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RESUMO 

BERNARDES, C.P. Estudos bioquímicos e estruturais de uma metaloprotease isolada da 
peçonha de Bothrops pirajai. 2012. 127 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2012. 

As peçonhas de serpentes são misturas complexas de moléculas bioativas resultando em um produto 
biológico eficiente que tem como principais objetivos a promoção de imobilização, morte e digestão 
inicial de presas. As metaloproteases e as serinoproteases estão entre as principais enzimas 
responsáveis por afetar o sistema hemostático por diferentes mecanismos. O presente trabalho teve 
como objetivo o isolamento e a caracterização bioquímica, funcional e estrutural de uma 
metaloprotease da classe P-I a partir da peçonha de Bothrops pirajai. A metaloprotease foi isolada 
utilizando três passos cromatográficos: exclusão molecular em Sephacryl S-200, troca iônica em CM-
Sepharose e afinidade em Blue Sepharose, resultando na metaloprotease denominada BpirMP. A 
massa molecular da enzima foi determinada por espectrometria de massas (23,15 kDa), e conforme 
visualizado por SDS-PAGE, a molécula apresentou cadeia polipeptídica única. A determinação da 
sequência parcial de aminoácidos e o alinhamento múltiplo com sequências depositadas em bancos de 
dados mostrou alta identidade (70-90%) com outras metaloproteases da classe P-I de peçonhas de 
serpentes. A molécula possui a sequência de consenso HELGHNLGMEH, bem como a sequência de 
CVM, que caracterizam a superfamília das metaloproteases "metzincinas". A enzima mostrou ação 
sobre o fibrinogênio, degradando as cadeias Aα e Bβ, sendo capaz também de degradar coágulos de 
fibrina e de sangue in vitro, dissolvendo completamente o coágulo de sangue na maior dose testada. A 
enzima não apresentou atividade coagulante sobre plasma sanguíneo. A atividade proteolítica da 
metaloprotease sobre a azocaseína foi avaliada em diferentes condições de pH e temperatura, 
mostrando que a enzima tem a sua atividade reduzida em pHs ácidos e em temperaturas superiores a 
60 ºC. A atividade proteolítica foi inibida por agentes quelantes como EDTA, EGTA e 1,10-
fenantrolina e por agentes redutores como β-mercaptoetanol e DTT. Inibidores específicos de 
serinoproteases (benzamidina, leupeptina e aprotinina) não apresentaram efeito sobre a atividade 
proteolítica da BpirMP. A enzima mostrou-se hemorrágica, apresentando dose hemorrágica mínima 
(DHM) de 50 µg. BpirMP hidrolisou componentes da membrana basal tanto in vitro como in vivo, 
degradando preferencialmente laminina e nidogênio. A metaloprotease apresentou efeitos sobre 
processos inflamatórios como a indução de edema e dor, promovendo um pronunciado recrutamento 
de neutrófilos e aumento significativo na quantidade total de leucócitos no exsudato inflamatório. A 
avaliação da participação de diferentes mediadores inflamatórios na indução do edema e hiperalgesia 
indicaram o envolvimento de metabólitos do ácido araquidônico e histamina. O efeito citotóxico 
induzido pela metaloprotease foi avaliado sobre o músculo gastrocnêmico de camundongos e também 
nos tecidos cardíaco, renal, pulmonar e esplênico, apresentando degeneração das fibras musculares e 
infiltrado leucocitário. Os resultados demonstram que a BpirMP é uma metaloprotease de baixa massa 
molecular, com baixa atividade hemorrágica, pertencente à classe P-I, descrita pela primeira vez para a 
espécie B. pirajai. A caracterização da peçonha de Bothrops pirajai foi realizada por meio de técnicas 
proteômicas para determinar a sua composição proteica. As proteínas foram separadas por RP-HPLC, 
seguido por SDS-PAGE, digestão tríptica “in-gel” e identificação por espectrometria de massa por 
MALDI-TOF/TOF, e atribuição de famílias de proteínas conhecidas por homologia. Proteínas 
pertencentes a sete famílias foram encontradas na peçonha de B. pirajai, incluindo grande abundância 
de fosfolipases A2 (~40%) e metaloproteases (~20%). 

 
Palavras-chave: Bothrops pirajai. Enzimas proteolíticas. Metaloprotease. Membrana Basal. 
Hemorragia. Hemostasia. Inflamação. Proteoma. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Quadro clínico e epidemiologia dos acidentes ofídicos 

As serpentes compõem um dos grupos mais bem sucedidos dos vertebrados, exibindo 

grande riqueza de espécies e habitando uma enorme variedade de ambientes (LEE; 

SCANLON, 2002). Estima-se que no mundo existam aproximadamente 3.000 espécies de 

serpentes, classificadas em quatro famílias Elapidae, Hydrophiidae, Viperidae e Colubridae. 

No Brasil as espécies de serpentes peçonhentas pertencem às famílias Elapidae e Viperidae 

(CARDOSO, 2003). Na família Viperidae, destaca-se a subfamília Crotalinae, à qual 

pertencem os gêneros Crotalus (cascavéis), Bothrops (jararacas) e Lachesis (surucucus) e a 

família Elapidae, que engloba o gênero Micrurus (corais verdadeiras) (MELGAREJO, 2003).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que no mundo, ocorrem em média 

1.665.000 acidentes por ano, envolvendo serpentes peçonhentas, com 30.000 a 40.000 mortes. 

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saúde, em 2010 ocorreram aproximadamente 

30.000 mil acidentes ofídicos, sendo a maioria destes acidentes causados por serpentes do 

gênero Bothrops e Crotalus, sendo raros os causados por Lachesis e Micrurus (MINISTERIO 

DA SAÚDE, 2012). A incidência real de envenenamento por picadas de serpentes em todo o 

mundo e a mortalidade associada são difíceis de estimar, já que há muitos países onde esta 

doença não é adequadamente relatada e os dados epidemiológicos são fragmentados. No 

entanto, um estudo publicado em 2008 estima que, pelo menos, 421.000 casos de 

envenenamento e 20.000 mortes ocorram anualmente, ainda que estes valores largamente 

baseados em hospitais possam estar subestimados, sendo superior a 1.841.000 resultando em 

94.000 mortes (KASTURIRATNE et al., 2008). 

Os acidentes humanos provocados por picadas de serpentes constituem um problema 

de saúde pública global por ser uma patologia que afeta principalmente jovens trabalhadores 

que vivem em áreas rurais, distante de centros médicos em regiões pobres economicamente 

(GUTIÉRREZ, 2012). Muitas das vítimas conseguem sobreviver ao acidente ofídico, porém 

com sequelas físicas permanentes, e como a maioria dos acidentes ocorre com jovens 

trabalhadores o impacto econômico é considerável (GUTIERREZ et al., 2007).  

As serpentes do gênero Bothrops são as mais comuns no Brasil sendo responsáveis por 

mais de 80% dos acidentes peçonhentos, seguidos pelo gênero Crotalus (9,2%), Lachesis 

(2,7%) e em menor frequência os gêneros Micrurus (0,6%) (QUEIROZ et al., 2008; 

MINISTERIO DA SAÚDE, 2012). O gênero Bothrops é formado por cerca de 30 espécies 
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distribuídas por todo o território nacional (RIBEIRO; JORGE 1997). As espécies mais 

comuns são: jararaca (B. jararaca), jararaca ilhoa (B. insularis), jararaca pintada (B. 

neuwiedi), cotiara (B. fonsecai), jararacussu (B. jararacussu) e caiçaca (B. moojeni). A 

classificação das serpentes é essencial para a produção de soro apropriado e eficiente no 

tratamento dos pacientes de acidentes ofídicos. Com o avanço dos estudos sobre o 

conhecimento das relações filogenéticas entre as serpentes ocorreram mudanças na 

classificação das serpentes das famílias Elapidae e Viperidae, no qual novas espécies foram 

descritas e outras revalidadas ou elevadas de categoria passando de subespécie para espécie 

(BERNARDE, 2011). Na classificação atual, as espécies de serpentes que pertenciam ao 

gênero Bothrops foram redistribuídas em cinco gêneros: Bothriopsis (Bothriopsis bilineata), 

Bothrocophias (Bothrocophias hyoprora), Bothropoides (Bothropoides pauloensis), Bothrops 

(Botrops moojeni) e Rhinocerophis (Rhinocerophis alternatus) (FENWICK et al., 2009). A 

espécie foco deste trabalho, Bothrops pirajai, não sofreu alterações permanecendo no gênero 

Bothrops na atual classificação. 

Os sinais clínicos e a patologia decorrente dos envenenamentos ofídicos estão 

relacionados à composição das peçonhas e consequentemente apresenta variações tanto entre 

gêneros distintos, como entre as diferentes espécies que compõem um mesmo gênero. O 

envenenamento botrópico, por exemplo, as manifestações clínicas observadas são devido a 

intensa atividade proteolítica, causando vários distúrbios fisiopatológicos, incluindo 

transtornos sistêmicos da hemostasia relacionados com a ativação dos fatores X e II da 

cascata de coagulação, o consumo de fibrinogênio, inibição da agregação plaquetária 

(ZELANIS et al., 2007), hemorragia e lesões locais resultando em sequelas permanentes ou 

amputação do membro afetado (VITAL BRASIL, 1982; DU et al., 2006).  

No caso do envenenamento por serpentes do gênero Lachesis, o quadro clínico se 

assemelha ao do envenenamento bothrópico, com manifestações locais devido à ação 

proteolítica da peçonha, distúrbios de coagulação e hemorragia, porém usualmente mais 

severos. A composição das peçonhas de serpentes do gênero Micrurus é caracterizada pelo 

conteúdo de neurotoxinas de baixa massa molecular, sendo absorvidas e difundidas 

rapidamente pelo organismo induzindo os efeitos na presa, de forma muito rápida (PINHO; 

PEREIRA, 2001). 

No caso do acidente crotálico, a peçonha apresenta uma ação sistêmica mais acentuada 

causando paralisia flácida do músculo esquelético que leva a problemas respiratórios, além de 

uma ação coagulante e intensa atividade miotóxica sistêmica podendo evoluir para 
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insuficiência renal aguda, não apresentando nenhum sinal clínico local pronunciado como 

lesão tecidual, bolhas e edema (PINHO; PEREIRA, 2001). 

1.2. Peçonhas de serpentes  

As peçonhas de serpentes são caracterizadas por uma mistura complexa de substâncias 

(LU et al., 2005) resultando em um produto biológico eficiente e complexo que tem como 

principais objetivos a imobilização, morte e a promoção da digestão inicial de presas 

(TAKEDA et al., 2011).  

A composição das peçonhas de serpentes inclui compostos inorgânicos como os íons 

zinco e cálcio, e componentes orgânicos como aminoácidos, nucleosídeos, aminas biogênicas 

e proteínas que correspondem a mais de 90% da massa seca da peçonha (MATSUI et al., 

2000; JUNQUEIRA DE AZEVEDO; HO, 2002). Dentre os componentes proteicos estão as 

L-aminoácido oxidases (LAAOs), fosfolipases A2 (PLA2s) e as enzimas proteolíticas como 

metaloproteases e serinoproteases (CASTRO et al., 1998; FRANCO, 2003; GAY et al., 

2005). Entre os componentes da peçonha também podemos encontrar hialuronidases, 

nucleotidases, fatores de crescimento neural (NGFs), lectinas tipo C, peptídeos potenciadores 

de bradicinina (BPPs) e desintegrinas (MARKLAND 1998; RAMOS et al., 2006).  

As serinoproteases de peçonhas de serpentes (SVSPs) são enzimas que atuam sobre o 

sistema hemostático pela ativação dos fatores de coagulação e indução de agregação 

plaquetária (SERRANO; MAROUN, 2005). As SVSPs também podem apresentar outras 

atividades biológicas como a ativação do sistema complemento, participar do processo de 

diferenciação celular e atuar sobre o sistema nervoso (WU et al., 2001). Isoladamente, as 

serinoproteases não são consideradas letais, mas contribuem para o efeito tóxico quando 

associadas com outras proteínas da peçonha (BRAUD; BOM; WISNER, 2000).  

As PLA2s compreendem uma grande família de proteínas e demonstram uma 

considerável homologia quanto à sequência de aminoácidos (PONCE-SOTO et al., 2007a). 

 As PLA2s catalisam a hidrólise de fosfolipídeos da membrana de células liberando 

precursores importantes relacionados com importantes atividades farmacológicas, tais como 

efeitos sobre plaquetas, neurotoxicidade, atividade anticoagulante, cardiotoxicidade, edema, 

miotoxicidade e inflamação (OHNO et al., 2003; GUTIERREZ; OWNBY, 2003). São 

encontradas em vários fluidos biológicos e também em venenos de moluscos e artrópodes. 

As L-aminoácido oxidases (LAAOs, E.C. 1.4.3.2) são flavoenzimas, com efeitos 

tóxicos atribuídos à formação de peróxido de hidrogênio, no processo de deaminação 

oxidativa de substratos de L-aminoácidos (DU; CLEMETSON, 2002). São amplamente 
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encontradas em diferentes organismos como bactérias, fungos e algas verdes (STÁBELI et al., 

2004). Suas ações tóxicas mais estudadas incluem os efeitos sobre plaquetas, indução de 

apoptose, ação antibacteriana e antiparasitária (DU; CLEMETSON, 2002). 

As metaloproteases de peçonhas de serpentes (SVMPs) são enzimas dependentes de 

Zn++, capazes de degradar proteínas da membrana dos vasos, permitindo o extravasamento de 

sangue sendo assim as principais responsáveis pelo efeito hemorrágico característico de 

envenenamentos por serpentes da família Viperidae (FOX; SERRANO, 2005). Os efeitos 

tóxicos destas enzimas também estão relacionados à patogenia da mionecrose local e dano 

tecidual (GUTIÉRREZ et al., 1995a; RUCAVADO et al., 1999) e às reações inflamatórias 

(TEIXEIRA et al., 2005; ZYCHAR et al., 2010). 

A partir deste ponto, as metaloproteases de peçonhas de serpentes serão abordadas 

mais especificamente, já que o foco do presente trabalho está no estudo dessa classe de 

enzimas.  

1.3. Metaloproteases de peçonhas de serpentes (SVMPs) 

SVMPs são enzimas cuja atividade catalítica é dependente de zinco (MASKOS; BODE, 

2003). As SVMPs são filogeneticamente relacionadas à família de proteínas ADAM (A 

Desintegrin and Metalloproteinase) e compõem a família das Adamalysin/Reprolysin/ADAM.  

Adamalisinas em conjunto com outras famílias de proteínas como Serralisinas, Astacinas e 

Matrixinas (MMPs) compõem o clã das Metzincinas. As famílias de proteínas que compõem o clã 

das metzincinas compartilham atributos estruturais característicos como a sequência consenso 

estendida HEXXHXXGXXH e o resíduo de metionina conservado adjacente ao sítio catalítico. 

Nos últimos anos, diferentes metaloproteases foram isoladas de peçonhas de serpentes, 

tais como: BmooMP-α (BERNARDES et al., 2008), BleucMP (GOMES et al., 2011), 

Neuwiedase (RODRIGUES et al., 2000), LHmF, Batx-1, Atroxlisina-1 (SANCHEZ et al., 

2010), leucurolisina-a (BELLO et al., 2006), BaP1 (GUTIERREZ  et al., 1995), jararagina 

(PAINE et al., 2008) e jerdonitina (CHEN et al., 2003) e caracterizadas quanto às suas 

atividades biológicas (Tabela 1). A maioria das SVMPs foram classificadas como 

hemorrágicas, devido à capacidade de induzir hemorragia na pele de animais (FOX; 

SERRANO, 2009), entretanto atividades fibrinogenolítica, fibrinolítica, apoptótica, ativação 

de protrombina, ativação de fator X e inibição da agregação plaquetária também são 

atribuídas a família das SVMPs (FOX; SERRANO, 2009; KAMIGUTI, 2005; JIA et al., 

1996; BJARNASSON; FOX, 1994).  
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variação do potencial hemorrágico possa ser explicada por tais variações (LINGOTT et al., 

2009). 

Atualmente, nove estruturas cristalográficas de metaloproteases da classe P-I e sete da 

classe P-III estão disponíveis no banco de dados Protein Data Bank. As SVMPs da classe P-I 

compartilham uma estrutura terciária topologicamente equivalente de forma que podem ser 

sobrepostas, constituída por cinco α hélices e cinco folhas β apresentando diferenças nas 

regiões dos loops que conectam as estruturas secundárias (KANG et al., 2011; TAKEDA; 

TAKEYA; IWANAGA, 2012). 

A estrutura do domínio metaloprotease é dividida em dois subdomínios: (i) 

subdomínio superior constituído de cinco folhas β e quatro α hélices e (ii) subdomínio inferior 

relativo à porção C-terminal da molécula e formado por loops e uma α hélice. Os dois 

subdomínios são separados por uma fenda de ligação do substrato (RAMOS; SELISTRE DE 

ARAUJO, 2004; LINGOTT et al., 2009). 

1.4. SVMPs, Matriz Extracelular e Hemostasia 

A matriz extracelular (MEC) é formada por um polímero de fibras (colágeno e 

elastina) incorporado em uma mistura amorfa de componentes não fibrosos (proteoglicanas) 

fornecendo suporte mecânico às células e funcionando como uma barreira bioquímica 

(TANZER, 1985; 2006). A MEC é secretada localmente preenchendo o espaço intercelular e 

a proporção dos componentes fibrosos e não fibrosos determinam suas características físicas e 

funcionais em particular dependendo do local e tecido que ela circunda (TANZER, 2006; 

SUKI; BATES 2008).  

A membrana basal (MB) é uma estrutura especializada da matriz extracelular e é 

encontrada envolvendo a maioria dos tecidos e órgãos do organismo. A membrana basal 

desempenha papéis fundamentais na diferenciação, proliferação, sobrevivência e migração de 

células durante o desenvolvimento embrionário, mas também atua como barreira seletiva e 

suporte para o tecido (SCHWARZBAUER, 1999). A sua composição, juntamente com o 

repertório de receptores de matriz define a especificidade das reações celulares (PÖSCHL et 

al., 2003). 

A MB é basicamente formada por laminina e colágeno tipo IV, que são os 

componentes majoritários, além de fibronectina, perlecan e nidogênio (YURCHENCO; 

AMENTA; PATTON, 2004; TANZER, 2005). A principal característica da membrana basal é 

a sua estrutura básica formada por uma rede de colágeno tipo IV na qual glicoproteínas como 
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laminina se aderem e promovem a interação com as células contidas na matriz (BOSMAN; 

STAMENKOVIC, 2003). 

A laminina é uma glicoproteína, com mais de 15 isoformas descritas, formada pela 

combinação de três cadeias polipeptídicas diferentes: 5 cadeias α (α1-α5), 3 β (β1-β3) e 3 γ 

(γ1-γ3) (MINER; YURCHENCO, 2004). A laminina - 1 foi a primeira a ser identificada, e é 

uma molécula formada pelas cadeias α (400 kDa),  β1 (300 kDa) e γ1 (250 kDa) intercruzadas 

em que a polimerização age como um suporte para o recrutamento dos outros componentes 

que formaram a MB (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003; SASAKI; FÄSSLER; 

HOHENESTER, 2004).  

A fibronectina é uma glicoproteína de alta massa molecular constituída de duas 

cadeias unidas por uma ligação dissulfeto. Cada cadeia é formada por módulos funcionais que 

se ligam a integrinas, colágeno, heparina e fibrina (MATSUDA; YAMANAKA; MATSUDA, 

1982; PETERSEN et al., 1983). A fibronectina está presente no plasma nas formas solúvel, 

que ao se ligar à fibrina forma uma matriz provisória que será responsável pela adesão celular 

e migração durante o processo de cicatrização de feridas, e polimérica atuando na manutenção 

da hemostasia (ASTROF; HYNES 2009). Além disso, a fibronectina é capaz de se ligar a 

sítios na fibrina que não são acessíveis no fibrinogênio (MAKOGONENKO, 2002).  

O colágeno é a molécula responsável por garantir a estabilidade estrutural da MB e 

consequentemente dar suporte ao tecido. Até o momento mais de 20 tipos diferentes de 

colágenos foram descritos. Em tecidos cuja função é resistir às tensões como tendões, pele e 

ossos, o colágeno (tipo I, II, III, V e XI) se organiza formando fibrilas conferindo resistência a 

esses tecidos. Outras variações de colágeno como o tipo IV se organizam formando redes que 

atuam dando suporte e integridade ao tecido. O colágeno IV é o componente estrutural mais 

abundante na MB (BOSMAN; STAMENKOVIC 2003).  

Nidogênio -1 ou entactina é uma proteína de aproximadamente 150 kDa, com três 

domínios globulares (G1, G2 e G3) conectados por segmentos em forma de haste (FOX et al.; 

1991). Tais proteínas são responsáveis por mediar à formação de complexos entre laminina e 

colágeno IV in vitro (FOX et al., 1991; KOHFELDT et al., 1998). Entretanto o seu 

significado in vivo ainda não está completamente definido (SCHYMEINSKY et al., 2002). 

A hidrólise de componentes da membrana basal de capilares por SVMPs têm sido 

proposta como o mecanismo pelo qual estas enzimas induzem hemorragia (ESCALANTE et 

al., 2006). In vitro, as metaloproteases são capazes de degradar o matrigel, uma preparação 

formada pelas proteínas da MB, além de proteínas isoladas como laminina, fibronectina e 

colágeno tipo IV. A maioria dessas análises é realizada observando o padrão de degradação 
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dessas proteínas por SDS-PAGE tanto para metaloproteases hemorrágicas como não 

hemorrágicas (ESCALANTE et al., 2006; RUCAVADO et al., 1995). 

Estudos comparando a capacidade de hidrolisar componentes de MB de diferentes 

metaloproteases demonstraram que diferentes SVMPs atuam de maneiras diferentes sobre os 

componentes da MB, variando a especificidade, intensidade e o padrão de degradação 

afetando a estabilidade mecânica da MB em diferentes graus dependendo do efeito que esta 

degradação em particular exerce nas propriedades mecânicas da matriz. Escalante e 

colaboradores (2006) compararam a atividade proteolítica sobre componentes da MB de duas 

metaloproteases: a metaloprotease BaP1 da classe P-I, e a metaloprotease da classe P-III 

jararagina. Nestes estudos, os pesquisadores demonstraram que a BaP1 degradou 

preferencialmente as cadeias α e γ da laminina enquanto que a Jararagina degradou 

preferencialmente o nidogênio (ESCALANTE et al., 2006). 

Os vasos sanguíneos são formados por três camadas denominadas túnicas e sua 

composição varia de acordo com o tipo de vaso, mas em sua maioria é composto por 

colágeno, fibronectina e elastina (BOU-GHARIOS et al., 2004). Capilares e vasos sanguíneos 

são mais susceptíveis aos efeitos das peçonhas de serpentes, que agem alterando a 

permeabilidade vascular e desestabilizando as junções intercelulares permitindo o 

extravasamento de plasma e hemácias (BJARNASON; FOX, 1995). Vítimas de acidentes 

ofídicos apresentam sinais clínicos como hipoagregação e consumo intenso de fibrinogênio. 

Segundo Gutierrez e colaboradores (2005) o fluxo sanguíneo exercendo pressão mecânica 

sobre a parede dos vasos, associado à degradação dos componentes da MB, desempenham um 

papel importante na indução do processo hemorrágico in vivo (GUTIÉRREZ et al., 2005). 

Para manter a integridade vascular, o organismo desenvolveu mecanismos de defesas 

como a formação do coágulo de fibrina no local da lesão, evitando a perda excessiva de 

sangue. A conversão do fibrinogênio em fibrina é um dos passos chaves na formação e 

estabilização do coágulo, e fundamental na regulação do sistema hemostático. A 

polimerização da fibrina se dá após a clivagem do fibrinogênio em dois fibrinopeptídeos pela 

trombina (SCHERAGA, 2004). 

Sempre que um vaso sofre uma lesão, diferentes mecanismos são ativados para 

impedir a perda de sangue. Após uma lesão, a matriz extracelular é exposta, desencadeando o 

processo de formação de trombos pela ligação entre as fibras de colágeno exposto e as 

plaquetas circulantes. As plaquetas irão liberar potentes medidores, como ADP e tromboxano, 

que irão recrutar mais plaquetas para a formação do tampão plaquetário.  Em uma etapa 
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seguinte, o fibrinogênio é clivado pela trombina formando fibrina que é depositada no local da 

lesão fortalecendo o tampão plaquetário (BRAUD; BOM; WISNER, 2000).  

Muitas metaloproteases de serpentes são capazes de afetar a hemostasia degradando 

componentes da cascata de coagulação, degradando componentes da MB ou ativando fatores 

específicos da cascata de coagulação (BRAUD; BOM; WISNER, 2000). 

1.5. SVMPs e a resposta inflamatória 

A resposta inflamatória é um conjunto complexo de interações entre fatores solúveis e 

células que podem migrar para qualquer tecido em resposta a um evento traumático, infecções 

ou ferimentos (NATHAN, 2002). Esta resposta engloba uma sequência de eventos vasculares 

caracterizados pela vasodilatação e o aumento da permeabilidade vascular local com 

consequente extravasamento plasmático e efeitos celulares, com ativação de células 

fagocitárias residentes nos tecidos. (ROCHA; SILVA, 1978).  

O reconhecimento inicial da infecção é mediado por macrófagos e mastócitos 

residentes no tecido, conduzindo à produção de uma variedade de mediadores inflamatórios, 

incluindo as quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas e eicosanoídes (MEDZHITOV, 2008). 

O principal efeito destes mediadores é de permitir a formação de um exsudato inflamatório no 

local, no qual proteínas plasmáticas e leucócitos (principalmente neutrófilos) que são 

normalmente limitados aos vasos sanguíneos migram para o local da infecção (ou lesão), 

através das vénulas pós-capilares. Ao atingir o tecido afetado, os neutrófilos são ativados, 

sejam pelo contato direto com agentes patogênicos ou através da ação de citocinas secretadas 

pelas células residentes. Os neutrófilos tentam combater os agentes invasores liberando os 

conteúdos tóxicos de seus grânulos, que incluem espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

espécies reativas de nitrogênio. O conteúdo tóxico dos grânulos são efetores potentes que não 

discriminam entre os agentes infecciosos e o tecido residente, de forma que danos colaterais 

aos tecidos circundantes são inevitáveis (BARTON, 2008).  

Um processo inflamatório bem sucedido é resultado da eliminação dos agentes 

infecciosos seguidos por uma resolução e fase de reparação (NATHAN, 2002; BARTON, 

2008), caracterizada pela diminuição de agentes pró-inflamatórios, aumento de mediadores 

anti-inflamatórios e subsequente remoção de fluidos e detritos celulares pelo sistema linfático 

(SERHAN; SAVILL, 2005). Caso alguma etapa da resposta inflamatória não seja capaz de 

executar a sua função ou o progresso para a próxima etapa seja bloqueado, o processo 

inflamatório persiste e adquire um novo padrão, desenvolvendo uma inflamação crônica, com 

a formação de granuloma e fibroses (NATHAN, 2002).   
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CALIXTO, 1989; CHAVES; BARBOZA; GUTIÉRREZ, 1995; FARSKY et al., 1997; 

ZAMUNER et al., 2001; ZAMUNER; TEIXEIRA, 2002; OLIVO et al., 2007). 

Clissa e colaboradores (2001) demonstraram que a metaloprotease jararagina induz a 

produção de IL-1β e TNF-α. A IL-1β atua na ativação de linfócitos e adesão de leucócitos, 

além de regular a síntese de prostaglandinas, e o TNF-α (fator de necrose tumoral) atua 

induzindo a morte celular por apoptose, proliferação celular, diferenciação, inflamação, 

combate a tumores e replicação viral. 

Zychar e colaboradores (2010) demonstraram que a inibição de metaloproteases 

presentes na peçonha de B. jararaca previne o desenvolvimento da inflamação e dor em 

modelos murinos. Fernandes e colaboradores (2006) verificaram um aumento dos níveis de 

IL-1β e TNF-α na cavidade peritoneal de camundongos induzido pela metaloprotease BaP1 

isolada da peçonha de B.asper.  

Estudos realizados demonstraram que o edema induzido pelo envenenamento por 

serpentes da espécie B. jararaca tem origem inflamatória, mediada por metabólitos do ácido 

araquidônico (prostaglandinas e leucotrienos), sendo as metaloproteases responsáveis pela 

indução desses efeitos (TEIXEIRA et al., 2005). Fernandes e colaboradores (2006) 

demonstraram que a injeção da metaloprotease BaP1 na cavidade peritoneal de camundongos 

induziu uma reação inflamatória local caracterizada pelo acúmulo de leucócitos e liberação de 

citocinas inflamatórias (FERNANDES et al. 2006). 

1.6. SVMPs: potencial terapêutico e aplicações  

As peçonhas de serpentes Viperidae e Crotalidae contêm uma grande variedade de 

proteínas e peptídeos que afetam o sistema hemostático. Tais proteínas induzem seus efeitos 

ativando ou inativando etapas do sistema hemostático, como por exemplo, as nucleotidases, 

que são potentes inibidores da agregação plaquetária (BRAUD; BOM; WISNER, 2000). 

As metaloproteases têm sido descritas como ativas sobre a hemostasia, degradando fatores 

da coagulação ou proteínas de células endoteliais, e em outros casos, ativando fatores específicos 

da cascata de coagulação ou da fibrinólise. SVMPs que afetam a função hemostática provaram 

serem ferramentas úteis na elucidação de mecanismos fisiológicos, em diagnósticos clínicos e têm 

sido utilizados como agentes antitrombóticos (HUTTON; WARRELL, 1993). 

Quando as metaloproteases fibrinolíticas foram primeiramente isoladas a partir de 

peçonhas, foi sugerida uma aplicação clínica para estas enzimas no tratamento de trombos 

devido à baixa susceptibilidade a inibidores de proteases presentes no soro humano. No 

decorrer dos anos, inúmeras SVMPs fibrinolíticas foram isoladas e caracterizadas a partir de 
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diferentes peçonhas de serpentes. A atividade hemorrágica das enzimas fibrin(ogen)olíticas é 

um fator relevante no que diz respeito à potencial utilização clínica destas enzimas, de forma 

que SVMPs fibrin(ogen)olíticas que exibem baixa ou nenhuma atividade hemorrágica 

apresentam maior potencial para o desenvolvimento de fármacos para o tratamento de 

pacientes com doenças vasculares (DEITCHER; TOOMBS, 2006; SAJEVIC et al., 2011).  

Fibrolase, uma metaloprotease fibrinolítica isolada da peçonha de Agkistrodon 

contortrix contortrix, demonstrou atividade proteolítica direta sobre o fibrinogênio 

(DEITCHER; TOOMBS, 2006), e ao contrário do ativador de plasminogênio e da 

estreptoquinase que ativam plasmina para degradar coágulos de fibrina, a fibrolase atua 

diretamente sobre os coágulos de fibrina. O potencial clínico desta enzima está sendo 

explorado na sua forma recombinante, que avançou para a Fase III do ensaio clínico sob o 

nome alfimeprase. Os estudos in vivo demonstraram que a lise do coágulo pela alfimeprase é 

até 6 vezes mais rápida do que a lise observada com ativadores de plasminogênio 

(MARKLAND; SWENSON, 2012). 

Outra função importante das SVMPs é a ativação de protrombina. Os ativadores de 

protrombina de peçonha podem ser subdivididos em quatro classes: A, B, C e D (JOSEPH; 

KINI, 2001; KINI, 2005). Os grupos A e B são metaloproteases, enquanto os grupos C e D 

são serinoproteases (KINI, 2005). Os representantes do grupo A não requerem cofatores, tais 

como cálcio, fosfolipídios ou outras proteínas, para a ativação de protrombina. O ativador de 

protrombina melhor caracterizado é ecarina, isolado da peçonha de Echis carinatus. A enzima 

é uma SVMP da classe P-III, que cliva seletivamente a ligação Arg322-Ile323 da protrombina 

liberando meizotrombina. A meizotrombina por autocatálise produz então trombina 

(MARKLAND; SWENSON, 2012). Em laboratórios, a ecarin tem sido usada para medir 

níveis de protrombina no plasma (BRAUD; BOM; WISNER, 2000).  

Outra importante atividade biológica das SVMPs é a sua capacidade de coagulação do 

sangue por meio da ativação do Fator X (FX). De forma similar às SVMPs ativadoras de 

protrombina, metaloproteases conversoras do fator X, têm sido utilizadas para medir a 

concentração de FX no plasma e também para distinguir deficiências de fator VII e FX 

(BRAUD; BOM; WISNER, 2000). 

As SVMPs parecem ser ferramentas úteis para investigar os mecanismos da 

coagulação sanguínea e têm sido extensivamente usadas no desenvolvimento de testes e 

diagnóstico. Além disso, estas enzimas parecem ser interessantes modelos moleculares para o 

desenvolvimento de novos agentes terapêuticos e medicamentos (MARKLAND; SWENSON, 

2012; BRAUD; BOM; WISNER, 2000).  
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1.7. Proteômica de peçonhas de serpentes 

Proteômica é o estudo sistemático das propriedades de diversas proteínas 

paralelamente, com o objetivo de proporcionar uma descrição detalhada da estrutura, função e 

do controle de sistemas biológicos (PATTERSON; AEBERSOLD, 2003). 

A caracterização de peçonhas por meio de técnicas proteômicas é útil na análise de 

isoformas de toxinas, bem como os efeitos de regulação do gene de expressão de proteínas 

por meio da comparação da abundância relativa de proteínas na peçonha de diferentes 

indivíduos da população de uma mesma espécie (CALVETE et al., 2007). Proteomas de 

peçonhas também podem ser empregados para a identificação de espécies independentemente 

da origem geográfica e características morfológicas (SERRANO  et al., 2005; Furtado et al., 

2006). A aplicação de técnicas proteômicas para caracterizar a grande variabilidade molecular 

dentro das famílias de toxina pode contribuir para uma compreensão mais profunda dos 

efeitos biológicos decorrentes do envenenamento, além de auxiliar na elaboração de 

protocolos de imunização mais eficientes, resultando em tratamentos e soros antiofídicos com 

maior especificidade e mais eficazes do que os sistemas convencionais (GUTIÉRREZ et al., 

2009). A abordagem utilizada por diferentes pesquisadores inicia com o fracionamento da 

peçonha bruta por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) de fase reversa, seguindo 

da caracterização inicial de cada fração proteica por combinação de técnicas de 

sequenciamento do N-terminal, SDS-PAGE, determinação das massas moleculares e por 

espectrometria de massas. As proteínas são separadas, submetidas à digestão tríptica in-gel, e 

os peptídeos trípticos resultantes são então analisados por MALDI-TOF/TOF, seguido por 

determinação da sequência de aminoácidos (FOX; SERRANO, 2008; CALVETE et al., 

2007). Kohlhoff e colegas (2012) utilizaram o fracionamento por RP-HPLC seguido pela 

caracterização das frações por SDS-PAGE e identificação das proteínas por MALDI-TOF 

para realizarem o proteoma da peçonha das serpentes Bothrops atrox, B. barnetti and B. 

pictus (KOHLHOFF et al., 2012). De forma similar, Rey-Suárez e colaboradores (2011) 

reportaram o proteoma da peçonha da serpente Micrurus mipartitus. Os autores iniciaram a 

caracterização da peçonha com o fracionamento em RP-HPLC, seguida por SDS-PAGE, 

digestão tríptica em gel e identificação por espectrometria de massas por MALDI ou ESI, e 

atribuição das famílias de proteínas conhecidas por similaridade (REY-SUÁREZ et al., 2011). 

A caracterização detalhada das peçonhas de serpentes fornece um catálogo abrangente 

das toxinas secretadas nas peçonhas, que representam uma ferramenta biotecnológica valiosa 

para o estudo de processos fisiológicos (SERRANO  et al., 2005; FOX; SERRANO, 2005; 
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6. CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho apresentou resultados importantes relacionados às características 

bioquímicas, estruturais e funcionais de uma metaloprotease da classe P-I isolada da peçonha 

de Botrops pirajai. Os resultados apresentados acrescentam informações relevantes que 

poderão melhorar a compreensão da relação entre estrutura e efeitos biológicos para essa 

classe de toxina considerada uma das principais responsáveis pelos efeitos locais decorrentes 

do acidente ofídico. Os resultados obtidos demonstram que: 

• A BpirMP é uma metaloprotease da classe P-I com massa molecular de 23,0 kDa, de 

cadeia única como apresentado na SDS-PAGE.  

• É uma enzima capaz de degradar as cadeias Aα e Bβ do fibrinogênio não apresentando 

atividade sobre a cadeia γ.  

• A metaloprotease degradou coágulos de fibrina e trombos in vitro, além de ser incapaz 

de coagular o plasma.  

• A BpirMP é uma enzima relativamente estável frente a variações de temperatura e pH, 

apresentando redução significativa da sua atividade proteolítica em temperaturas superiores a 

60 ºC e pHs ácidos (pHs 3,0 e 4,5).  

• A atividade proteolítica da metaloprotease foi significativamente reduzida na presença 

de agentes quelantes como EDTA, EGTA e 1,10-Fenantrolina e também na presença de 

agentes redutores (β-mercaptoetanol e DTT) confirmando a importância da estrutura 

tridimensional para a atividade catalítica da molécula. Na presença de inibidores específicos 

para serinoproteases (benzamidina, leupeptina e aprotina) não ocorreu alterações na atividade 

proteolítica da enzima.  

• A BpirMP é uma metaloprotease fracamente hemorrágica com DHM de 50 µg. 

• A metaloprotease BpirMP é capaz de degradar componentes da MB tanto in vitro 

como in vivo, com diferente especificidade em relação aos diferentes componentes da MB. A 

atividade da enzima mostrou-se mais evidente sobre a laminina, fibronectina e nidogênio em 

relação ao colágeno tipo IV, principalmente quando comparada à atividade da metaloprotease 

BaP1. Dessa forma, o baixo potencial hemorrágico da toxina deve estar relacionado à sua 

baixa atividade proteolítica sobre o colágeno tipo IV.  

• Os resultados obtidos sugerem que a BpirMP participa ativamente da resposta 

inflamatória decorrente do envenenamento, induzindo a formação de edema de pata em ratos 
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mediado principalmente por metabólitos do ácido araquidônico via ciclooxigenases e aminas 

biogênicas, como a histamina.  

• Além do edema, a BpirMP reduziu significativamente o limiar nociceptivo dos 

animais.  

• Ademais, a BpirMP induziu a migração de leucóticos para a cavidade peritoneal de 

camundongos. 

• BpirMP é capaz de induzir lesão moderada em diferentes tecidos (muscular, renal, 

cardíaco, esplênico e pulmonar) visualisados pela análise histológica.  

• O mecanismo pelo qual a BpirMP induz os efeitos patológicos locais não está 

totalmente esclarecido, sugerindo um mecanismo indireto, talvez pela ação sobre os 

componentes da membrana basal dificultando a regeneração tecidual após a lesão decorrente 

do envenenamento. 

• A sequência parcial de aminoácidos e a estrutura tridimensional da BpirMP apresentou 

alta identidade com outras metaloproteases do gênero Bothrops. A molécula possui os 

resíduos de histidina do sítio ativo, altamente conservados, além da sequência consenso 

HELGHNLGMEH e o Met-turn (CVM) adjacente ao sítio catalítico. 

O conhecimento da composição proteica das peçonhas, assim como o papel de seus 

diversos componentes durante o envenenamento, auxilia no desenvolvimento de tratamentos 

mais específicos e eficazes de vítimas de acidentes ofídicos. A metaloprotease BpirMP 

mostrou-se fracamente hemorrágica porém ativa sobre fatores da coagulação sanguínea como 

a fibrina, degradando coágulos de sangue in vitro, sugerindo uma potencial aplicação desta 

toxina para o tratamento de desordens da coagulação e como modelo para o desenvolvimento 

de novos fármacos trombolíticos. Assim, o isolamento e a ampla caracterização funcional e 

estrutural de metaloproteases tornam-se importantes ferramentas para novos estudos sobre as 

SVMPs e suas possíveis aplicações terapêuticas e biotecnológicas. 
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