODRIGUES et al., 2000), Berythractivase de Bothrops erythromelas (SILVA et al., 

2003) e Basparina A de Bothrops asper (LORÍA et al., 2003).  

As diferentes classes de metaloproteases exercem diversas atividades biológicas 

como  proteolítica, fibrinogenolítica, fibrinolítica, apoptótica, ativação de protrombina, 

ativação de fator X, inibição e ou indução da agregação plaquetária, capacidade de 

recrutar leucócitos e possuir ou não atividade coagulante, (FOX E SERRANO, 2009; 

KAMIGUTTI, 2005; JIA et al., 1996; BJARNASSON E FOX, 1994). 

As SVMPs estão envolvidas em algumas patologias como edema, dor, necrose e 

distúrbios de coagulação, podendo ser úteis em estudos de hemostasia e trombose, com 

aplicações farmacológicas e clínicas (FUJIMURA et al., 1996). A atividade proteolítica 

ocorre na membrana basal de vasos como Fibronectina, Laminina e Colágeno tipo IV 

(BOUKHALFA-ABIB et al., 2009). 

 A atividade hemorrágica provocada pelas SVMPs ocorre devido à lise da 

integridade dos vasos (FOX E SERRANO, 2009), lesionando os tecidos, o que pode 

provocar uma reação inflamatória aguda, induzindo a um processo de extravasamento 

de plasma e leucócitos (TEIXEIRA et al.,2009), iniciando um processo inflamatório, 

que pode ser acompanhado ou não de edema e dor (GALVÃO NASCIMENTO et al., 

2009). 



 

 1.2. Inflamação, Hiperalgesia e Mediadores Inflamatórios 

 

A inflamação constitui um processo homeostático desencadeado pelo organismo 

após uma lesão tecidual ou infecção local, com o objetivo de reduzir a lesão, isolar ou 

destruir o agente agressor e ainda ativar os mecanismos de reparo necessários para 

garantir o restabelecimento de suas funções normais. Esta resposta engloba uma 

seqüência de eventos que podem ser divididos em vasculares e celulares. Os eventos 

vasculares compreendem a vasodilatação, aumento da permeabilidade vênula com 

consequente exsudação plasmática. Estes eventos promovem um aumento local da 

concentração de mediadores de origem plasmática, entre eles os componentes do 

sistema complemento, da coagulação, do sistema fibrinolítico e das cininas. 

Concomitantemente são desencadeados os efeitos celulares, com ativação 

principalmente de macrófagos residentes nos tecidos. A resposta inflamatória é, 

portanto, iniciada e conduzida por mediadores de origem celular e também por aqueles 

de origem plasmática que vão promover os sinais característicos desta resposta: dor, 

calor, rubor e tumor, que podem vir acompanhados ou não de perda de função do tecido 

ou órgão afetado (ROCHA E SILVA, 1978).  

A dor está associada a uma informação nociceptiva convertida pelos 

nociceptores, que são receptores sensoriais da dor encontrados em tecidos periféricos, a 

um estímulo elétrico proveniente das fibras aferentes primárias, que é transmitida aos 

neurônios de segunda ordem ou secundários na medula espinhal (Figura 2) (MILAN, 

1999). A dor é dividida em três tipos: passageira, crônica e aguda. A dor passageira à 

ativação de nociceptores é feita sem lesão tecidual, a crônica é caracterizada pela 

presença de lesão tecidual e doenças que impeçam o equilíbrio da homeostasia. Na dor 

aguda há também a presença de lesão tecidual, mas o organismo consegue reestabelecer 

a homeostasia (LOESER; MELZACK, 1999). 

As fibras que conduzem a informação nociceptiva e posteriormente o estímulo 

elétrico são classificadas em mielinizadas (fibras A) e não mielinizadas (fibras C). As 

fibras C respondem a estímulos nocivos de origem térmica, mecânica ou química 

(LOESER; MELZACK, 1999), com menor velocidade de transmissão (DUBIN E 

PATAPOUTION, 2010) e as fibras A, respondem preferencialmente a estímulos 

nocivos térmicos e pressórios e com menor intensidade a estímulos químicos (RANG et 



 

al., 1991), com maior velocidade na transmissão da dor (DUBIN E PATAPOUTION, 

2010) (Figura 3). 

A ativação dos nociceptores é realizada através de substâncias que interagem 

com receptores e/ou canais iônicos levando a uma modificação na excitabilidade dos 

neurônios sensoriais primários e centrais mediados por alterações nos sinais, além de 

alterações na expressão de receptores e canais iônicos intracelulares, induzindo a uma 

resposta ao estímulo nociceptivo (WOOLF et al., 2000). 

  

  

Figura 2. Transmissão da dor. Fonte:www.dol.org.br  

 



 

 

Figura 3. Condução do estímulo doloroso. Fonte: DUBIN E PATAPOUTION 

(2010). 

 

Após injúria tecidual e inflamação, ocorre a liberação de mediadores 

inflamatórios intermediários e finais por diversas células, que agem em diferentes 

receptores específicos e/ou canais iônicos presentes nos terminais periféricos das fibras 

(VERRI et al., 2006; COSTIGAN et al., 2000 ) (Figura 4). 

 



 

Figura 4. Mediadores inflamatórios envolvidos na dor. Fonte: BAUSMAN 

(2009). 

 

Os mediadores inflamatórios liberados podem ser divididos em mediadores 

intermediários e finais. Os mediadores intermediários são liberados no início e durante a 

inflamação com a função de liberar outros mediadores intermediários e/ou finais, são 

eles as citocinas e quimiocinas (TNF-α, IL-1 e IL-8) (CUNHA et al., 2008), bradicinina 

(FERREIRA et al., 1993; TONUSSI et al., 1997) e fatores do complemento C3a e C5a 

(JANG et al., 2010). O TNF-α é a primeira citocina a ser liberada, que pode levar a 

produção de IL-1β, induzindo a produção de prostanóides, ou, estimular quimiocinas 

induzindo a liberação de aminas simpatomiméticas (CUNHA et al., 2008). 

Os mediadores finais podem ser representados pelos eicosanóides, 

prostaglandinas, que são considerados como principal mediador indutor da dor 

inflamatória (FERREIRA, 1973) e leucotrienos (CUNHA et al., 2003), além das aminas 

simpintomiméticas (FERREIRA et al., 1979), fator de agregação de plaquetas (PAF), 

histamina e serotonina (CEVIKBAS et al., 2010). 

 Estes mediadores interagem com seus receptores específicos nos neurônios 

aferentes primários levando a sensibilização (VERRI et al., 2006). 

Vários métodos são utilizados para avaliar o processo de nocicepção, entre eles 

podemos citar o método da formalina, retirada da cauda, Randall e Selito, Von Frey 

filamentos e Von Frey eletrônico. O método de Von Frey eletrônico possui a vantagem 

de distinguir os dois componentes da dor inflamatória, que pode ser pela sensibilização 

ou ativação de nociceptores, além de ser mais sensível que Von Frey filamentos 

(CUNHA et al., 2004).  

 A histamina é uma amina vasoativa, que interage com vários receptores 

classificados como H1, H2, H3 e H4. Os receptores H1 presentes no endotélio vascular 

são acoplados à proteína G e promovem efeitos como aumento da permeabilidade 

vascular e infiltração de leucócitos (GALVÃO NASCIMENTO et al., 2009). A 

histamina é armazenada nos grânulos de mastócitos (HOFSTRA et al., 2003), células da 

epiderme, células da mucosa gástrica, neurônios e em células de rápido crescimento ou 

regeneração. Os receptores H2 são responsáveis pelo controle da secreção gástrica e os 



 

H4 estão envolvidos na quimiotaxia e na liberação de mediadores inflamatórios 

mediados por eosinófilos, mastócitos, células dendríticas e células T (GARTNER et al., 

2002; O´REILLY et al., 2002; HOFSTRA et al., 2003). Diferentemente dos outros 

receptores, os H3 são moduladores negativos da inflamação, localizados no sistema 

nervoso central e periférico com papel na atenuação nociceptiva e edematogênica 

(CANNON, 2007).  

 A serotonina (5-hidroxitriptamina – 5-HT) é uma substância vasoativa 

encontrada em mastócitos de roedores e nas plaquetas, trato gastrointestinal e SNC de 

seres humanos. As ações da serotonina são numerosas, incluindo aumento da motilidade 

gastrointestinal, contração de outros músculos lisos, constrição vascular, agregação 

plaquetária, estimulação de terminações nervosas nociceptivas e excitação/inibição de 

neurônios do SNC (RANG E DALE, 2001). São descritos vários subtipos de receptores 

de serotonina na literatura, entre eles, 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3 e 5-HT4. O receptor 5-HT1 

está envolvido com termorregulação, ansiedade, vasoconstricção pulmonar e cerebral, 

bem como vasodilatação de vasos periféricos. O receptor 5-HT2 é responsável pelo 

tônus vascular, agregação de plaquetas (SUFKA et al., 1991) e contração de músculo 

liso. O receptor 5-HT3 está envolvido com excitação neuronal e efeitos 

comportamentais como a ansiedade e, finalmente, o 5-HT4 está relacionado com a 

motilidade do trato gastrointestinal (RANG E DALE, 2001). 

 O óxido nítrico (NO) é um radical livre, formado pela ação da NO sintase sobre 

o aminoácido L-arginina. O óxido nítrico possui um amplo papel fisiológico, incluindo 

a manutenção do tônus vascular e como neurotransmissor. São conhecidas três 

isoformas da óxido nítrico sintase (NOS), a isoforma neuronal (nNOS), a induzida 

(iNOS) e a endotelial (eNOS). A forma induzida da enzima NO sintase (iNOS) está 

envolvida na maioria dos processos inflamatórios, incluindo o aumento da 

permeabilidade venular (KUHR et al., 2010).  

 A bradicinina é uma cinina plasmática que atua em receptores B1 e B2 (REGOLE 

E BARABÉ, 1980). Após a ocorrência de eventos inflamatórios em resposta à lesão 

tecidual e a reações alérgicas várias reações proteolíticas são desencadeadas, entre elas a 

clivagem do cininogênio pela calicreína, levando à formação de bradicinina 

(WATCHFOGEL et al., 1993). Este mediador, ao interagir com seus receptores, produz 



 

dor, vasodilatação, aumento da permeabilidade vascular, extravasamento de plasma e 

migração celular (FERREIRA et al., 2000).  

A bradicinina é um agonista preferencial do receptor B2, que é constitutivo e 

amplamente encontrado nos tecidos. Esse receptor é metabotrópico, acoplado a uma 

proteína G, e, quando ligado à bradicinina, promove a ativação das fosfolipases A2 e C, 

levando a um aumento de Ca
2+

 citosólico com conseqüente aumento da síntese e 

liberação de NO. A bradicinina, atuando em receptores B2 localizados em vênulas, 

induz a separação das junções das células e expõe a membrana basal, permeáveis a 

proteínas plasmáticas, permitindo o extravasamento de líquidos plasmáticos e levando 

ao edema. O receptor B1 é induzido por diversos estímulos inflamatórios, porém estão 

presentes constitutivamente, com menor freqüência, em todos os tecidos, prevalecendo 

no músculo liso vascular e são responsáveis pela produção de mediadores inflamatórios 

como IL-1 e TNF-α (DRAY E PERKINS, 1993).  

 A ativação da fosfolipase A2 por estímulos inflamatórios promove hidrólise dos 

fosfolipídeos da membrana celular, liberando o ácido araquidônico (SCHROR et al., 

1992). O ácido araquidônico sofre ação das enzimas ciclooxigenases (COX), resultando 

na formação de prostaglandinas e da enzima 5-lipoxigenase, formando leucotrienos 

(ROCHA et al., 2003). 

 São conhecidas duas isoformas de COX, a COX-1 (constitutiva) e a COX-2 

(induzida).  A COX-1 é responsável pela manutenção da perfusão renal e proteção da 

mucosa gástrica e a COX-2 é induzida por estímulos inflamatórios (OLIVO et al., 

2007.) 

 A 5-lipoxigenase é ativada e transportada pela FLAP à membrana nuclear e 

converte o ácido araquidônico a LTA4. O LTA4 é hidrolisado pela enzima LTA4 

hidrolase formando o LTB4 (PETERS-GOLDEN E BROCK, 2001). O LTA4 também é 

o precursor dos cisteinil-leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4 e LTF4), importantes 

mediadores inflamatórios que induzem broncoconstrição e aumento da permeabilidade 

venular. Os leucotrienos são formados principalmente por monócitos/mastócitos e 

células polimorfonucleares (ROCHA et al., 2003).  

 

1.3. SISTEMA IMUNE 



 

 O sistema imune é um sistema de defesa contra agentes infecciosos e 

macromoléculas estranhas. A imunidade contra agentes infecciosos ou não, e pode ser 

dividida em imunidade inata ou adapatativa (ALAM E GORSKA, 2003; PARKIN E 

COHEN, 2001). 

A imunidade inata é responsável pela primeira linha de defesa, sendo as 

principais células efetoras os neutrófilos e macrófagos, células NK (natural killers), 

células dendríticas, bem como ativação do sistema complemento, citocinas e liberação 

de mediadores inflamatórios (CRUVINEL et al., 2010). Este mecanismo é ativado 

reagindo contra agentes infecciosos e produtos de dano tecidual. 

 Na superfície celular dos microorganismos existem moléculas como 

lipopolissacarídeos, resíduos de manose e ácidos teicóicos, que são conhecidos como 

PAMPs (Padrões Moleculares Associados à Patógenos) (MEDZHITOV E JANEWAY, 

1997). Os PAMPs são reconhecidos diretamente por receptores ou pelos produtos 

gerados pelos PAMPS como os PRRS (receptores de reconhecimento pattern) e Tool-

like (TLRs), respectivamente. Esta ligação ativa uma resposta intracelular, 

desencadeando a resposta imune inata. (MEDZHITOV E JANEWAY, 1997). Estes 

receptores são encontrados em neutrófilos e macrófagos que após a ligação 

desencadeiam a eliminação do patógeno através da fagocitose. Estes receptores também 

podem ser encontrados em células dendríticas, que são responsáveis pela captura e 

apresentação de antígenos. Após a captura, moléculas de MHC são inseridas à 

superfície, estimulando linfócitos e células NK (CRUVINEL et al., 2010). Quando estas 

células se encontram na pele, são conhecidas como células de Langerhans 

(SHORTMAN et al., 2002).  

 Após uma agressão, aminas vasoativas são liberadas por mastócitos e monócitos, 

aumentando a permeabilidade do vaso, permitindo a passagem de proteínas e água, 

promovendo a marginalização de leucócitos. Macrófagos, residentes no tecido lesado, 

liberam IL-1 e TNF-α (FUJIWARA et al., 2005), promovendo a a ativação do endotélio. 

O endotélio também pode ser ativado através de produtos do sistema complemento, 

histamina e leucotrieno B4 (MEDZHITOV E JANEWAY, 1997). Após esta ativação, 

moléculas de superfície são espressadas para favorecer a adesão de leucócitos (ICAM-1, 

VCAM-1, E-selectina e P-selectina) a receptores presentes na superfície dos leucócitos, 

principalmente os neutrófilos (BORREGAARD, 2010). Estas ligações se dissociam 



 

rapidamente, permitindo que o neutrófilo role pelo endotélio e assim, sendo expostos 

aos fatores quimiotáticos (colágeno, mediadores de mastócitos, produtos do SC e 

quimiocinas) (CARLOS e HARLAN 1994). As quimiocinas alteram as integrinas na 

superfície dos leucócitos tornando a ligação mais forte e imobilizando o neutrófilo à 

parede do vaso. Este é direcionado ao local da inflamação por quimiocinas como IL-8 e 

migração destes para o tecido (BORREGAARD, 2010). 

 Os macrófagos são fagócitos responsáveis pela eliminação de patógenos e 

podem estar presentes no tecido ou no sangue (na forma de monócitos). A função do 

macrófago no processo inflamatório é ampla. Estes são responsáveis pela secreção de 

citocinas e mediadores inflamatórios, bem como a apresentação de antígenos aos 

linfócitos. Quando ativados pela IL-4 são responsáveis pelo reparo tecidual, além de 

mediar o restabelecimento do equilíbrio liberando IL-10 (citocina antiinflamatória). Na 

inflamação, os macrófagos apresentam antígenos aos linfócitos (T e B), liberam 

citocinas pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α e quimiconas. Estes 

produzem espécies reativas do oxigênio como o NO. Apesar da iNOS ser ausente em 

macrófagos em repouso, esta é induzida quando os receptores TLRs são ativados pelas 

PAMPs na presença de INF-γ (CRUVINEL et al., 2010). 

As células NK são responsáveis por lisar as células infectadas, bem como 

recrutar neutrófilos e macrófagos e ativar células dendríticas, linfóctos T e B. Estas 

células são ativadas pela IL-15 (produzida por macrófagos) e IL-12 (indutora da 

produção de INF-γ e ação citolítica). Após serem ativadas realizam a lise das células 

infectadas e secretam citocinas pro-inflamatórias (IL-1, IL-2 e INF-γ) (CRUVINEL et al 

2010; ABBAS e LICHTMAN, 2007). 

Os mastócitos se distribuem junto aos vasos sanguíneos, nervos e sob o epitélio 

de pele e mucosas. Estímulos como produtos do sistema complemento, substâncias 

básicas, alguns venenos de animais e agentes físicos podem ativar os mastócitos pela 

ligação via IgE ou pela ligação com TLRs ou CD48, levando a liberação de mediadores 

pré-formados (proteases aminas vasoativas, IL-4, TNF-α e GM-CSF) e neoformados 

(PAF, metabólitos do ácido araquidônico e outras citocinas). Estes por sua vez, induzem 

a migração de neutrófilos e macrófagos, aumentam a permeabilidade do vaso, a 

secreção de muco, a motilidade gastrointestinal e broncoconstrição (ABBAS e 

LICHTMAN, 2007). 



 

 

1.3.1 Imunidade adaptativa 

Após exposição a alguns agentes, o antígeno é apresentado e reconhecido pelos 

linfócitos, que ativam essas células e estimulam a diferenciação das mesmas (PARKIN 

E COHEN, 2001). É estimulada pela exposição a certos agentes, aumentando a 

capacidade de defesa a cada exposição sucessiva a um agente particular, sendo capaz de 

distinguir certas moléculas particulares, que após o contato, serão sempre “lembradas” 

(LAROSA E ORANGE, 2008). Este tipo de imunidade é compreendido por linfócitos 

T, células NK e linfócitos B, que irão originar anticorpos (LAROSA E ORANGE, 

2008). São encontrados dois tipos de imunidade adaptativa: humoral e mediada por 

células (ABBAS e LICHTMAN, 2007). 

 A imunidade adaptativa humoral é compreendida por anticorpos, 

secretados pelos linfócitos B, que reconhecem os antígenos e os neutraliza, impedindo 

que infectem outras células. Este tipo de imunidade serve contra patógenos 

extracelulares e toxinas. A eliminação dos patógenos pelos anticorpos é feita por 

diversos mecanismos. A imunidade adaptativa, mediada por células, é composta por 

linfócitos T, sendo utilizada contra patógenos intracelulares aos quais sobrevivem e se 

proliferam dentro dos fagócitos, não sendo alcançados pelos anticorpos (MESQUITA et 

al., 2010). 

Segundo ABBAS E LICHTMAN (2007), os linfócitos são as únicas 

células com receptores específicos para os antígenos e são mediadores chave para a 

imunidade adaptativa. 

Os linfócitos T normalmente são encontrados no timo e na medula óssea, 

na forma naive ou virgens, que após contato com agentes estranhos através das células 

apresentadoras de antígenos junto ao MHC, ativam linfócitos CD4+ ou CD8+, que 

através de seus receptores determinam o tipo da resposta (PARKIN E COHEN, 2001). 

Quando estes antígenos são complexados com moléculas do MHC I, ativa linfócitos 

CD8+ citotóxicos e quando complexados a moléculas do MHC II ativam linfócitos 

CD4+ helper (PARKIN E COHEN, 2001). 

Os linfócitos T citotóxicos apresentam um receptor TCR e moléculas CD4 ou 

CD8. Os linfócitos T CD4 são responsáveis pela erradicação de patógenos, ativação de 



 

linfócitos B e macrófagos e até mesmo, o linfócito T CD8. Já os linfócitos T CD8 estão 

envolvidos nas respostas antivirais e antitumoral (PARKIN; COHEN, 2001). 

Os linfócitos efetores principais são os T helper CD4+ e o linfócito T citotóxico 

CD8+. Os linfócitos T helper ou linfócitos auxiliares (Th) quando ativados, secretam 

citocinas que estimulam a proliferação e diferenciação de células T, além de ativar 

células B, macrófagos e outros leucócitos. Após a apresentação do antígeno pela APC, o 

linfócito Th0 pode se tornar Th1 ou Th2, dependendo do ambiente de citocinas ao seu 

redor (MESQUITA et al., 2010). 

 Os linfócitos Th1 produzem IL-2, induzindo a proliferação de linfócitos e o INF-

γ, importante na ativação de macrófagos infectados com patógenos. Os linfócitos Th2 

produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, o que favorece a produção de anticorpos (PARKIN; 

COHEN, 2001).  

Após o reconhecimento deste antígeno por células apresentadoras de antígeno 

(células dendríticas e macrófagos), estas são levadas para os linfócitos T helper que ao 

reconhecê-los, via receptores, desencadeia a secreção de citocinas para a produção de 

linfócitos T, ativando macrófagos, neutrófilos e proliferação e diferenciação de células 

B e T. O antígeno pode ser reconhecido também pelos linfócitos B, que iniciam a 

produção de anticorpos, neutralizando o antígeno e ativando fagócitos e sistema 

complemento. As células infectadas pelos agentes podem ser destruídas pelos linfócitos 

T citotóxicos e NK, que através de receptores reconhecem a célula infectada e a elimina 

(ABBAS e LICHTMAN, 2007). 

Na membrana celular dos linfócitos T existem receptores que estão associados 

ao complexo CD3, responsável pela transmissão de sinais para dentro da célula após 

ligação do antígeno ao receptor do linfócito. Existem alguns coreceptores responsáveis 

pela transmissão de sinais intracelulares no caso do receptor já estar conectado a algum 

ligante. Existem diferentes receptores nos linfócitos, entre eles, receptores CD3 e CD28, 

que tem por função desencadear a transdução de sinais intracelulares, permitindo a 

liberação de citocinas, que irão induzir a proliferação de linfócitos T. Para a indução da 

proliferação destas células são utilizados anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, que se ligam 

a estes receptores induzindo a proliferação destas células (TRICKETT et al., 2003). 



 

1.4. Matriz Extracelular (MEC) e Hemostasia  

 

A matriz extracelular é formada por um gel de glicosaminoglicanas (ácido 

hialurônico e heparansulfato) e proteoglicanas, contendo glicoproteínas (laminina e 

fibronectina) e proteínas (colágeno e elastina) (RUOSIAHTI et al., 1985; BOSMAN et 

al., 2003). A matriz é secretada localmente e tem por função preencher o espaço 

intercelular, oferecendo suporte para os tecidos (TANZER, 2005). A composição da 

MEC varia de acordo com o tecido. No tecido epitelial, se apresenta na forma de 

lâmina, que juntamente com o colágeno tipo IV formam a lâmina basal, que juntamente 

com a camada de colágenos fibrilares, formam a membrana basal. O endotélio vascular 

também se encontra na forma de lâmina, porém uma outra glicoproteína pode ser 

encontrada, a fibronectina (Figura 5 A e B) (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2000). 

O colágeno é composto por uma hélice tripla, com três cadeias de polipeptídeos 

α. Existem 27 tipos de colágeno, sendo que o I, II, III, V e XI são os colágenos 

presentes na matriz intersticial, entre os espaços das células epiteliais, endoteliais e dos 

músculos lisos no tecido conjuntivo. Estes tipos de colágenos formam fibras e estas 

fibras compõem os tendões. O colágeno tipo IV não forma fibras, sendo o principal 

componente da lâmina basal, em conjunto com a laminina, responsável pela força e 

elasticidade da membrana basal do tecido epitelial (BOSMAN et al., 2003;TANZER, 

2005; VON DER MARCK et al., 1992). 

Segundo Tanzer (2005) a fibronectina e a laminina são glicoproteínas imersas no 

gel de glicosaminoglicanas que possuem a função de aderir componentes da matriz às 

células. A laminina é uma glicoproteína heterodimérica com cadeias α, β e γ, 

promovendo a adesão de células mediada por receptores da classe das integrinas 

(DURBEEJ, 2010). A fibronectina é uma proteína de alto peso que se liga ao colágeno, 

fibrina, proteoglicanas e receptores de superfície celular, constituída de duas cadeias de 

glicoproteínas unidas por junção dissulfeto, sendo encontrada na forma tecidual e 

plasmática (VON DER MARCK et al., 1992). Na forma tecidual, a cicatrização de 

feridas é realizada pelos agregados fibrilares, enquanto que, na plasmática forma pontes 

de fibrina formando o coágulo provisional que atua como substrato para deposição da 

MEC. A fibronectina é essencial para a formação de vasos, podendo causar lesões letais 

quando na sua ausência em vasos sanguíneos (ASTROF E HYNES, 2009). 



 

 As integrinas são receptores que reconhecem a fibronectina e a laminina 

presentes na matriz extracelular dos tecidos, mediando a adesão das células à MEC ou 

em outras células (BOSMAN et al., 2003 ; VON DER MARCK et al., 1992). 

A hemostasia é um processo regulado pela parede vascular, plaquetas e fatores 

de coagulação, mantendo o sangue em um estado líquido livre de coágulos e induzindo 

a formação de um tampão rápido que se localiza na lesão vascular (KAMIGUTTI, 

2005).  

Os vasos sanguíneos são formados por três camadas estruturais denominadas 

túnicas. Esta composição é variável de acordo com o tipo de vaso (Tabela 1), mas em 

sua maioria é composta por colágeno, elastina, fibronectina e fibrilina (BOU-

GHARIOS, et al., 2004). 

 

Tabela 1: Composição dos vasos sanguíneos. 

Tipos de vasos Composição da MEC 

Artérias elásticas Elastina, Fibronectina, fibrilina, fibulina, 

colágenos I, II, III, IV, V, VI e 

proteoglicanas. 

Artérias musculares Eslastina, fibronectina, fibulina, colágeno 

tipo I, III, IV, V, VI e proteoglicanas. 

Veias Elastina, fibronectina Colágeno I, II, III, 

IV, VI, XII, XIV e proteoglicanas. 

Arteríolas Elastina, colágeno I, III e fibrilina. 

Vênulas Laninina, colágeno IV e fibronectina 

Capilares Colágeno IV, laminina, fibronectina e 

proteoglicana. 

 Fonte: BOU-GHARIOS et al. (2004) 

 



 

 

Figura 5: Principais constituintes da membrana basal. A) Tecido epitelial 

(www.unifesp.br/ensino/laringe/membrana.htm) B) Tecido não epitelial (COX E 

NELSON, 2002).  

 

Todos os componentes dos vasos são responsáveis pela função e integridade do 

mesmo (BOU-GHARIOUS et al., 2004). Após uma lesão a matriz extracelular é 

exposta, induzindo a formação de trombos pela ligação entre o colágeno exposto e as 

plaquetas ao local lesado, que por sua vez irão liberar de seus grânulos secretórios, o 

ADP e o Tromboxano A2, que são potentes mediadores da agregação plaquetária, 

recrutando plaquetas adicionais para formar o tampão hemostático. A lesão expõe um 

fator pró-coagulante sintetizado pelo endotélio, que atua na cascata de coagulação 

ativando a trombina, que converte fibrinogênio em fibrina (Figura 6), sendo esta última 

depositada no local da lesão. A fibrina induz a agregação plaquetária e a liberação dos 

grânulos das plaquetas. Este conjunto formado por fibrina e plaquetas forma o tampão 

permanente, impedindo a hemorragia. Para limitar o crescimento deste tampão os 

mecanismos contra regulatórios são ativados (MITCHELL, 1999).  

 A trombose é o oposto patológico da hemostasia, que sofre três influências 

principais para a sua formação: lesão endotelial, expondo os componentes da matriz 

extracelular, turbulência no fluxo sanguíneo permitindo o contato das plaquetas com o 

endotélio e hipercoagulabilidade sanguínea, que podem ser genéticas ou adquiridas 

compreendidas por trauma, síntese aumentada de fatores de coagulação ou reduzida de 

http://www.unifesp.br/ensino/laringe/membrana.htm


 

antitrombinas. Estes três fatores formam a tríade de Virchow (KUMAR, ABBAS E 

FAUSTO, 1999). O trombo pode ser propagado com acúmulo de plaquetas e fibrina; 

podendo deslocar-se para outros locais, processo conhecido como embolização; induzir 

a inflamação e fibrose incorporando-se na parede vascular e dissolvido pela atividade 

fibrinolítica (MITCHELL, 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Formação do coágulo 

 

Devido às suas alterações hemostáticas predominantes, as SVMPS têm sido 

amplamente estudadas (RODRIGUES et al., 2004; GUTIÉRREZ E RUCAVADO, 

2000; JIA et al., 2009) e seu potencial terapêutico como agente trombolítico, apoptótico 

e para uso em diagnósticos tem sido discutido atualmente (TOOMBS, 2001 e 

SWENSON, 2004), sendo necessário investigar as atividades inerentes às SVMPs. 
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      CONCLUSÃO 



 

6.0. CONCLUSÃO 

A Batroxase é uma metaloprotease de classe PI, com 27 kDa, com atividade 

hemorrágica e DHM de 10µg. 

Sua ação sobre componentes da cascata de coagulação como o fibrinogênio e a 

fibrina, impossibilita a formação de coágulos, dissolve trombos e facilita o 

aparecimento de hemorragias.  

A falta de capacidade em coagular o plasma pode ser proveniente da degradação 

do fibrinogênio e da fibrina. 

A incapacidade de inibir/induzir a atividade das plaquetas colabora para a 

dissolução dos trombos e para o aparecimento de processos hemorrágicos, 

respectivamente.  

A ação sobre componentes de matriz extracelular, principalmente de vasos 

sanguíneos, como o colágeno tipo IV e a fibronectina, colaboram para o extravasamento 

de sangue dos vasos. 

A Batroxase apresenta baixa ou ausência de atividade citotóxica sobre as 

linhagens tumorais testadas, com análise significativa apenas para JURKAT, B16-F10, 

SK-BR3 em altas concentrações. Estudos em células de origem hematopoiéticas 

“células do sistema imunológico” como EL-4 e PBMC sugerem fortemente que a 

Batroxase apresenta atividade imunorregulatória, induzindo proliferação celular em 

baixas concentrações ou inibi-las causando citotoxicidade em concentrações mais altas 

como verificado em células JURKAT, A-20 e PBMC. 

A Batroxase nas concentrações de, 10 ou 100 µg/mL, é capaz de induzir 

significativa atividade proliferativa sobre as células presentes no baço de camundongos 

e é capaz de estimular a produção de citocinas próinflamatórias e antiinflamatórias de 

maneira distinta, e induzem preferencialmente a produção de citocinas do padrão Th1 

como IFN-. Após adição de estímulo policlonal anti-CD3, a Batroxase apresentou 

atividade supressora na capacidade proliferativa de células T, e é capaz de inibir 

significativamente a habilidade das células T para produção de citocinas do padrão Th1 

como a IL-2 e IFN-, citocinas do padrão Th2 como a IL-4 e citocinas do padrão Th17 

como a IL-17A, o que sugere que a Batroxase potencialmente seria capaz de inibir 



 

respostas imunes aberrantes do padrão Th1 (doenças autoimunes), do padrão Th2 

(reações alérgicas), bem como do padrão Th17 (doenças inflamatórias crônicas). 

A Batroxase é capaz de induzir a migração de neutrófilos de forma dose e 

tempo- dependente principalmente, nas 6 primeiras horas após a injeção, com aumento 

da migração de células mononucleares em 24, 48 e 72 horas. Indicando ser uma proteína 

pró-inflamatória. 

 A Batroxase é capaz de induzir a formação do edema dose e tempo-dependente 

de início rápido. Este evento é mediado por leucotrienos, serotonina via ativação dos 

receptores 5-HT1 e histamina via ativação de receptores H1, sugerindo a degranulação 

de mastócitos e um possível envolvimento de citocinas. Sendo assim, a formação do 

edema pela Batroxase envolve principalmente, mediadores que aumentam a 

permeabilidade vascular.  

É capaz de induzir a hiperalgesia dose e tempo-dependente, com pico máximo 

em 1 hora, com participação de histamina e leucotrienos, com uma possível participação 

de citocinas nesta resposta.  

 Portanto a Batroxase é uma molécula promissora para o desenvolvimento de 

novos fármacos com aplicaçãoem patologias com distúrbios da coagulação sanguínea.  
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