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As serpentes sempre exerceram no ser humano um fascínio que 

transcende da cultura popular às bancadas acadêmicas. Estudos sobre a 

composição e caracterização funcional das substâncias que compõem as 

peçonhas secretadas pelas serpentes destacam-se entre os mais citados em 

revistas na área de Toxinologia. Isso porque essas peçonhas constituem um 

verdadeiro arsenal bioquímico de proteínas e peptídeos biologicamente ativos que 

despertam interesse tanto no que diz respeito ao conhecimento da sua 

participação na fisiopatologia do envenenamento, bem como em uma possível 

aplicação terapêutica para alguns de seus componentes isolados. 

As peçonhas das serpentes são provavelmente, as mais complexas de 

todas as peçonhas animais conhecidas, contendo 20 ou mais componentes 

diferentes, sendo que mais de 90% do seu peso seco corresponde a proteínas.  

As peçonhas das serpentes do gênero Bothrops (Família viperidae) 

possuem toxinas enzimáticas (metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A2, 

L-aminoácido oxidase, fosfodiesterases, colinesterases, hialuronidases, ATPases, 

NAD nucleosidases, catalases, aminotransferases e β-glucosaminidases) e as 

toxinas não enzimáticas (cardiotoxinas, citotoxinas, fatores de crescimento 

vascular e neural, lectinas tipo-C, inibidores e peptídeos desintegrinas) . Essa 

gama de componentes atua sobre os sistemas da vítima, produzindo dano 

tecidual local que incluem sintomas como dor, edema, necrose, e distúrbios 

sistêmicos como coagulopatias, hemorragia e falência renal. Pesquisadores 

sugerem que esses processos são parte de uma estratégia que as serpentes 

utilizam para imobilizar as presas, no entanto, toxinas provavelmente também 

contribuem para aumentar a permeabilidade do tecido alvo para outros 

componentes da peçonha.  

Entre os constituintes biologicamente ativos destacam-se as 

metaloproteases denominadas na literatura de Snake Venom Metalloproteinases 

(SVMPs).  Essas enzimas apresentam dependência de íons metálicos como o 

zinco para exercerem a sua atividade catalítica. Apresentam uma diversidade 

estrutural a qual confere às mesmas a capacidade de interferir em diversos 

sistemas celulares, afetando a hemostasia de diferentes maneiras. De modo 

geral, o mecanismo de ação das SVMPs está relacionado à proteólise de 
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componentes da matriz extracelular, proteínas plasmáticas, proteínas de 

membrana celular e à interação com receptores específicos, como integrinas de 

superfície de plaquetas, células endoteliais e fibroblastos, ativando ou inibindo a 

resposta celular. Esses efeitos podem resultar em várias alterações 

fisiopatológicas tais como inflamação, inibição da agregação plaquetária, 

apoptose e hemorragia. 

No presente trabalho são demonstrados os processos de purificação e 

caracterização bioquímica e funcional de duas SVMPs provenientes das 

peçonhas das serpentes Bothrops pauloensis e Bothrops leucurus. 

O capítulo I consiste em uma fundamentação teórica sobre a composição 

das peçonhas das serpentes, suas ações biológicas e o mecanismo de ação das 

SVMPs na fisiopatologia do envenenamento.  

O capítulo II apresenta o isolamento e caracterização bioquímica e 

funcional de uma SVMP denominada Botropoidina; uma metaloprotease 

hemorrágica da classe P-III proveniente da peçonha de Bothrops pauloensis. Esta 

enzima apresentou atividade proteolítica sobre as cadeias Aα e Bβ do 

fibrinogênio, azocaseína e fibrina. Foi capaz de tornar o sangue de camundongos 

incoagulável e apresentou uma alta atividade hemorrágica quando inoculada em 

baixas doses. Esta enzima ácida, também foi capaz de degradar colágeno tipo IV, 

fibronectina, inibir fortemente a agregação plaquetária principalmente induzida 

pelo colágeno e interferir na viabilidade e adesão celular em cultura de células 

endoteliais. Botropoidina demonstrou ser um dos principais componentes da 

peçonha de Bothrops pauloensis responsáveis pelos danos tanto locais, quanto 

sistêmicos causados no envenenamento por este tipo de serpente.  

No capítulo III são apresentados os resultados de isolamento, 

caracterização bioquímica e funcional de outra metaloprotease denominada  

BleucMP.  Uma SVMP não hemorrágica da classe P-I proveniente da peçonha de 

Bothrops leucurus. Esta enzima também demonstrou uma forte atividade 

proteolítica, sendo capaz de degradar tanto a cadeia Aα quanto Bβ do 

fibrinogênio. Apresentou eficiência sobre substratos como azocaseína e fibrina, 

causou incoaguabilidade sanguínea, mostrando assim uma ação direta na 

cascata de coagulação. No entanto, não foi capaz de induzir a hemorragia mesmo 
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em doses elevadas e, apesar de apresentar uma ação edematogênica e 

inflamatória, revelou ser pouco tóxica, mesmo com doses mais elevadas, nos 

resultados dos testes tanto in vivo quanto in vitro.   

Os dados apresentados neste trabalho nos levam a confrontar a atividade 

das SVMPs das classes P-I e P-III, revelando a participação direta destas 

enzimas nos danos causados por envenenamento ofídicos e revelando que o 

quadro geral do envenenamento é uma consequência da ação sinérgica dos 

diversos componentes que são inoculados quando da ocorrência do acidente 

ofídico.  

Todos os capítulos deste trabalho foram redigidos de acordo com as 

normas do Programa de Pós-Graduação em Genética e Bioquímica da 

Universidade Federal de Uberlândia (Anexo I). 
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1111----Serpentes: ASerpentes: ASerpentes: ASerpentes: Aspectos evolutivos,spectos evolutivos,spectos evolutivos,spectos evolutivos,    cccclassificaçãolassificaçãolassificaçãolassificação    e epidemiologiae epidemiologiae epidemiologiae epidemiologia    

Desde os primórdios que as serpentes têm exercido no homem um fascínio 

que transcende da mitologia e cultura popular (contos e crenças) às pesquisas 

científicas. Estes estudos, há várias décadas, têm demonstrado a relação 

estrutura e função de seus componentes, principalmente no entendimento de 

suas ações no envenenamento e de suas aplicações nas áreas clínica e 

biotecnológica (RAMOS & SELISTE-DE-ARAUJO, 2006). 

As serpentes são símbolos em diversos eventos e fatos ao longo dos 

milhares de anos. Por exemplo, na religião, em que a serpente induz os primeiros 

humanos a provarem do fruto da sabedoria no jardim do Éden e assim poderiam 

ser iguais a Deus (O Criador). Ou na simbologia, quando Deus pede para que 

Moisés faça e pregue num cajado a imagem de uma serpente e todos àqueles 

que olhassem para a serpente suspensa no cajado ficariam curados. Supõe-se 

que esta serpente do cajado faz alusão à crucificação do Cristo. 

Na mitologia grega, a serpente também é um símbolo como demonstrado 

no segundo trabalho realizado por Hércules retratado como “O combate com a 

Hidra de Lerna”. A Hidra de Lerna era um animal fantástico da mitologia grega, 

com corpo de dragão e sete cabeças de serpente (Figura 1). Segundo o conto 

mitológico, esta serpente era tão venenosa que era capaz de matar o homem 

apenas com o seu hálito. Após vencer a batalha contra este mito, Hércules 

banhou as suas lanças no sangue das serpentes para tomar posse do poderoso 

veneno e assim continuar as suas batalhas. Para a maioria dos povos (do 

ocidente ao oriente), as serpentes desempenham um papel multiforme de 

simbologia, sendo o elo entre o bem e o mal, aquele que pode curar ou matar 

(símbolo proposto pela medicina), animal frio, astuto, que anda rastejando sobre a 

terra e que possui um potente veneno (http://pt.wikipedia.org/wiki/Serpente).  
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Figura 1- Hidra de Lerna. O segundo trabalho realizado por Hércules e 

imagem da Bíblia Sagrada. 

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Serpente_(simbologia), acessado em 

10/10/2012. 

 
Cientificamente existem algumas teorias sobre a origem das serpentes, 

indicando que estas surgiram no período cretáceo há cerca de 135 milhões de 

anos e demonstram ter uma ancestralidade com os lagartos varanídeos extintos; 

Eram aquáticas e viviam em ambiente marinho. No entanto, ainda há contradição 

quanto à verdadeira ancestralidade das serpentes. Atualmente elas são 

agrupadas junto com os lagartos na ordem Squamata, que compõe a classe dos 

répteis (KOCHVA, 1986; COATES & RUTA, 2000; CARDOSO et al., 2003). No 

mundo existem aproximadamente 3000 espécies de serpentes catalogadas, 

sendo que destas cerca de 20% são peçonhentas e estão distribuídas em 

diferentes famílias (SAJEVIC et al., 2011). 

As serpentes peçonhentas de ocorrência na fauna brasileira estão 

distribuídas nas famílias Viperidae e Elapidae. Estas famílias são formadas pelos 

gêneros Bothrocophias, Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus. Com base na 

reclassificação recente proposta pela Sociedade Brasileira de Herpetologia 

(BÉRNIUS & COSTA, 2012), as serpentes peçonhentas brasileiras pertencentes 
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ao gênero Bothrops compreendem aproximadamente 30 espécies distribuídas em 

todo território nacional. Habitam geralmente locais úmidos, podendo ser 

encontradas em zonas rurais e periferias de grandes cidades. Possuem hábitos 

noturnos e a maioria é terrícola; São conhecidas comumente por: jararaca, 

jararacuçu, urutu, cotiara, boca-de-sapo entre outros. As principais serpentes do 

gênero Bothrops de ocorrência no Brasil são Bothrops atrox, Bothrops 

jararacussu, Bothrops pirajai, Bothrops moojeni, Bothrops leucurus, Bothrops 

neuwiedi, Bothrops erythromelas, Bothrops jararaca, Bothrops alternatus 

(CARDOSO et al., 2003, VALLE & BRITTES, 2008, BÉRNILS & COSTA, 2012). 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde o envenenamento 

ofídico é um problema de saúde pública sendo considerado como uma das 

doenças negligenciadas. Anualmente são registrados mais de 2,5 milhões de 

acidentes ofídicos com serpentes em todo o mundo. Destes, cerca de 100.000 

resultam em casos fatais (CHIPPAUX, 1998; KASTURIRATNE, 2008). 

Dados obtidos no site do Ministério da Saúde relatam que em 2011 foram 

notificados 30.836 casos de acidentes ofídicos em todo o território brasileiro. 

Sendo que 88% foram atribuídos ao gênero Bothrops, enquanto que os acidentes 

crotálicos, laquéticos e elapídicos correspondem a, respectivamente, 9%, 2,5% e 

0,5% do total notificado (Ministério da Saúde).  

O número de casos de ofidismo no Brasil varia de acordo com a região 

(mais elevados nas regiões norte e nordeste) e com as épocas do ano, 

aumentado o número de acidentes no período das chuvas e de altas 

temperaturas, coincidindo com o período de maior atividade humana no campo. 

Os acidentes acometem com maior frequência adultos e jovens do sexo 

masculino. Nas regiões Sul e Sudeste, os acidentes ocorrem em maior 

quantidade no período de janeiro a abril. Já nas regiões Norte, Nordeste e Centro-

Oeste, esta variação não é tão evidente (CARDOSO et al., 2003).  
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2222----Composição das Peçonhas das Serpentes Composição das Peçonhas das Serpentes Composição das Peçonhas das Serpentes Composição das Peçonhas das Serpentes     

Serpentes peçonhentas são aquelas que produzem peçonha em glândulas 

e possuem um aparelho especializado para a inoculação desta substância. A 

glândula responsável pela produção da peçonha das serpentes certamente 

evoluiu de outras glândulas salivar da família dos répteis. Estas glândulas 

produzem uma secreção salivar que auxilia no processo de lubrificação e digestão 

dos alimentos (Figura 2). Assim as serpentes são classificadas de acordo com o 

tipo de dentição como: Áglifa, Opistóglifa, Proteróglifa, Solenóglifa.  

� Áglifa: Dentição característica das serpentes sem aparelho 

inoculador de peçonha. A glândula supralabial produz uma secreção 

destinada a lubrificar o alimento. Estas serpentes atacam 

geralmente, por constrição. 

� Opistóglifa: Dentição característica de determinadas espécies de 

serpentes, cujos dentes inoculadores de peçonha se encontram na 

parte posterior do maxilar superior, apresentando, assim, perigo 

reduzido para o homem. Dentição característica de alguns membros 

da família Colubridae como a falsa-coral. A glândula de Duvernoy 

presente nestas serpentes produzem substâncias destinadas à 

digestão.  

� Proteróglifa: Dentição característica das serpentes da família 

Elapidae.  Apresentam dois dentes inoculadores de peçonha na 

parte anterior do maxilar superior, de caráter marcadamente forte e 

que estão conectados com a glândula venenífera. Como exemplo 

podemos citar as corais verdadeiras (Micrurus). 

� Solenóglifa: Dentição característica das serpentes da família 

Viperidae. Os membros desta família possuem dois dentes 

extremamente grandes que se projetam para fora no momento de 

inoculação da peçonha. Esta dentição é caracterizada por ser forte e 

está ligada diretamente com a glândula venenífera. Tais 

características são atribuídas ao processo evolutivo das serpentes e 

fazem com que as serpentes que apresentam este tipo de dentição 
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adquiram maior eficácia na inoculação da sua peçonha nas presas. 

(KOCHVA, 1986; CARDOSO et al., 2003). 

  

  

Figura 2: Representação do processo evolutivo da dentição das serpentes. 

(A) Dentição Áglifa, (B) Dentição Opistóglifa, (C) Dentição Proteróglifa, (D) 

Dentição Solenóglifa. (gsl) = glândula supralabial; (gD)= glândula de 

Duvernoy;  (gv)= Glândula venenífera. (Fonte: CARDOSO et al., 2003).  

 

Ao longo do processo evolutivo, as glândulas que eram responsáveis pela 

produção de uma secreção composta de substâncias digestivas foram acrescidas 

de outros componentes biologicamente ativos, tais como enzimas que interferem 

em vários eventos celulares, componentes não enzimáticos capazes de interferir 

na hemostasia e componentes não proteicos. Sendo assim, as peçonhas das 

serpentes que eram utilizadas para paralisar e digerir as presas, também passou 

a ter uma ação de defesa contra predadores.  

As peçonhas de serpentes encontram-se entre os materiais biológicos de 

maior interesse científico, tendo em vista a sua imensa variabilidade de 

substâncias com alto potencial farmacológico. Na última década mais de 4.500 
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artigos relacionados ao referido assunto foram publicados em revistas 

especializadas em Toxinologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).  

Aproximadamente 90% do peso seco das peçonhas ofídicas é 

representado por proteínas com atividade enzimática (acetilcolinesterases, 

aminotrasferases, ADPases, ATPases, catalases, fosfolipases A2, hialuronidases, 

L-aminoácido oxidades, metaloproteases, serinoproteases); proteínas não 

enzimáticas (ativador de Proteína C, fatores de crescimento, inibidores do 

complexo protrombina, precursores de peptídeos bioativos, lectinas, inibidores 

enzimáticos e desintegrinas); além de componentes orgânicos de baixa massa 

molecular (carboidratos, nucleotídeos, aminas, lipídeos e aminoácidos livres) e 

componentes inorgânicos (RAMOS & SELISTE-DE-ARAUJO, 2006; KANG et al., 

2011).  

As serinoproteases e metaloproteases são as principais enzimas 

proteolíticas presentes nas peçonhas da família Viperidae. Análises de 

transcriptoma e proteômica têm demonstrado que estas proteases representam 

cerca de 40% da porção protéica enzimaticamente ativa. Estas enzimas têm 

como alvo preferencial o sistema hemostático humano e de muitos outros 

mamíferos; são capazes de estimular ou inibir o mecanismo hemostático, 

incluindo a cascata de coagulação sanguínea, fibrinólise, hipotensão, integridade 

vascular e função plaquetária. Dentre as principais ações dessas enzimas sobre o 

sistema hemostático, destacam-se principalmente a sua capacidade de degradar 

o fibrinogênio e fibrina (enzimas fibri(ogen)oliticas), ativar os fatores V, X, proteína 

C, antitrombina e plasminogênio, inibir ou ativar a agregação plaquetária, bem 

como apresentarem atividade semelhante a calicreína plasmática (Figura 3). Além 

disto, as metaloproteases são potentes enzimas que apresentam capacidade de 

degradar componentes da membrana basal (colágeno, fibronectina, laminina) e 

por consequência promover o extravasamento sanguíneo (hemorragia). Estas 

proteases são as principais responsáveis pelo sangramento tanto local quanto 

sistêmico causado pelo envenenamento ofídico (MARKLAND, 1998; WHITE, 

2005; SELISTRE-DE-ARAUJO & FERREIRA DE SOUZA, 2007; BERGER et al., 

2008; TASHIMA et al., 2008; TERRA et al., 2009; ESCALANTE et al., 2011; 

SAJEVIC et al., 2011; RODRIGUES et al., 2012). 
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Figura 3: Representação simplificada da cascata de coagulação, fibrinólise e 

agregação plaquetária. Estes eventos constituem os principais focos de 

ação das enzimas proteolíticas serinoproteases e metaloproteases das 

peçonhas de serpentes. (Fonte: SAJEVIC et al., 2011). 

 

3333----Metaloproteases Metaloproteases Metaloproteases Metaloproteases     

Metaloproteases são enzimas hidrolíticas do tipo endopeptidases 

(E.C.3.4.24) que dependem da ligação de um metal, geralmente o zinco, em seu 

sítio catalítico para manifestação de suas atividades. Estas enzimas ocorrem 

amplamente de bactérias até mamíferos e estão distribuídas em três níveis 

hierárquicos (Tribo, Clan e Famílias). Esta divisão é baseada em sequências 

consenso contendo resíduos de aminoácidos que participam em motivo de 

ligação do zinco, sítios de ligação do substrato, e ou motivos envolvidos na 

catálise (GOMIS-RÜTH et al., 2003, GOMIS-RÜTH et al., 2012).  
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As metaloproteses estão distribuídas em três tribos (Inverzincinas, Zincinas 

e αβα-exopeptidases).  A tribo Zincina possui seis clans dentre os quais está o 

clan Metizincina que possui nove famílias (Astacinas, Serralisinas, 

Archaemetzincinas, Leishmanolisinas, Snapalisinas, Pappalisinas, Fragilisinas, 

Matrixinas e Adamalisinas). As adamalisinas incluem as metaloproteases de 

peçonhas de serpentes as SVMPs (SVMPs – Snake Venom Metalloproteinases), 

as metaloproteases ADAMs (ADAMs – A Disintegrin And Metalloprotease) e 

ADAMTs (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin motifs). As 

SVMPs, ADAMs e ADAMTs apresentam similaridade estrutural e  formam a 

subfamília “Reprolysins” (Figura 4) (BODE et al., 1993; FOX & SERRANO, 2005; 

RAMOS & SELISTE-DE-ARAUJO, 2006; GOMIS-RÜTH et al., 2003, GOMIS-

RUTH et al., 2012; TAKEDA et al., 2012).  

Estruturalmente as metaloproteases do Clan “Metzincina” são 

caracterizadas por apresentarem uma sequência consenso (HEBXHXBGBXH) 

com três resíduos de histidina (H) que estão ligados ao íon zinco (Zn++) e uma 

sequência (CIMXP) localizada abaixo do sítio catalítico denominada de “Met-turn”, 

contendo uma metionina (M) que forma uma base hidrofóbica sob o centro ativo 

da hélice e da cavidade de ligação do substrato. O glutamato (E) que se encontra 

inserido no sitio catalítico, no momento da catálise enzimática recebe o próton de 

hidrogênio da molécula de água ligada ao zinco, formando uma região polarizada 

e promovendo o ataque nucleofílico à ligação peptídica (Figura 5) (BODE et al., 

1993; RAMOS & SELISTE-DE-ARAUJO, 2006; GOMIS-RÜTH et al., 2003, 

GOMIS-RÜTH et al., 2012).  Como já comentado as metaloproteases dependem 

diretamente do íon zinco na estrutura do seu sítio catalítico para exercerem sua 

função enzimática, sendo assim, estas enzimas são diretamente inibidas por 

agentes quelantes. 
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Figura 4: Representação dos níveis de hierarquia das metaloproteases: 

Classe, Tribo, Clã e Família. Motivos de consenso (HEXXH) encontrado em 

todos os membros do clã “Metzincins”. (Fonte: GOMIS-RÜTH et al., 2012).  

 

As metaloproteases são secretadas como zimogênios e são ativadas 

geralmente por hidrólise de um pró-domínio através de um mecanismo conhecido 

como “cysteine-switch”. Neste mecanismo, o grupo tiol de um resíduo de cisteína 

presente numa sequencia altamente conservada (PKMCGVT), adjacente ao 

domínio protease, está coordenado ao íon zinco do sítio ativo, dessa forma 

bloqueando a função enzimática. O complexo simultaneamente bloqueia o sítio 

ativo e provavelmente exclui a água da esfera de coordenação do átomo de zinco. 

Todas as SVMPs ativas possuem uma molécula de água inserida no sitio 

catalítico que é essencial para a catálise.  

O domínio catalítico da protease é representado pelo zinco catalítico ligado 

por três resíduos de histidina presentes na sequência de consenso 



 

15 

 

HEXXHXXGXXH formando um sítio ativo em hélice. A porção N-terminal da 

protease madura começa na alça à esquerda da molécula. No modelo de 

zimogênio a região N-terminal é alongada por um pró-peptídeo que possui a 

sequência PKMCGV, onde o grupo tiol de uma cisteína se liga ao zinco do sítio 

catalítico. A interrupção da interação cisteína-zinco causa ativação da molécula, 

mecanismo “cysteine-switch” (Figura 5). 

A ativação fisiológica das metaloproteases é provavelmente iniciada por 

proteases que clivam sítios específicos dentro do pró-peptídeo, mas a ativação 

final das metaloproteases para a forma madura requer a retirada do pró-peptídeo 

inteiro por um mecanismo de autólise. Estas metaloproteases também podem ser 

ativadas por agentes oxidantes, surfactantes, metais pesados, entre outros, que 

modificam o resíduo de cisteína e dessa forma promovem a desestabilização da 

ligação do zinco com o grupo tiol da cisteína ativando a enzima (BODE et al., 

1993; GRAMS et al., 1993; RAMOS & SELISTE-DE-ARAUJO, 2006). 

 

Figura 5: Estrutura tridimensional do sitio catalítico das metaloproteases do 

clan “Metzincin”. Representação da ligação da cisteína do pró-domínio 

metaloprotease com o íon zinco, impedindo a ligação com a molécula de 

água; Mecanismo cysteine-switch (Fonte: RAMOS & SELISTE-DE-ARAUJO, 

2006).   
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4444----MetaloproteaseMetaloproteaseMetaloproteaseMetaloproteases de peçonhas de serpentess de peçonhas de serpentess de peçonhas de serpentess de peçonhas de serpentes 

As metaloproteases presentes nas peçonhas de serpentes (SVMPs) são 

sintetizadas na forma de pró-enzimas (zimogênios) contendo diferentes domínios 

estruturais e esses desempenham funções que as auxiliam no direcionamento, 

inativação e toxicidade (RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; FOX & 

SERRANO, 2008). As SVMPs podem apresentar os seguintes domínios: peptídeo 

sinal, pró-domínio, domínio metaloprotease, interdomínio e dependendo da classe 

podem conter também domínios tipo desintegrina, rico em cisteína e domínio 

lectina. 

O domínio peptídeo sinal é constituído por uma sequência com cerca de 20 

resíduos de aminoácidos, na sua maioria são hidrofóbicos e tem como função 

direcionar a proteína para a localização celular ou ser secretada; o pró-domínio 

possui aproximadamente 200 resíduos de aminoácidos e contém a sequência 

PKMCGVT, a qual se liga ao zinco catalítico e proporciona a inativação da enzima 

pelo mecanismo “cysteine-switch”. O domínio metaloprotease apresenta uma 

sequência de 200 a 210 resíduos de aminoácidos. Nesse domínio está presente o 

motivo ligante de zinco (HEXXHXXGXXH) e a sequência (CIMXP) onde se 

encontra um resíduo de metionina Met (met-turn) que provavelmente seja 

responsável por manter a estabilidade da estrutura para favorecer a ligação do 

zinco (Figura 5) (FOX & SERRANO, 2005; RAMOS & SELISTRE, 2006). 

O domínio catalítico das SVMPs apresenta duas sequências consenso 

(H142E143XXH146XXG149XXH152 e A95Q96L97L98T99), bem como resíduos de 

cisteínas conservados Cys (117, 157, 159,164, 181) os quais podem estar 

envolvidos em ligações dissulfeto (WATANABE et al.,2003; AKAO et al., 2010). 

Topologicamente, o domínio catalítico das SVMPs são classificados como 

proteínas  α/β com aparência de um “open-sandwich”, sendo a estrutura terciária 

composta por um subdomínio maior (N-terminal) o qual possui 4 α-hélices e 5 

folhas β e um subdomínio menor (C-terminal) o qual é formado por uma única  α-

hélice e vários loops.  Estes subdomínios são separados por um canal hidrofóbico 

onde se localiza o sítio ativo e são unidos por duas ou três pontes dissulfeto 

(GOMIS-RÜTH et al., 1994; WATANABE et al.2003). 
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Estudos estruturais demonstram que a catálise enzimática das SVMPs  

requer a presença de uma molécula de água localizada entre o grupo carboxílico 

do Glu catalítico e o íon zinco provocando um aumento da polarização na região 

do sítio catalítico, isto possibilita a transferência de um próton da molécula de 

água para o Glu, a qual se torna um nucleófilo e ataca o grupo carbonil da ligação 

peptídica do substrato levando o íon zinco a um estado de transição penta-

coordenado. Com a transferência do próton do Glu para o nitrogênio da ligação 

peptídica do substrato, o mesmo é clivado liberando os subprodutos da reação, a 

enzima é regenerada com a incorporação de uma nova molécula de água 

(STOCKER et al., 1995; RAMOS & SELISTRE, 2006). 

O interdomínio presente nas SVMPs é um segmento com 13-15 resíduos 

de aminoácidos que se encontra entre os domínios metaloprotease, desintegrina 

e tipo desintegrina. Em algumas SVMPs esse segmento apresenta um resíduo de 

cisteína que participa da formação de uma ponte dissulfeto com o domino 

adjacente (ex.: Bitistatina -1; Catrocolastatina-C) (FOX & SERRANO, 2005; 

RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006). Estudos com peptídeo sintético 

correspondente ao segmento mostraram que esse interdomínio não contribui para 

a toxicidade da peçonha (KINI et al., 1997). 

Os domínios desintegrina e rico em cisteína são responsáveis pelos 

mecanismos anti-adesivos das SVMPs e parecem ter a função de direcionar as 

proteínas para o seu alvo celular e plasmático. O domínio desintegrina apresenta 

entre 41 a 100 resíduos de aminoácidos e apresenta a tríade de aminoácido RGD 

(Arg-Gly-Asp) a qual lhe confere capacidade de interagir com integrinas na 

superfície das plaquetas, principalmente com a integrina αIIbβ3 que é o receptor de 

fibrinogênio, e portanto, este domínio interfere na agregação plaquetária e adesão 

celular. Encontramos também uma tríade denominada desintegrina símilar 

(desintegrin-like - XCD) podendo ser do tipo DCD (Asp-Cys-Asp) ou ECD (Glu-

Cys-Asp) (CALVETE et al., 2005).  O domínio rico em cisteína apresenta 

aproximadamente 112 resíduos de aminoácidos com um grande número de 

resíduos de cisteínas.  

Algumas SVMPs apresentam o domínio lectina tipo C, homólogo às 

lectinas que são proteínas que se ligam a açúcares e, em específico nas 
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peçonhas de serpentes, apresenta a capacidade de afetar as funções 

plaquetárias (WIJEYEWICKREMA et al., 2005; FOX & SERRANO, 2005; RAMOS 

& SELISTE-DE-ARAUJO, 2006; TAKEDA et al., 2012).    

As SVMPs foram agrupadas inicialmente em classes denominadas P-I, P-

II, P-III e P-IV de acordo a sua composição estrutural (BJARNASON & FOX, 

1994). Na classe P-I encontram-se as metaloproteases de baixa massa molecular 

(20-30 kDa), contendo apenas o domínio metaloprotease na sua forma ativa. 

Estas podem ser classificadas também como não hemorrágicas ou fracamente 

hemorrágicas. Na classe P-II as metaloproteases apresentam uma massa 

intermediária entre 30-35 kDa e são compostas pelos domínios metaloprotease e 

domínio desintegrina. A classe P-III compreende as chamadas hemorraginas com 

massa molecular elevada (acima de 40kDa) e que apresentam alta atividade 

hemorrágica. Estas enzimas são formadas pelos domínios: metaloprotease, tipo 

desintegrina e rico em cisteína. Por último, a antiga classe P-IV que contém todos 

os domínios da classe P-III e em adição o domínio lectina tipo C. 

Em 2005, FOX & SERRANO subdividiram as classes P-II e P-III das 

SVMPs em subclasses P-II, P-IIa, P-IIb, P-III, P-IIIa e P-IIIb. Estas alterações 

foram realizadas com base nas análises das sequências de cDNA de diversas 

proteases e desintegrinas isoladas de peçonhas de serpentes, sendo que estas 

novas subclasses passaram a incluir proteases que sofreram ação proteolítica e 

liberaram o domínio metaloprotease, desintegrina livre e/ou domínio 

metaloprotease ligado ao domínio tipo desintegrina e rico em cisteína (D/C). 

Também nessa classificação foram incluídas as formas diméricas.  

Posteriormente, FOX & SERRANO (2008) novamente propuseram uma 

reclassificação onde 11 subclasses de SVMPs foram identificadas: PIa, PIIa, PIIb, 

PIIc, PIId, PIIe, D-I, PIIIa, PIIIb, PIIIc e PIIId. Nessa reclassificação, a classe PIV 

foi incluída na classe PIII. O critério utilizado para reclassificar as SVMPs foi 

essencialmente baseado nas características dos precursores das 

metaloproteases, bem como nos produtos gerados após processamento e 

modificação pós-traducional durante o processo de síntese (Figura 6).  

De acordo com essa nova reclassificação a classe P-Ia compreende 

metaloproteases que possuem apenas o domínio metaloprotease. As classes PII 
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e PIII foram divididas em subclasses de acordo com as modificações pós-

traducionais, como exemplo a homodimerização (PII-c e PIIIc), ou a proteólise 

entre os domínios metaloproteases M e desintegrina D (PIIb), e a proteólise que 

libera os domínios metaloprotease e o domínio tipo desintegrina/rico em cisteína 

D/C  (P-IIIc). A antiga classe PIV foi reclassificada como subclasse da classe PIII 

(P-IIId) uma vez que nenhum precursor específico contendo todos os domínios 

desta classe foi descrito, indicando que essas proteases surgem por modificação 

pós-traducionais da estrutura P-III.  

A grande diversidade estrutural de metaloproteases presentes em uma 

mesma peçonha tem permitido que uma série de trabalhos que buscam o 

isolamento e a caracterização estrutural e funcional possam ser realizados. A 

maioria destes trabalhos tenta correlacionar a sua complexidade estrutural à 

diversidade funcional para a compreensão da fisiopatologia do envenenamento na 

qual esta classe de enzimas pode estar envolvida. 

 

Figura 6: Reclassificação das SVMPs proposta por FOX & SERRANO (2008) 

baseada em estudos de transcriptoma e de estrutura de SVMPs já 

elucidadas. Os espaços com interrogação indicam que o precursor não foi 

encontrado em peçonhas.   

 



 

20 

 

O surgimento das diferentes classes de SVMPs tem sido alvo de estudos. 

CASEWELL et al. (2011) sugerem que diferentes metaloproteases e/ou domínios 

livres que são encontradas nas diversas peçonhas de serpentes são 

consequências de um processo evolutivo que acarreta na modificação de genes 

com a eliminação de determinados domínios. Esta hipótese parece ser 

confirmada no estudo de clonagem, sequenciamento e análise por cDNA de 

SVMPs expressas na glândula venenífera da serpente de Bothrops neuwiedi  

(MOURA-DA-SILVA et  al., 2011). Neste estudo os autores encontraram uma 

grande diversidade de SVMPs que foram distribuídas pelas diferentes classes.  

Além da hipótese de ocorrência de modificações evolutivas nos genes que 

expressam as SVMPs, outro aspecto que aponta para a diversidade de SVMPs 

e/ou domínios presentes nas peçonhas de serpentes, é o fato de que as SVMPs 

de alta massa molecular podem sofrer autólise e/ou ação proteolítica, liberando 

assim na peçonha os domínios livres.  As SVMPs da classe P-II, podem sofrer 

proteólise dando origem a SVMPs da classe P-I e domínio desintegrina livre, ou 

SVMPs da classe P-III podem gerar SVMPs da classe P-I e o domínio tipo 

desintegrina e rico em cisteína (domínio D/C) (JUÁREZ et al., 2008;  KANG et al., 

2011). Fato desta natureza foi demonstrado no trabalho de PEICHOTO et al., 

(2010), no qual relatou-se a alta capacidade em sofrer autólise da 

Patagonifibrase, uma SVMP hemorrágica da classe P-III de 52.2kDa proveniente 

da peçonha de Philodryas patagoniensis. No seu processo de autólise foi 

identificado um fragmento de 32.6kDa que corresponde ao domínio D/C.  

 

5555----Mecanismo de ação das SVMPsMecanismo de ação das SVMPsMecanismo de ação das SVMPsMecanismo de ação das SVMPs    

A diversidade estrutural das SVMPs confere às mesmas a capacidade de 

interferir em diversos sistemas celulares. De modo geral, o mecanismo de ação 

das SVMPs está relacionado à proteólise de componentes da matriz extracelular 

(GUTIÉRREZ et al., 2005), proteínas plasmáticas, proteínas de membrana celular 

e à interação com receptores específicos, como integrinas de superfície de 

plaquetas (KAMIGUTI et al., 2005; ESCALANTE et al., 2006; ESCALANTE et al., 

2011; SAJEVIC et al., 2011), células endoteliais (COMINNETTI et al., 2004)  e 
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fibroblastos (ZIGRINO et al., 2002), ativando ou inibindo a resposta celular. Esses 

efeitos podem resultar em várias alterações fisiopatológicas tais como inflamação, 

inibição da agregação plaquetária, apoptose e hemorragia (GUTIÉRREZ et al., 

2005; SAJEVIC et al., 2011; MOURA-DA-SILVA & BALDO, 2012). 

Há décadas que a ação proteolítica das SVMPs tem sido relatada. 

BARAMOVA et al. (1989) avaliaram a ação proteolítica de diversas 

metaloproteases hemorrágicas sobre proteínas da matriz extracelular e 

constataram que estas enzimas apresentavam capacidade de degradação de 

diversos substratos, no entanto tinham especificidades diferentes. Trabalho 

semelhante foi realizado por ESCALANTE et al. (2006), avaliando a ação de 

SVMPs sobre Matrigel (mistura de componentes da membrana basal). Neste 

estudo foi demonstrado que tanto BaP1 (uma metaloprotease fracamente 

hemorrágica da classe P-I de Bothrops asper) quanto a Jararagina 

(metaloprotease fortemente hemorrágica da classe P-III de Bothrops jararaca) 

foram capazes de degradar componentes da membrana basal. No entanto BaP1 

tem sua ação limitada para laminina e nidogênio, enquanto Jararagina degrada 

todos os componentes, incluindo forte ação sobre nidogênio. A degradação de 

componentes da matriz extracelular e componentes da membrana basal acarreta 

na instabilidade e perda da integridade dos capilares e por consequência resulta 

no extravasamento sanguíneo.   

Um dos principais eventos que caracterizam os envenenamentos por 

serpentes da família Viperidae é o sangramento (hemorragia local e sistêmica). 

Algumas metaloproteases da classe P-I, P-II e principalmente as da classe P-III 

são comprovadamente as responsáveis por este quadro hemorrágico. No entanto 

as metaloproteases da classe P-I quando são capazes de provocar hemorragia, 

são classificadas como fracamente hemorrágicas enquanto as SVMPs da classe 

P-III são, em geral, capazes de provocar fortes hemorragias, apresentando as 

menores DMH (Dose Mínima Hemorrágica) e os mais elevados níveis de 

toxicidade entre as SVMPs (BJARNASON & FOX, 1994; BALDO et al., 2010). 

Esta diferença de ação hemorrágica observada entre as classes P-I e P-III das 

SVMPs é atribuída principalmente à composição estrutural dos domínios que são 

encontrados em cada tipo de protease.   
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O entendimento do mecanismo da ação hemorrágica das SVMPs tem sido 

bastante explorado, e estes demonstram que o dano na microvasculatura 

induzidos pelas SVMPs é a principal causa do quadro hemorrágico. Dois 

mecanismos justificam estes danos e tentam explicar a atividade hemorrágica das 

toxinas. O primeiro é conhecido como “hemorrhage per rhexis”. Este mecanismo 

propõe que as células endoteliais sejam afetadas por uma rápida degradação 

proteolítica de proteínas que compõem a membrana basal, tais como colágeno 

tipo IV, fibronectina e laminina. Como consequência desta ação enzimática, 

ocorrem instabilidade e lesões celulares, ocasionando lacunas e provocando o 

extravasamento de eritrócitos e outros componentes sanguíneos para o espaço 

intersticial. No entanto neste mecanismo não há alterações nas junções 

intercelulares das células endoteliais. No segundo mecanismo, conhecido como 

“hemorrhage per diapedesis”, o extravasamento sanguíneo ocorre por alterações 

nas junções endoteliais, ou seja, eritrócitos e outros componentes sanguíneos 

agora escapam por ampliação nas junções endoteliais causado por proeminente 

inflamação gerada pelo envenenamento (GUTIÉRREZ & RUCAVADO, 2000). 

Estudos recentes realizados por BALDO et al, (2010) indicam que a 

principal causa da hemorragia está realmente associada a danos causados nos 

microvasos e a capacidade da enzima em permanecer ancorada na célula. Estes 

estudos indicam que as SVMPs da classe P-III são potentes hemorraginas 

presentes nas peçonhas ofídicas pelo fato de possuírem em sua estrutura o 

domínio metaloprotease que apresenta a ação proteolítica e em adição os 

domínios tipo desintegrina e rico em cisteína que proporcionam a capacidade de 

aderirem a componentes integrantes da membrana basal, principalmente 

colágeno tipo IV, o que levaria ao acúmulo de toxinas nos vasos, potencializando 

os danos causados na microvasculatura. Além disto, outro aspecto importante, 

que é apontado como potencializador da ação hemorrágica das SVMPs da classe 

P-III, é a capacidade de resistir ao inibidor plasmático de proteases α2-

macroglobulina (α2-M) (ESCALANTE et al., 2011).  

As SVMPs da classe P-III têm sido designadas como as mais potentes 

toxinas hemorrágicas das peçonhas de serpentes, no entanto há relato na 

literatura de SVMP classe P-III que não são hemorrágicas e que apresentam 
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atividade pró-coagulantes. A Berythractivase isolada de Bothrops erythromelas, é 

um ativador de pró-trombina pertencente a esta classe e que apesar da grande 

similaridade estrutural com a Jararagina, não induz hemorragia (Silva, 2003).  

As SVMPs da classe P-I podem ou não provocarem hemorragia, esta ação 

pode estar relacionada à sequência de aminoácidos que compõe a estrutura 

primária destas enzimas. Esta composição provavelmente irá determinar a 

especificidade de ação proteolítica sobre componentes da membrana basal e por 

consequência os danos celulares seriam de maneira diferenciadas. Estudos de 

análise da estrutura terciária de SVMPs observaram que as toxinas fracamente 

hemorrágicas e não hemorrágicas da classe P-I apresentam alto nível de 

similaridade, com exceção de uma região próxima do sitio catalítico em que há 

maior variação na composição de aminoácidos diferenciando assim as 

hemorrágicas das não hemorrágicas; entretanto os resultados não são 

conclusivos (RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2004; ESCALANTE et al., 

2011). Além disto, as metaloproteases da classe P-I são mais suscetíveis à ação 

do inibidor de protease α2-macroglobulina (α2-M), o que justificaria a capacidade 

de provocar hemorragia e toxicidade local, em detrimento dos efeitos sistêmicos 

(ESCALANTE et al., 2011).    

Entre as várias funções das SVMPs, destaca-se a sua capacidade em 

interferir na hemostasia e principalmente na função plaquetária. As 

metaloproteases/desintegrinas podem inibir a agregação plaquetária por conter 

em sua estrutura a sequência tripeptídica RGD (R- Arginina; G- Glicina e D- Ácido 

aspártico) que pode interagir com integrinas de plaquetas, tais como αIIbβ3, α2β1, 

impedindo assim a ligação com o fibrinogênio e  colágeno, respectivamente. 

Outra forma de impedir a agregação é a sua capacidade de ação proteolítica 

sobre integrinas e/ou sobre o vWF (fator de Von Willenbrand) 

(WIJEYEWICKREMA et al., 2005; SAJEVIC et al., 2011; MOURA-DA-SILVA & 

BALDO, 2012). É importante salientar que outras sequências tripeptídicas 

diferentes da RGD, já foram encontradas em desintegrinas das peçonhas de 

serpentes; sequências tais como VGD, MLD, KGD, entre outras e que 

apresentam função semelhante à sequência clássica RGD no que se refere à 

interferência com a agregação plaquetária (CALVETE et al., 2005).  
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As metaloproteases da classe P-III não apresentam o sequência RGD, no 

entanto estas apresentam um domínio contendo a sequencia XCD denominado 

tipo desintegrina que também tem demonstrado capacidade de interferir na 

função plaquetária. A Jararagina, uma metaloprotease da classe P-III com 

domínio tipo desintegrina (desintegrina-like), foi estudada quanto ao seu potencial 

em interferir na agregação plaquetária. Esta enzima foi isolada da peçonha de 

Bothrops jararaca (PAINE et al., 1992) e possui alta atividade hemorrágica e 

apresenta a capacidade de inibir a agregação plaquetária por bloquear a ligação 

do colágeno à integrina α2β1 presente na membrana das plaquetas; também tem 

a capacidade de ligar-se ao domínio α da integrina e degradar a cadeia β, outro 

aspecto que justifica a capacidade da protease em inibir a agregação plaquetária 

(BALDO et al., 2010; MOURA-DA-SILVA & BALDO, 2012). 

As células endoteliais também são importantes alvos de ação das SVMPs. 

Essas proteínas podem interferir na viabilidade e adesão de células endoteliais e 

induzir apoptose. Tanjoni et al., (2005), descrevem que a Jararagina induziu 

apoptose em células tEnd por um mecanismo denominado anoikis. Além disso, as 

SVMPs podem ativar as células endoteliais induzindo a expressão de óxido 

nítrico, IL-8 e moléculas de adesão (SCHATTNER et al., 2005, LOPES et al., 

2012). 

A atividade inflamatória grave após o envenenamento botrópico pode ser 

causada por um conjunto de componentes bioquimicamente heterogêneos e com 

especificidades diversas, tais como: pequenos peptídeos, fosfolipases A2, 

proteases e enzimas diversas. As SVMPs induzem a liberação de diversos 

mediadores pró-inflamatórios, agravando o dano tecidual local que ocorre após o 

envenenamento. A resposta inflamatória causada pelas SVMPs é caracterizada 

principalmente por edema, recrutamento de leucócitos e liberação de citocinas. 

Diversos autores relataram eventos inflamatórios relacionados às SVMPs, tais 

como: BaP1 de Bothrops asper e Neuwiedase de Bothrops neuwiedi  atuam 

induzindo liberação de citocinas pró-inflamatórias e ativação de  algumas 

metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs) (GUTIÉRREZ & RUCAVADO, 

2000; LOPES et al., 2009). Clissa et al. (2001) mostraram que a Jararagina 
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estimulou a produção de citocinas pró-inflamatórias em macrófagos, induzindo um 

aumento de IL-1β, IL-6 e TNF-α. 

 Estes relatos reafirmam que as SVMPs apresentam uma ampla gama de 

ações e importante participação no quadro fisiopatológico relacionado ao 

envenenamento ofídico.   

 

6666----Bothrops pauloensis e Bothrops leucurus (FamBothrops pauloensis e Bothrops leucurus (FamBothrops pauloensis e Bothrops leucurus (FamBothrops pauloensis e Bothrops leucurus (Família: Viperidae)ília: Viperidae)ília: Viperidae)ília: Viperidae) 

A espécie Bothrops pauloensis (Família Viperidae) pode ser encontrada 

na região central do Brasil nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, 

Goiás, Minas Gerais e São Paulo.  Esta serpente foi descrita inicialmente por 

AMARAL (1925) como Bothrops neuwiedi pauloensis sendo uma das 12 

subespécies do complexo de Bothrops neuwiedi. Ao longo das últimas décadas 

as serpentes do complexo Bothrops neuwiedi passaram por revisões e 

reclassificações sistemáticas (SILVA, 2000; SILVA & RODRIGUES, 2008; 

MACHADO, 2010), sendo que as 12 subespécies (B. n. bolivianus, B. n. diporus, 

B. n. goyazensis, B. n. lutzu, B. n. matogrossensi, B. n. meridionalis, B n. 

neuwiedi, B. n. paranaensis., B. n. pauloensis B. n. piauhyensis, B. n. pubescen  e 

B n. urutu) foram reclassificadas em sete subespécies distintas.   A subespécie B. 

neuwiedi pauloensis foi denominada como uma nova espécie Bothrops 

pauloensis. 

Estudos realizados por FENWICHK et al. (2009) a partir de características 

morfológicas e moleculares, como análises do DNA mitocondrial de serpentes da 

América Sul, reclassificaram algumas serpentes antes botrópicas como 

pertencendo a um novo gênero. Nessa reclassificação as espécies Bothrops 

neuwiedi, Bothrops lutzi, Bothrops pauloensis, Bothrops pubescens, Bothrops 

diporus, Bothrops mattogrossensis, Bothrops marmoratus e Bothrops 

erythromelas passaram a pertencer ao gênero Bothropoides, assim como as 

pertencentes ao grupo jararaca (B. jararaca, B. insularis e B. alcatraz).  No 

entanto, em setembro de 2012 a SBH considerando estudos de BÈRNILS & 

COSTA, (2012) voltaram a classificar as serpentes do gênero Bothropoides como 
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Bothrops, sendo assim a serpente Bothropoides pauloensis voltou a ser 

denominada de Bothrops pauloensis.  

RODRIGUES et al., (2012) realizaram estudos de transcriptoma extraindo a 

glândula venenífera da serpente de Bothrops pauloensis e a partir do RNA total 

obtiveram informações precisas de substâncias expressas na glândula; com estes 

dados construíram uma biblioteca parcial de cDNA dos componentes expressos. 

Este trabalho revelou uma abundância de substâncias, sendo que as toxinas 

representam cerca de 41,9%, as proteínas celulares compreendem 30,9% e 

outros componentes não identificados constituem 27,2% (Figura 7).  

Em relação às toxinas biologicamente ativas, as SVMPs mostraram-se 

como as mais abundantes compreendendo aproximadamente 36%, seguida das 

fosfolipases com 26,4%. Resultados que justificam a elevada atividade 

proteolítica, hemorrágica e miotóxica observada em experimentos realizados 

utilizando a peçonha desta serpente. Além disto, foi observado um predomínio de 

transcritos que codificam metaloproteinases da classe P-III. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Representação em porcentagem das substâncias expressas na 

glândula venenífera da serpente de Bothrops pauloensis. (Figura extraída de 

RODRIGUES et al., 2012).  

 

A espécie Bothrops leucurus, apresenta predominância na costa litorânea 

brasileira de floresta de mata atlântica, abrangendo o estado do Ceará até o 
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Espírito Santo, na região Sudeste (PRIANTI Jr. et al., 2003).  Segundo LIRA-DA-

SILVA et al., (2009), no estado da Bahia, esta espécie ocorre em todo a sua 

extensão, com exceção do Vale do Rio São Francisco (caatinga) e extremo-oeste 

(cerrado). E em relação aos acidentes ofídicos notificados no Hospital Geral 

Roberto Santos em Salvador (Bahia), no período de 1982 a 1992, mais de 90% 

foram causados por Bothrops leucurus. 

As peçonhas das serpentes B. pauloensis e B. leucurus têm sido bastante 

exploradas no isolamento e na caracterização funcional e estrutural de seus 

componentes biologicamente ativos (Tabela I).  

Apesar de ambas as peçonhas terem sido amplamente estudadas, estas 

apresentam uma diversidade de componentes bioativos ainda não explorados. 

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo principal o isolamento e a 

caracterização funcional de metaloproteases presentes nessas duas peçonhas.  

Os resultados de caracterização bioquímica e funcional de duas 

metaloproteases isoladas das peçonhas de B. pauloensis e B. leucurus 

apresentados no presente trabalho, corroboram com as diferentes alterações 

sistêmicas e locais induzidas por SVMPs sugerindo os seus papéis na 

fisiopatologia do envenenamento induzido por essas duas espécies. 

 

 

Tabela I. Lista de toxinas purificadas das peçonhas das serpentes de Bothrops 

pauloensis e Bothrops leucurus. 

 

Espécie  Toxina Mr(KDa) Atividade Referência  

B. pauloensis  BnSP-6 13,5 Miotóxica Rodrigues et al., 

1998. 

B. pauloensis BnSP-7 13,7 Miotóxica, Inflamatória, 

Edematogênica 

Rodrigues et al., 

1998. 

B. pauloensis BnpTX-I e 

BnpTX-II 

14 Miotóxica, Citotóxica, 

Edematogênica,Bactericida 

Rodrigues et al., 

2004. 
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B. pauloensis  BpPLA2 15,8 Edematogênica, Miotóxica  Rodrigues et al., 

2007. 

B. pauloensis  BpSP-I 30 αFibrinogênase,Thrombina-

like, Kalicreina-Like 

Costa et al., 

2009. 

B. pauloensis 

 

Bp-LAAO 65 Indutora de agregação 

plaquetária, Antitumoral, 

Antibactericida 

Rodrigues et al., 

2009. 

B. pauloensis BpMP-I 20 α e β-fibrinigênase, não 

hemorrágica.  

Naves-de-Souza 

et al., 2012. 

B. pauloensis  BpLeuc(lectina) 33,6 Antibactericida Castanheira et 

al., 2013 

B. pauloensis 

 

Bothropoidin 49,6 αFibrinogênase,Hemorragica, 

Inibidora de agregação 

plaquetaria. 

Presente 

trabalho 

B. leucurus Leuc-a 22 α-Fibrinogênase,Não 

Hemorragica 

Bello et al., 

2006. 

B. leucurus 

 

BlK-PLA2 e 

BlD-PLA2 

14 Mitóxica, Citotóxica. Higuchi et al., 

2007. 

B. leucurus Leucorubin 29 α-fibrinogênase, Kalicreina-

ike. 

Magalhães et al., 

2007. 

B. leucurus Leuc-B 55 α-fibrinogênase, 

hemorrágica. 

Sanches et al., 

2007. 

B. leucurus BleucLAAO 80 Antibactericida Torres et al., 

2010. 

B. leucurus BlL(lectina) 30 Antibactericida. Nunes et al., 

2011. 

B. leucurus BleucMP 23 α e β-fibrinogênase, não 

hemorrágica,edematogênica. 

Gomes et al., 

2011. 
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B leucurus Bl-LAAO 60 Citotóxica, Inibição de 

agregação plaquetária.  

Naumann et al., 

2011. 

B. leucurus 

 

Bl-PLA2 15 Mitóxica, Edematogênica, 

Pró-inflamatória. 

Nunes et al., 

2011. 
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RESUMO 

 

No presente trabalho demonstramos a caracterização bioquímica e 

funcional da Botropoidina, uma metaloprotease hemorrágica isolada da peçonha 

da serpente Bothrops pauloensis. Esta proteína foi purificada após três passos 

cromatográficos: CM-Sepharose fast flow, HiTrep Sephacryl S-300 RP, HiTrep 

Capto Q. Botropoidina mostrou-se homogênea em SDS-PAGE sob condições 

redutoras e não redutoras e apresentou uma única cadeia polipeptídica de 49.558 

Da por análises de MALDI-TOF. A proteína apresentou ponto isoelétrico de 3,76 e 

a sequência de dois fragmentos obtidos por Peptide Mass Fingerprinting (PMF) 

em MS (MALDI-TOF\TOF) apresentou score significativo quando comparado com 

outras SVMPs. Esta enzima apresentou atividade proteolítica sobre azocaseína, 

as cadeias Aα e Bβ do fibrinogênio, fibrina, colágeno e fibronectina. A enzima foi 

estável na faixa de pH de 6-9 e em baixas temperaturas  quando ensaiada sobre 

a azocaseína. Além disso, sua atividade foi inibida por EDTA, 1,10-fenantrolina e 

β-mercaptoetanol. Esta enzima agiu sobre a coagulação sanguínea alterando os 

tempos de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e de protrombina (TP), além de 

tornar o sangue de camundongos incoagulável. Botropoidina foi capaz de induzir 

hemorragia (DMH= 0,98µg) e necrose no músculo gastrocnêmio de 

camundongos, demonstrando uma alta toxicidade. Esta enzima também foi capaz 

de inibir a agregação plaquetária induzida por colagéno e ADP e interferiu na 

adesão e viabilidade de células endoteliais tEnd. Considerados em conjunto, 

estes resultados nos levam a sugerir que Botropoidina é uma α-fibrinogenase 

hemorrágica capaz de contribur significativamente para a toxicidade do 

envenenamento por Bothrops pauloensis.   

 

Palavras Chaves: Bothrops pauloensis; metaloprotease hemorrágica; MS (espectrometria 

de massa); células tEnd; agregação plaquetaria.  
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                                        Abstract 

 

In the present work, we demonstrate the biochemical and functional 

characterization of Bothropoidin, a hemorrhagic snake venom metalloproteinase 

isolated from Bothrops pauloensis snake venom. This protein was purified after 

three chromatographic steps on CM-Sepharose fast flow, HiTrep Sephacryl S-300 

RP and HiTrep Capto Q. Bothropoidin was homogeneous by SDS-PAGE under 

reducing and nonreducing conditions, and was shown to present a single chain of 

49,558 Da by MALDI TOF analysis. The protein presented isoeletric point of 3.76 

and the sequence of two fragments obtained by Peptide Mass Fingerprinting 

(PMF) in MS (MALDI TOF\TOF) showed significant score when compared with 

another SVMPs.This enzyme showed proteolytic activity upon azocasein, Aα-

chain of fibrinogen, fibrin, collagen and fibronectin. The enzyme was stable at pH 

between 6-9 and lower temperatures when assayed on azocasein. Moreover, this 

activity was inhibited by EDTA, 1,10-phenanthroline and β-mercaptoethanol. This 

enzyme acted on blood clotting altering the aPTT and PT. Bothropoidin was able 

to induce hemorrhage (MHD=0.98 µg) and necrosis in the gastrocnenius muscles 

of mice, showing high toxicity. The protein was capable of inhibiting platelet 

aggregation induced by collagen and ADP and interfered with viability and cell 

adhesion when incubated with tEnd endothelial cells in a dose dependent manner. 

Taken together, these results lead us to suggest that Bothropoidin is a 

hemorrhagic α-fibrinogenase which can contribute significantly to the toxicity of 

Bothrops pauloensis envenomation. 

 

 

Keywords: Bothrops pauloensis; hemorrhagic metalloproteinase; MS: mass 

spectrometry; platelet aggregation; tEnd cells. 
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1. Introdução 

Animais peçonhentos são aqueles que produzem a peçonha em tecidos ou 

glândulas especializadas, e geralmente possuem um aparelho inoculador desta 

secreção. Entre os diferentes tipos de peçonhas, as produzidas pelas serpentes 

destacam-se como as mais estudadas. Em uma recente pesquisa realizada no 

site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) encontra-se, somente na última 

década, mais de 4.500 publicações relacionadas com as toxinas provenientes das 

peçonhas de serpentes. Isso porque essas peçonhas possuem uma grande 

variabilidade de proteínas e peptídeos biologicamente ativos que despertam 

interesse tanto no que diz respeito ao conhecimento da sua participação na 

fisiopatologia do envenenamento, bem como em uma possível aplicação 

terapêutica para alguns de seus componentes isolados. 

De acordo com Sajevic et al., (2011), no mundo são catalogadas mais de 

3.000 espécies de serpentes, dentre as quais cerca de 20% são peçonhentas. No 

Brasil estas serpentes encontram-se nas famílias Viperidae e Elapidae. Com base 

na reclassificação recente proposta pela Sociedade Brasileira de Herpetologia 

(SBH) as serpentes brasileiras pertencentes à família Viperidae são responsáveis 

por cerca de 90% dos acidentes ofídicos registrados, representando assim quase 

a totalidade dos acidentes ofídicos. Estas espécies compreendem os gêneros 

Bothrops, Crotalus e Lachesis com ocorrência em todo o território nacional. 

Os acidentes ofídicos por serpentes do gênero Bothrops (família Viperidae) 

são caracterizados por apresentarem importantes ações fisiopatológicas, tais 

como: atividade proteolítica, ação coagulante e/ou anticoagulante, necrose, 

edema, hemorragia local e sistêmica. Estas manifestações estão associadas 

principalmente à ação de enzimas tais como fosfolipases A2, serinoproteases e 

metaloproteases. Estas enzimas possuem múltiplos alvos e o sinergismo entre 

elas potencializam a toxicidade observada no envenenamento (Gutiérrez et al., 

2009, Sajevic et al., 2011).  

As metaloproteases de peçonha de serpentes (SVMPs) estão entre os 

componentes mais encontrados nas peçonhas botrópicas e a sua diversidade 

estrutural lhes confere a capacidade de interferir em diversos sistemas celulares. 

De modo geral, o mecanismo de ação das SVMPs está relacionado à proteólise 
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de componentes da matriz extracelular (Gutiérrez et al., 2005), proteínas 

plasmáticas (Silva et al., 2003; Escalante et al., 2011, Sajevic et al., 2011),  

proteínas de membrana celular (Kamiguti et al., 2003)  e à interação com 

receptores específicos, como integrinas de superfície de plaquetas (De Luca et 

al., 1995; You et al., 2006), células endoteliais (Souza et al., 2000; Cominnetti et 

al., 2004)  e fibroblastos (Zigrino et al., 2002), ativando ou inibindo a resposta 

celular. Esses efeitos podem resultar em várias alterações fisiopatológicas tais 

como hemorragia, inflamação, inibição da agregação plaquetária e apoptose 

(Gutiérrez et al., 2005, Moraes & Selistre, 2006, Lopes et al., 2009, Brenes et al., 

2010, Tanjoni et al., 2010, Sajevic et al., 2011). 

As SVMPs são membros do clan Metzincin, portanto são zinco 

dependentes.  Estas contêm um motivo conhecido como Met-turn que apresenta 

uma metionina (β-turn) em sua estrutura terciária que se liga ao sítio catalítico de 

zinco (HExxHxxGxxH.....M), juntamente com as proteínas reprodutivas de 

mamíferos as ADMAs (A Disintegrin and Metaloproteinases)  são membros da 

subfamília Reprolisinas. As SVMPs são sintetizadas como pró-enzimas 

(zimogênios) na glândula especializada e quando processados liberam um 

peptídeo cuja sequência conservada (PKMCGVT) liga-se ao zinco, e dessa forma 

inibe a sua atividade catalítica, mecanismo este conhecido como "Cysteine-

switch" (Grams et al., 1993; Bjarnason & Fox, 1995; Fox & Serrano, 2005; Ramos 

& Selistre-de-Araujo, 2006).  

Bjarnason e Fox (1994) foram pioneiros na classificação das SVMPs, para 

tal utilizaram como parâmetro a atividade hemorrágica e a massa molecular. 

Neste trabalho às metaloproteases foram divididas em diferentes classes (P-I, P-

II, P-III e P-IV). A classe P-I representa as SVMPs de baixa massa molecular e 

que apresentam apenas o domínio metaloprotease, podendo ser fracamente 

hemorrágicas ou não hemorrágicas, no entanto todas elas apresentam elevada 

atividade proteolítica sobre diversos substratos. Como exemplo desta classe de 

metaloaprotease pode-se citar Neuwiedase de Bothrops neuwiedi (Rodrigues et 

al. 2000), BpMP-I de Bothrops pauloensis (Naves de Souza et al., 2012), 

BmooMPα-I  de Bothrops moojeni (Bernades et al., 2008). Estas enzimas são 

fibrinogenolíticas e não hemorrágicas, no entanto alguns representantes dessa 
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classe são fibrinogenolíticas e fracamente hemorrágicas, como as 

metaloproteases CcH1 de Cerastes cerastes (Boukhalfa-Abib et al., 2009) e 

BthMP de Bothrops moojeni (Gomes et al., 2009).   

A classe P-II é composta por proteínas de massa molecular intermediária, 

apresentam além do domínio metaloprotease o domínio desintegrina contendo a 

sequência tripeptídica RGD que interage com integrinas existentes nas 

membranas das plaquetas, por isto estas enzimas são inibidoras de agregação 

plaquetária. Exemplos dessa classe são a Bothrostatin de Bothrops jararaca 

(Fernandes et al., 2005) e Stejnitin de Trimeresurus stejnegeri (Han et al., 2007). 

Entre outras ações importantes, estas enzimas contribuem para o aumento das 

desintegrinas nas peçonhas das serpentes; tendo em vista que elas podem sofrer 

autólise e assim liberam o domínio metaloprotease e desintegrina livres.  

As SVPMs da classe P-III são as que apresentam alta massa molecular e 

exibem elevada atividade hemorrágica; além disto, essas enzimas são capazes 

de degradar componentes da membrana basal e interferir na agregação 

plaquetária, entre outras ações importantes. Esta classe enzimática é 

estruturalmente formada pelo domínio metaloprotease, um domínio tipo 

desintegrina e o domínio rico em cisteína. Como exemplos a Jararagina de 

Bothrops jararaca (Paine et al., 1992) e VLH2 de Vipera lebetina (Hamza et al., 

2010). Na classe P-IV encontram-se as SVMPs de massa molecular acima de 90 

kDa e que não apresentam atividade hemorrágica, estruturalmente elas contêm 

todos os domínios presentes nas SVMPs da classe P-III com a adição de um 

domínio lectina tipo-C conectado por pontes dissulfeto. São poucas as enzimas 

caracterizadas desta classe, como a VLFXA um ativador de fator X isolado de 

Vipera lebetina (Siigur et al., 2001).  

Em 2008, Fox e Serrano propuseram uma nova classificação para as 

SVMPs. Nesta nova proposta tomou-se como base estudos dos precursores das 

SVMPs, assim como dos produtos gerados por modificações pós traducionais. 

Com esta nova proposta surgiram várias subclasses (P-Ia, P-IIa, P-IIb, P-IIc, P-IId, 

P-IIe, D-I, P-IIIa, P-IIIb, P-IIIc e P-IIId). Nesta reclassificação foram incorporadas 

as metaloproteases diméricas, desintegrinas livres, desintegrinas diméricas, 

desintegrinas provenientes de autólises das metaloproteases, domínios 
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disintegrin-like/cysteine-rich (D/C). As metaloproteases da classe P-IV foram 

incorporadas em uma nova subclasse denominada P-IIId, tendo em vista que até 

o presente momento não foram identificados mRNAs que traduzam todos os 

domínios presentes neste tipo de proteína. Assim foi sugerido que estas proteínas 

ocorrem na peçonha por modificação pós traducional das metaloproteases da 

classe P-III. 

A espécie Bothrops pauloensis é proveniente do antigo complexo Bothrops 

neuwiedi, ocorre no Brasil nos estados de Goiás, Minas Gerais, São Paulo, Mato 

Grosso, Mato Grosso do Sul e Paraná. Esta espécie é endêmica na região do 

Triângulo Mineiro, sudoeste do Estado de Minas Gerais (Silva & Rodrigues, 2008, 

Valle & Brites, 2008).  

O estudo do proteoma dessa peçonha, aliado às análises do transcriptoma 

da glândula venenífera revelaram a presença de muitos peptídeos e proteínas 

ainda não isolados e caracterizados quanto à estrutura e função nessa peçonha, 

incluindo metaloproteases (Rodrigues et al., 2012). O isolamento e a 

caracterização estrutural e funcional de metaloproteases presentes na peçonha 

de Bothrops pauloensis são importantes para a continuidade de estudos que 

tentam compreender melhor a relação estrutura-função destes componentes bem 

como sua ação sobre a hemostasia e seus possíveis potenciais clínicos e ou 

biotecnológicos. Com esse intuito o presente trabalho teve como objetivo avaliar 

os aspectos bioquímicos e funcionais de uma metaloprotease hemorrágica 

isolada da peçonha de Bothrops pauloensis, denominada Botropoidina. 

 

2. Materiais e métodos 

 

2.1 Animais e Peçonha 

Camundongos isogênicos da linhagem BALB/c foram mantidos em 

condições padrão de luz (ciclo de 12h luz/12h escuro em temperatura ambiente) 

no Centro de Bioterismo e Experimentação Animal (CBEA) da Universidade 

Federal de Uberlândia (UFU), com água e suplemento alimentar “ad libitum”. Os 

cuidados com os animais foram conduzidos de acordo com as orientações do 
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Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) sendo aprovados pelo 

Comitê de Ética na Utilização de Animais (Protocolo nº 046/09 – CEUA/UFU). 

A peçonha da serpente Bothrops pauloensis foi obtida no Serpentário 

Bioagentes, Batatais, São Paulo, Brasil. Após a coleta, a peçonha foi liofilizada e 

armazenada  −20 °C, no laboratório de Química de Proteínas e Produtos Naturais 

(LQPPN) da Universidade Federal de Uberlândia (Uberlândia-MG). O plasma 

bovino citratado foi gentilmente cedido pelo Hospital de Medicina Veterinária da 

Universidade Federal de Uberlândia (Uberlândia-MG).  

 

2.2 Reagentes 

Resinas cromatográficas CM-Sepharose fast flow, Sephacryl S-300 RP, 

HiTrep Capto Q, C2C18 foram obtidas da GE Healthcare Bio-Sciences. 

Os reagentes, acrilamida, aprotinina, azocaseína, azul de bromofenol, 

benzamidina, bicarbonato de amônio, bis-acrilamida, colágeno tipo IV, coomassie 

G, coomassie R-250, EDTA, fibrinogênio bovino, fibronectina, TEMED,  PMSF, 

persulfato de amônio, soroalbumina, trombina humana,  foram obtidos da Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).  

Os substratos p-nitroanilida (S-2238) H-D-Phe-pipecolyl-Arg-pNA.2HCl; (S-

2222) N-Bz-Ile-Glu-(OR)-Gly-Arg-pNa.HCl;  (S2251) H-D-Val-Leu-Lys-pNA.2HCl e 

(S-2302) H-D-Pro-Phe-Arg-pNA.2HCl, foram obtidos da Chromogenix.   

Todos os outros reagentes químicos utilizados eram de elevado grau de 

pureza analítica.   

 

2.3 Isolamento da metaloprotease hemorrágica de Bothrops 

pauloensis 

A metaloprotease foi isolada da peçonha de Bothrops pauloensis 

utilizando-se três passos cromatográficos. 

 

2.3.1 Cromatografia de troca iônica CM-Sepharose fast flow 

Inicialmente, cerca de 200mg da peçonha de Bothrops pauloensis foi 

dissolvido em 2 mL de bicarbonato de amônio (AMBIC) 0,05M, pH 7,8 e 

centrifugados a 1000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi aplicado em uma 
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coluna cromatográfica (1,4 x 26 cm) contendo a resina CM-Sepharose fast flow a 

qual foi previamente equilibrada com o mesmo tampão AMBIC 0,05M, pH 7,8. A 

eluição da amostra foi realizada com um gradiente linear de concentração 

contínuo de 0,05M a 0,5M do tampão AMBIC, pH 7,8. Foram coletadas frações de 

1,0 mL por tubo, em um fluxo de 6,6 mL/hora, a temperatura de 25ºC. As frações 

obtidas (CM1-CM6) foram monitoradas a 280nm em espectrofotômetro Ultrospec 

1000 UV/visível (Pharmacia Biotech). As frações foram reunidas, liofilizadas e 

armazenadas à -20ºC. 

 

2.3.2 Cromatografia em gel filtração HiPrep Sephacryl S-300 

A fração CM1 com atividade azocaseinolítica e hemorrágica foi coletada, 

congelada, liofilizada e posteriormente ressuspendida em 1,5mL de tampão 

AMBIC 0,05M, pH 7,8 e aplicada em uma coluna HiPrep Sephacryl S-300 (26/60) 

previamente equilibrada pelo mesmo tampão. Neste passo cromatográfico foram 

coletadas frações de 2,0 mL/tubo, a um fluxo de 12 mL/hora. As frações obtidas 

(S1-S7) foram monitoradas automaticamente por leitura de Abs a 280nm, 

utilizando um aparelho AKTA Prime Plus (GE Healthcare Bio-Sciences). A fração 

(S1) com atividade hemorrágica foi reunida, liofilizada e submetida à etapa 

cromatográfica a seguir. 

 

2.3.3 Cromatografia de troca iônica em HiTrap Capto Q 

A fração S1 foi ressuspendida em 1,5 mL de tampão AMBIC 0,05M, pH 7,8 

e aplicada em três colunas acopladas (1 mL cada) HiTrap Capto Q  previamente 

equilibrada com o mesmo tampão e eluída utilizando um gradiente linear de 

AMBIC 0,05M a 0,5M, pH 7,8. Neste passo cromatográfico foram coletadas 

frações de 1,0 mL/tubo, a um fluxo de 6 mL/hora. A fração Q2 obtida neste passo 

de purificação mostrou alta atividade hemorrágica e uma banda única em SDS-

PAGE a 13,5%. Esta fração, nomeada de Botropoidina, foi congelada, liofilizada e 

estocada à -80 ºC para análises posteriores. 
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2.3.4 HPLC de fase reversa 

A metaloprotease Botropoidina obtida na etapa cromatográfica anterior foi 

submetida a cromatografias de fase-reversa em um sistema de cromatografia 

liquida de fase reversa de alta performance (RP-HPLC)  em coluna µRPC C2C18 

de 4.6x150mm (GE Healthcare Bio-Sciences). Amostras da metaloprotease 

(200µg) foram preparadas em 500 µL de solvente (0,1% ácido trifluoracético-TFA) 

e aplicadas no sistema RP-HPLC usando uma coluna equilibrada com solvente A 

(0,1% ácido trifluoracético, v/v e acetonitrila 5%, v/v) e eluída com o solvente B 

(acetonitrila 80%, v/v e ácido trifluoracético 0,1%, v/v). Esta cromatografia foi 

realizada com o gradiente de concentração linear de 0 to 100% do solvente B a 

um fluxo de 0,5 mL/min.  

 

2.4. Caracterização bioquímica e estrutural 

2.4.1 Determinação da concentração proteíca.  

As dosagens de proteínas em soluções foram realizadas utilizando o 

método estabelecido por Bradford (1976). As determinações das concentrações 

de proteínas foram realizadas em triplicatas e a absorbância medida a 595nm. 

Paralelamente à dosagem de proteínas foi construída uma curva padrão de 

soroalbumina bovina (1mg/mL), considerando o coeficiente de extinção molar em 

280nm (0,665). A concentração de proteínas em µg/µL foi determinada a partir de 

cálculos de regressão linear baseados nos valores obtidos na curva padrão.  

 

2.4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes 

desnaturantes (SDS-PAGE) 

As frações cromatográficas e a metaloprotease isolada foram analisadas 

em gel de poliacrilamida a 13,5% (m/v) em condições redutoras, na presença de 

SDS e β-mercaptoeanol, e não redutoras na ausência de β-mercaptoetanol, 

segundo metodologia descrita por Laemmli (1970). O sistema de SDS-PAGE 

descontínuo consistiu de: gel de empilhamento a 3%, contendo Tris-HCl 0,5M (pH 

6,8) e SDS a 0,1% (m/v) e gel de separação a 13,5% contendo Tris-HCl 2,0M pH 

8,8 e SDS 0,1% (m/v), mantendo a relação de bis:acrilamida 0,8:30. Todos os 
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géis foram preparados num sistema de eletroforese Hoefer SE 260 Mighty Small II 

Mini-Vertical. 

As amostras foram dissolvidas em um tampão de Tris-HCl 0,06 M pH 6,8; 

SDS 2% (m/v); β-mercaptoetanol 5% (v/v); azul de bromofenol 0,005%(m/v) e 

glicerol 10% (v/v). Em seguida as amostras foram aquecidas por 5 minutos a 

100ºC. O tampão do eletrodo continha Tris 0,025M, Glicina 0,192 M e SDS 0,1% 

(m/v), pH 8,3. O gel foi corado em solução de coomassie blue- R250 0,1% (m/v) 

em água, ácido acético 10% (v/v) e metanol 50% (v/v) e descorado em solução de 

ácido acético a 7% (v/v) e etanol 30% (v/v) para posterior análise. 

A massa molecular da metaloprotease isolada foi estimada pela 

interpolação de uma curva logarítmica linear da massa molecular relativa das 

proteínas do padrão de massa molecular versus a distância de migração no gel. O 

padrão de massa molecular consistia nas proteínas: Albumina Bovina (66 kDa); 

Ovoalbumina (45 kDa); Anidrase carbônica (29 kDa); Tripsinogênio (24 kDa); β-

lactoglobulina (18,4 kDa); α-lactoalbumina (14,2 kDa). 

 

2.4.3. Determinação da massa molecular por MALDI-TOF MS 

A massa molecular da metaloprotease Bothopoidin também foi 

determinada por espectrometria de massas com ionização e dessorção de matriz 

assistida por laser (MALDI-TOF-MS) (Matrix-assisted laser desorption ionization 

time of flight mass spectrometry).  

As análises foram feitas em espectrofotômetro de massas tipo duplo TOF 

com fonte MALDI (MALDI-TOF/TOF, modelo AutoFlex III Bruker Daltonics, 

Bremen, Alemanha) 

Amostras da metaloprotease (5 µg) foram diluídas em 50µL de água Milli-Q 

e misturadas na proporção 1:1 (v/v) com a matriz composta de ácido sinapínico 

10 mg/mL em acetonitrila 50% e TFA 0,1%, e aplicadas  na placa do MALDI. Os 

espectros de massa foram adquiridos no modo linear positivo, após calibragem do 

aparelho com padrões de proteínas (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A faixa 

de massas moleculares avaliada foi de 3.000-80.000 m/z.  
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2.4.4. Focalização Isoelétrica 

A focalização isoelétrica da proteína foi realizada de acordo com as 

instruções do fabricante (GE Healthcare). Cerca de 25µg de proteína foi 

ressuspendida em 125µL de tampão de reidratação (ureia 7M, thiouréia 2M, 2% 

CHAPS (m /v), DTT 10mM, azul de bromofenol 0,002%), contendo também 

tampão IPG 0,5% (v/v), pH 3-10 (GE Healthcare). As tiras de poliacrilamida (7cm 

de comprimento) com gradiente de pH imobilizado (pH de 3 a 10)  foram 

reidratadas no sistema  IPGbox durante 16 horas. Posteriormente, foi realizada a 

focalização isoelétrica das fitas no sistema Ettan IPGphor 3 com o seguinte 

programa:   200 V/1h, 3000 V/1h, 4000V/1h, 1250V/h e 50V por 1h. 

Entre a primeira e a segunda dimensão, as tiras focalizadas foram 

equilibrada em 10 mL de solução Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, ureia 6M, glicerol 30% 

(v/v), SDS 2% (m/v) e azul de bromofenol 0,002% (m/v)  contendo 10 mg/mL de 

ditiotreitol (DTT), durante 15 minutos. Em seguida, foi realizado um segundo 

equilíbrio utilizando a mesma solução adicionada  25 mg/mL iodoacetamida por 

15 minutos. Após o processo de equilibrio, as tiras foram submetidas a SDS-

PAGE 12.5% no sistema de eletroforese Mini VE (GE Healthcare), tal como 

descrito pelo fabricante, e o gel foi corado com  Coomassie G-250 a 2% (m/v.)  

O gel foi escaneado em scanner de imagens (GE Healthcare), usando 

Image Master LabScanTM v Programa 5.0, com uma resolução de 300 dpi. A 

análise foi realizada por Imagem Platinum 2D Mestre v (GE Healthcare). 

 

2.4.5. Espectrometria de massas (MALDI TOF/TOF) e Bioinformática 

Cerca de 80 µg da metaloprotease Botropoidina foi solubilizada em 

NH4HCO3 100 mM e Ureia 8 M, durante 20 min. Esta mistura foi submetida a 

redução com DTT 10 mM em NH4HCO3 50 mM, a 37 ° C durante 60 min. Para 

alquilação, foram adicionados 50 mM de iodoacetamida em NH4HCO3 50 mM a 

37 ºC durante 30 min. Uma alíquota de tripsina Gold 0.5µg/2.5µL (Promega, 

Madison, WI, EUA) foi adicionada para prosseguir a digestão a 37 °C durante à 

noite. A reação foi interrompida pela adição de TFA a 1% e a mistura de 

fragmentos obtidos da digestão com a tripsina foram concentrados em Speed-Vac 

(Savant SPD121P).  A mistura de peptídeos foi dessalinizada utilizando um 
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cartucho C18 acoplado ao sistema HPLC. Para cada análise, 1µL da amostra foi 

adicionado a 3µL da matriz ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (α-CHCA), e 

posteriormente 1,0 uL desta mistura foi aplicado sobre uma placa (Bruker 

Daltonics, Bremen, Alemanha) e seca à temperatura ambiente. 

Análise por espectrometria de massa foi realizada por MALDI TOF (matrix-

assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry)  utilizando 

um dispositivo Autoflex III MALDI-TOF-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, EUA), 

controlada pelo software FlexControl 3.1 (Bruker Daltonics , Billerica, EUA). O 

software Flex 3,3 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA) foi utilizado para a análise de 

dados de espectrometria de massa. As massas peptídicas monoisotópicas foram 

obtidas em modo refletor com calibração externa, utilizando-se um padrão de 

calibração de peptídeos (Bruker Daltonics, Billerica, EUA). Espectros de 

peptídeos (MS/MS) foram realizados pela fragmentação LIFT.   Os espectros de 

massa foram analisados com o software Biotools (Bruker Daltonics) e a 

identificação da proteína foi realizada com o software Mascot (Perkins et al., 

1999). As pesquisas foram obtidas no banco de dados NCBI (Johnson et al., 

2008).  

As sequências homólogas foram obtidas a partir do banco de dados NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov- acessado em 04/12/2012) usando o algoritmo 

BLASTP e as sequências dos fragmentos obtidos por LC-MS/MS como sequência 

de consulta. Para alinhamento das sequências depositadas com os fragmentos 

obtidos foi utilizado o programa ClustalW (Larkin et al., 2007).  

 

2.5 Caracterização Enzimática 

2.5.1 Atividade proteolítica sobre a azocaseína  

Para a realização da atividade azocaseinolítica foi utilizado o substrato 

sulfanilamida-azocaseína (Sigma-Aldrich).  Amostras contendo 5µg de proteínas 

foram incubadas com 400 µL da solução de azocaseína (1.5 mg/mL) em Tris-HCl 

20 mM, pH 7.4, contendo CaCl2 5mM por 60 min. a 37ºC. A reação foi 

interrompida pela adição de 100µl de ácido tricloro acético a 10% (v/v). A mistura 

permaneceu em repouso à temperatura ambiente por 20 minutos e 

posteriormente foi centrifugada por 15 minutos a 5.000xg. 200 µl do sobrenadante 
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foram retirados e a quantificação da atividade proteolítica foi realizada em 

microplaca a 405nm utilizando uma leitora de Elisa (BioTeK – Elx50). Uma 

unidade (U) de atividade azocaseinolítica foi definida como sendo o acréscimo de 

0,01 unidades de absorbância a 405nm em relação às condições do ensaio 

controle. Os ensaios foram realizados em triplicatas.  

O efeito de agentes quelantes, inibidores de proteases e de íons metálicos 

bivalentes também foi testado utilizando a atividade azocaseinolítica; Para tais 

estudos, 5 µg de Botropoidina foram pré-incubados por 1 h à 37ºC com 10 µL de 

soluções de EDTA 10 mM, 1,10-fenantrolina 10 mM, PMSF 10mM, aprotinina 10 

mM e β-mercaptoethanol 10mM, ou com soluções de íons metálicos bivalentes 

(CaCl2, BaCl2, MgCl2, ZnCl2 e HgCl2) à 10 mM. Posteriormente ao período de 

incubação, a atividade proteolítica foi avaliada conforme descrito anteriormente.   

 

2.5.2. Estabilidade enzimática quanto a variação de pH e Temperatura 

Para a análise da estabilidade da enzima frente à variação de pH e 

temperatura, utilizou-se a metodologia  da atividade azocaseinolítica.  Amostras 

contendo 5 µg de Botropoidina foram pré-incubados por 30 minutos à 37ºC em 

soluções tampão com pH variando de 3,0 a 11. 

A temperatura ótima foi determinada pré-incubando a mesma quantidade 

da protease por 30 minutos em diferentes temperaturas (variando de 20 a 80ºC). 

Imediatamente após o tempo de incubação a atividade azocaseinolítica foi 

realizada como descrita no item 2.5.1. 

 

2.5.3 Atividade Fibrinogenolítica 

A atividade proteolítica sobre o fibrinogênio foi realizada como descrito por 

Rodrigues et al. (2000), com modificações. Amostras contendo 50µL de uma 

solução de fibrinogênio bovino (1.5 mg/mL) em Tris-HCl 50mM, pH7.4 e  CaCl2 

5mM, foram pré-incubadas com 5 µg de Botropoidina a 37ºC em diferentes 

intervalos de tempo (5, 10, 15, 30, 60 e 120 minutos). A reação foi interrompida 

pela adição de 10 µL de tampão Tris-HCl 50 mM pH 6,5 contendo SDS 2% (v/v); 

β-mercaptoetanol 5% (v/v); glicerol 10% (v/v) e azul de bromofenol 0,005% (m/v). 
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Em seguida a solução foi aquecida a 100ºC por 5 minutos e o produto da reação 

foi analisado em SDS-PAGE a 13,5%, conforme descrito no item 2.4.2.  

 

2.5.4. Atividade proteolítica sobre a fibrina 

A atividade proteolítica sobre a fibrina foi ensaiada utilizando uma solução 

de 2,0 mg/mL de fibrinogênio bovino dissolvido em Tris-HCl 50mM, pH 7.4, 

contendo 5 mM de CaCl2. Em 50µL desta solução foram adicionados 10 NIH 

units/mL de trombina humana (Sigma-Aldrich), mantidos em repouso a 

temperatura ambiente por 2 horas para a formação do coágulo de fibrina. Após a 

formação da fibrina, a solução foi tratada com 10µL (5µg) da protease 

Botropoidina dissolvida no mesmo tampão e incubada por diferentes intervalos de 

tempo (2, 4, 6, 12 horas) a 37ºC. Após cada intervalo de tempo a reação foi 

imediatamente interrompida pela adição de 10µL de tampão Tris-HCl 50mM pH 

6,5 contendo SDS 2% (v/v); β-mercaptoetanol 5% (v/v); glicerol 10% (v/v) e azul 

de bromofenol 0,005% (m/v). Os produtos de degradação foram analisados em 

SDS-PAGE a 13,5 % conforme descrito no item 2.4.2.  

 

2.5.5 Degradação de proteínas da matriz extracelular 

A atividade proteolítica da metaloprotease Botropoidina sobre proteínas da 

matriz extracelular foi investigada de acordo com a metodologia descrita por 

Kumar et al., (2010), com algumas modificações. Amostras contendo 50µL de 

solução de fibronectina (1mg/mL) e colágeno tipo-IV (2.5mg/mL) foram misturados 

com 5µg da protease em 10µL de Tris-HCl 50mM, pH 7.4 contendo 5mM de 

CaCl2  e incubados a 37ºC por diferentes intervalos de tempo ( 2, 4 e 6 horas). A 

reação foi interrompida pela adição de 10µL de tampão Tris-HCl 50mM pH 6,5 

contendo SDS 2% (v/v); β-mercaptoetanol 5% (v/v); glicerol 10% (v/v) e azul de 

bromofenol 0,005% (m/v). Os produtos de degradação foram analisados em SDS-

PAGE a 7.5% conforme descrito no item 2.4.2. 
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2.5.6.  Atividade sobre substratos cromogênicos 

A capacidade da protease Botropoidina em hidrolisar os substratos 

cromogênicos S-2238 0,1mM (substrato para enzima thrombin-like); S-2222  0,4 

mM (substrato para fator Xa); S-2302 0,3mM (substrato para calicreina 

plasmática); S-2251  0,3mM (substrato para plasmina) foi realizada incubando-se 

200µL de cada substrato dissolvidos em Tris-HCl 50mM, pH 7,4 contendo  5mM 

de CaCl2  e 1,0 ou 2,0 µg da enzima dissolvidos no mesmo tampão para um 

volume final de reação de 250µl. A solução foi incubada por 20 minutos a 37°C e 

posteriormente a Abs foi determinada a 405nm utilizando leitora de microplacas 

(BioTeK – Elx50). Como controle foram utilizados 200 µL da solução de cada 

substrato com a adição de 50µl de Tris-HCl 50mM, pH 7,4 contendo  5mM de 

CaCl2 . O acréscimo de 0.01 Abs a 405nm foi considerado como uma unidade de 

atividade. Os testes foram realizados em triplicata. 

 

2.6 Caracterização Funcional 

2.6.1. Atividade hemorrágica e determinação da dose mínima 

hemorrágica 

A atividade hemorrágica foi realizada para a determinação da dose mínima 

hemorrágica (DMH) e também para monitorar as frações em todos os passos 

cromatográficos. Esta atividade foi realizada segundo Nikai et al. (1984) com 

algumas modificações. Foram utilizados camundongos Balb-C machos de 18-20g 

divididos em grupos (n=5). Os animais receberam injeções intradérmica no dorso 

contendo amostras peçonha bruta de Bothrops pauloensis (2 µg, 4µg e 6 µg)  ou 

Botropoidina (1µg, 2 µg e 4 µg) dissolvidos em 50 µl de PBS. Animais controle 

receberam 50 µl de PBS. Após 3 horas de inoculação, os animais foram 

anestesiados com ketamina® 10% (0,05ml/kg) + xilasina® 2% (0,025ml/kg), 

sacrificados por deslocamento cervical, as peles removidas e o diâmetro do halo 

hemorrágico na superfície interna da pele foi determinado com o auxilio de 

paquímetro digital. A DMH foi calculada com base na equação obtida pelos 

valores de diâmetro dos halos hemorrágicos. A DMH corresponde à menor dose 

capaz de produzir uma lesão hemorrágica de 10 mm2. 
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 A inibição da atividade hemorrágica também foi testada pré incubando a 

toxina por 1 h a 37ºC com 10 µL de solução de EDTA 1 mM ou 10 mM. 

 

2.6.2. Ensaio de incoaguabilidade sanguínea 

A capacidade da protease em provocar incoaguabilidade sanguínea foi 

testada pelo método descrito por Gene et al., (1989), com algumas modificações. 

Foram utilizados grupos de cinco camundongos Balb-C (18-20g). Os animais 

receberam injeções intraperitoneal contento 5µg de Botropoidina dissolvida em 

50µL de PBS. Os animais controle receberam apenas 50µL de PBS. Após 3 horas 

de inoculação, os animais foram anestesiados com ketamina® 10% (0,05ml/kg) + 

xilasina® 2% (0,025ml/kg) e sacrificados por deslocamento cervical. 

Imediatamente o sangue foi coletado por punção cardíaca e transferido para 

tubos de ensaio de vidro mantidos a temperatura ambiente para observar a 

capacidade de coagulação.  

 

2.6.3. Atividade coagulante sobre o plasma 

A atividade coagulante foi ensaiada sobre o plasma bovino citratado. 

Amostras de 5µg de Botropoidina dissolvidas em 15µL de Tris-HCl 50mM pH 7.4, 

contendo 5mM de CaCl2 foram incubadas com 200µL do plasma bovino citratado. 

Os testes foram realizados em um aparelho coagulômetro microprocessador 

Quick-Timer (DRAKE LTDA). Este aparelho detecta os primeiros traços da 

formação do coágulo por um sistema óptico. Os testes foram realizados com n=5. 

 

2.6.4. Determinação do tempo de protrombina (TP) e tempo de 

tromboplastina parcial ativada (TTPa) 

Para determinar a capacidade da Botropoidina em interferir nos parâmetros 

da coagulação sanguínea (TP e TTPa), grupos de 5 animais (Balb-C, 18-20g,) 

foram injetados com 5µg/50µL em PBS da protease por via intraperitoneal (i.p.). 

Os animais controle receberam somente 50µL de PBS. Após 3horas de 

inoculação os animais foram anestesiados com ketamina® 10% (0,05ml/kg) + 

xilasina® 2% (0,025ml/kg), sacrificados por deslocamento cervical e o sangue 

coletado por punção cardíaca.  O sangue foi centrifugado por 360xg durante 15 
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minutos a 4°C e o plasma obtido foi utilizado para determinar o TP e TTPa com 

base na metodologia descrita no kit comercial “CLOT Produtos e Equipamentos 

para Coagulação” (www.clot.com.br). Os testes (n=5) foram realizados em um 

aparelho coagulômetro microprocessador Quick-Timer (DRAKE LTDA). 

 

2.6.5 Agregação Plaquetária  

Este teste foi realizado como descrito por Moura-da-Silva et al., (2008), 

com algumas modificações. O plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado a 

partir do sangue bovino citratado e posteriormente centrifugado a 360xg por 15 

minutos a temperatura ambiente. O PRP foi diluído em 0,1% de EDTA e 

centrifugado durante 20 minutos a 850xg. O precipitado de plaquetas foi 

ressuspenso em solução Tyrode, contendo: soroalbumina bovina (BSA) 0,35% 

(m/v) e EDTA 0,1 mM. Esta mistura foi lavada duas vezes por centrifugação. O 

precipitado final de plaquetas foi ressuspendido em solução Tyrode-BSA,  pH 7,5. 

A suspensão de plaquetas foi ajustada para dar uma concentração de 3-4 x 105 

plaquetas/µL. Para a realização dos testes a toxina (5µg) foi pré-incubada com 

200µL da solução final de plaquetas por 15 minutos. Em seguida foram 

adicionados 25µL de solução dos agonistas (colágeno 100µg/mL e ADP 5mM). 

Os testes foram realizados a 37ºC e a agregação plaquetária foi determinada por 

5 minutos em um agregômetro Agg RAM (Remote Aggregation Analyzer).  Como 

controle foi utilizado somente colágeno e ADP sobre a solução de plaquetas.   

 

2.6.6 Estudo do efeito miotóxico da Botropoidina e da peçonha de 

Bothrops pauloensis em músculo gastrocnemio utilizando-se duas 

condições: 

 

a) Atividade miotóxica analisada por dosagem de creatina cinase no 

plasma 

Grupos de três camundongos Balb-c machos (20-25 g) foram injetados 

intramuscularmente no músculo gasctrocnêmio direito com doses de 5 µg da 

peçonha ou 5µg da Botropoidina em 50 µl de PBS. Animais controle receberam 

apenas 50µL de PBS.  Após 3horas de inoculaçao os animais foram anestesiados 
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com (ketamina® 10% (0,05ml/kg) + xilasina® 2% (0,025ml/kg) e sacrificados por 

deslocamento cervical. O sangue coletado por punção cardíaca foi centrifugado a 

2.500 x g por 10 minutos a 4ºC. A quantificação dos níveis de creatina cinase 

(CK-EC. 2.7.3.2) no plasma obtido foi determinada utilizando a metodologia 

descrita no Kit CK-UV kinetic (BIOCLIN).  

 

b) Alterações Morfológicas 

As alterações morfológicas induzidas por 5µg de Botropoidina ou 5µg da 

peçonha em 50µL de PBS foram analisadas pela injeção intramuscular (i.m.) no 

músculo gastrocnêmio de camundogos Balb-c machos (20-25g). Os animais 

controle receberam apenas 50µL de PBS. Após 24 horas de inoculação os 

animais foram anestesiados com ketamina® 10% (0,05ml/kg) + xilasina® 2% 

(0,025ml/kg) e sacrificados por deslocamento cervical. Uma pequena parte da 

região central do músculo gastrocnêmio foi extraída e conservada em solução 

fixadora (formaldeído a 10% em PBS, v/v). O material foi desidratado por 

concentrações crescentes de etanol e processados para inclusão em parafina. Os 

blocos resultantes foram cortados em secções de 2,5 µm de espessura, corados 

com hematoxilina-eosina 0,25% (v/v), examinados em microscópio óptico e 

fotografados.  

 

2.6.7  Cultura de células  

Neste trabalho foram utilizadas células endoteliais murinas na linhagem 

tEnd (Thymic endothelium), estabelecida por Bussolino et. al. (1991). As células 

foram cultivadas em meio RPMI 1640 acrescido com 10% de soro fetal bovino e 

suplementado com 2 mM de L-glutamina, 2 mM de piruvato de sódio, 1 mM de 

aminoácidos não essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de 

estreptomicina, mantidas em estufa 37°C  e 5% CO2.  

 

2.6.8 Viabilidade e adesão celular  

A viabilidade e adesão celular de culturas de células tEnd tratadas com a 

Botropoidina foram quantificadas pela atividade da succinil desidrogenase, uma 

enzima mitocondrial  presente somente em células vivas, cujo o substrato é o 
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MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). Para 

determinar a viabilidade e adesão celular, 2x104 células/poço foram semeadas em 

microplacas de cultura de 96 poços. Após a adesão, o meio foi trocado e as 

células foram tratadas com diferentes concentrações de Botropoidina (40, 20, 10, 

5, 2.5, 1.25 e 0.625 µg/mL) por um período de 24 horas. Culturas tratadas apenas 

com meio de cultura foram utilizadas como controle negativo. Para determinar a 

viabilidade celular, após 6 e 24 horas de incubação, foram adicionados 

diretamente sobre o meio de cultura 20µL de uma solução contendo 5mg/mL de 

MTT e a cultura mantida à 37°C por 3h. Após este período, foram adicionados 

100µL de uma solução de SDS 10%/HCl 0,01M durante um período de 18h. A 

intensidade da reação foi determinada pela leitura da densidade óptica a 570 nm 

em um leitor de ELISA (BioTeK – Elx50). Para avaliar a adesão celular, os poços 

foram lavados por duas vezes com PBS antes do estabelecimento do mesmo 

protocolo descrito para a determinação da viabilidade celular. O experimento foi 

realizado em triplicata. 

 

2.7 Análise estatística dos resultados 

A montagem dos gráficos, cálculos das médias e desvios padrões das 

médias foram realizados com auxílio do software Prisma. Significâncias 

estatísticas dos resultados foram determinadas utilizando o teste t-Student’s. Os 

valores de p < 0,05 foram considerados significativos.  

 

3. Resultados e discussão 

 

Metaloproteases de peçonhas de serpentes (SVMPs) são hidrolases do 

tipo endopeptidades (E.C.3.4.24) e constituem uma família de proteases que 

apresentam uma diversidade de ações biológicas, entre as quais destacam-se a 

ação proteolítica sobre diversos substratos, tais como: fibrinogênio, fibrina, 

componentes da membrana basal e matriz extracelular. Essas enzimas também 

causam hemorragia local e sistêmica, mionecrose, inibição da agregação 

plaquetária, entre outros. Tais ações podem contribuir significativamente para a 
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patogênese do envenenamento (Gay et al., 2009, Baldo et al., 2010, Brenes et al., 

2010, Escalante et al., 2011, Sajevic et al., 2011).  

Estudos de venômica têm demonstrado que as SVMPs ocorrem em larga 

escala nas peçonhas de serpentes da família Viperidae (entre 40-50%, na maioria 

dos estudos encontrados na literatura) (Ching et al., 2006, Tashima et al., 2008, 

Neiva et al., 2009, Zenalis et al., 2012).  Segundo estudo realizado por Rodrigues 

et al., 2012, na peçonha da serpente de Bothrops pauloensis, das proteínas 

biologicamente ativas, 38% são metaloproteases. 

 Neste trabalho demonstrou-se a purificação e caracterização bioquímica e 

funcional de uma metaloprotease hemorrágica da peçonha de Bothrops 

pauloensis. A protease foi obtida após três passos cromatográficos, a saber: 

Inicialmente 125 mg (dosado) da peçonha bruta de Bothrops pauloensis foi 

fracionada em coluna cromatográfica contendo a resina de troca iônica CM-

Sepharose fast flow. Nesta cromatografia foram obtidas seis frações principais 

(CM1 a CM6) (Fig. 1A), as quais foram testadas quanto às atividades proteolíticas 

sobre a azocaseína e hemorrágica. A fração CM1 apresentou maior atividade 

hemorrágica e mostrou-se bastante heterogênea quando analisada em SDS-

PAGE (resultados não apresentados). 

A fração (CM1) foi liofilizada e submetida à cromatografia em resina de gel 

filtração  HiPrep Sephacryl S-300 (26/60). Este segundo passo cromatográfico 

produziu 7 frações denominadas S1 a S7(Fig. 1B). A fração S1 mostrou ser 

constituída por proteínas de elevada massa molecular (resultados não 

apresentados), apresentou atividade proteolítica sobre a azocaseína e atividade 

hemorrágica (Tabela I e Fig1B, respectivamente). Esta fração foi liofilizada e em 

seguida aplicada em uma resina de troca iônica HiTrep Capto Q. A fração Q2 

obtida da última cromatografia (Fig. 1C) demonstrou atividade hemorrágica, 

atividade proteolítica sobre a azocaseína e uma única banda em SDS-PAGE a 

13,5% em condições redutoras e não redutoras apresentando um único 

componente com massa molecular estimada de 52kDa e 48,8kDa, 

respectivamente, mostrando ser formada por uma única cadeia polipeptídica (Fig. 

2A). A diferença entre as massas moleculares da proteína reduzida e não 

reduzida é explicada pelo fato do agente redutor romper as ligações dissulfeto, 
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aumentando assim a sua massa molecular aparente e diminuindo a sua migração 

em relação à proteína não reduzida. 

Esta fração foi posteriormente aplicada em uma coluna de fase reversa RP-

HPLC usando uma coluna C2C18 (GE Healthcare Bio-Sciences) e revelou pico 

único, sugerindo elevado grau de pureza da amostra (Fig. 2B). Esta fração 

proteica (Q2) passou a ser denominada de Botropoidina. A massa molecular 

desta proteína ácida (pI de 3,76, Fig. 2D) quando determinada por MALDI TOF foi 

de 49.558Da (Fig. 2C). A diferença entre as massas moleculares determinadas 

por SDS-PAGE e espectrometria de massas pode ser explicada pela maior 

precisão dessa última técnica, refletindo melhor a massa molecular real da 

proteína.  

Utilizando esta metodologia de purificação Botropoidina apresentou um 

rendimento de 0,34% da peçonha total (Tabela I). Estudo de transcriptoma da 

glândula da serpente de Bothrops pauloensis realizado por Rodrigues et 

al.,(2012), revelou que as metaloproteases são as mais abundantes das proteínas 

biologicamente ativas e apresentam uma grande variabilidade. Entretanto, apesar 

da grande variabilidade das metaloproteases, elas ocorrem nas peçonhas em 

baixa quantidade (Ramos e Selistre de Araujo, 2006). 

A análise da sequência da metaloprotease Botropoidina foi inicialmente 

realizada por espectrometria de massa. Cerca de 80µg da proteina foi digerida 

com tripsina e o espectro dos fragmentos (Fig. 3A) foi analisado com o software 

Biotools (Bruker Daltonics) e a identificação da proteína foi realizada com o 

software Matrix Science (Mascot Search Results) (Fig. 3B). Para a identificação 

da proteína os peptídeos de massa 1094 e 2675 Da foram submetidos às análises 

de Peptide Mass Fingerprinting (PMF) em espectrômetro de massa tipo duplo 

TOF com o método LIFT (Fig 3B). Esta análise revelou um Score altamente 

significativo (Scores > 49 e p<0.05) e elevada similaridade com outras 

metaloproteases de peçonha de serpentes incluindo o precursor da 

metaloprotease III presente na biblioteca de cDNA de Bothrops neuwiedi 

(gb|ADO21503.1) (Fig 3B). 

O alinhamento das sequências peptidicas obtidas por MS/MS da protease 

Botropoidina com sequências de metaloproteases depositadas no banco de 
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dados (NCBI) (Fig 4), revelou um alto grau de identidade com resíduos de 

aminoácidos presentes nos domínios tipo desintegrina e rico em cisteína. Apesar 

da sequencia primária da Botropoidina não ter sido completamente elucidada, os 

dados apresentados no presente estudo sugerem que a toxina isolada é uma 

metaloprotease  da classe  PIII segundo a classificação mais recente proposta por 

Fox e Serrano (2008). 

As enzimas proteolíticas ocorrem em grandes variedades nas peçonhas 

das serpentes da família Viperidae, e o substrato azocaseína apesar de não ser 

específico somente para metaloproteases de peçonhas ofídicas é muito utilizado 

para estudos de atividade enzimática e estabilidade de tais moléculas frente a 

variações de pH, temperatura, íons metálicos e inibidores de proteases (Gomes et 

al., 2011; Naves de Souza et al., 2012).  A atividade azocaseinolítica foi utilizada 

para reconhecer as frações proteolíticas durante os passos cromatográficos de 

purificação, assim como para caracterizar a atividade enzimática da protease 

purificada. Botropoidina mostrou relevante ação proteolítica sobre a azocaseína 

(Fig 5) e quando incubada com inibidores de proteases tais como: EDTA e 1,10-

fenantrolina teve a sua ação proteolítica completamente inibida (Fig 5), enquanto 

PMSF e aprotinina não alteraram a ação enzimática (Fig 5).  

Sabe-se que as metaloproteases possuem Zn+2 como um metal essencial 

para a sua atividade catalítica (Ramos e Selistre de Araujo, 2006). Então o 

tratamento com agentes quelantes inibe a sua atividade enzimática.  A presença 

de atividade proteolítica após incubação da metaloprotease com os inibidores 

aprotinina e PMSF sugere a exclusão de serina do sítio ativo dessa toxina. Com 

base nestes resultados pode-se inferir que Botropoidina é uma enzima zinco 

dependente da classe das metaloproteases (SVMPs).  

As sequências primárias de SVMPs revelam uma grande quantidade de 

resíduos de cisteina em seus diversos domínios, como pode ser evidenciado na 

figura 4. A presença destes resíduos pode levar à formação de ligações dissulfeto 

que estabilizam a estrutura tridimensional da proteína (Ramos e Selistre de 

Araujo, 2006; Muniz et al., 2008; Takeda et al., 2012). As pontes dissulfeto 

revelaram ser importantes para a estabilidade da estrutura tridimensional da 

metaloprotease Botropoidina e na sua atividade catalítica, uma vez que quando 
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incubada com β-mercaptoetanol a atividade proteolítica sobre a azocaseína foi 

significativamente inibida (Fig. 5).  

O ensaio sobre o substrato azocaseína também foi realizado na presença 

de íons metálicos bivalentes (Ca+2, Mg+2, Ba+2, Zn+2, Hg+2) (Fig. 5).  Este ensaio 

demonstrou que o íon Ca+2 aumentou levemente a atividade proteolítica da 

enzima, assim como os íons Mg+2 e Ba+2.  Foi demonstrado que metaloproteases 

geralmente apresentam sítios externos para ligação ao íon cálcio que estabilizam 

a estrutura tridimensional da enzima potencializando a sua ação proteolítica (Sun 

et al., 2006; Igarashi et al., 2007; Muniz et al., 2008).  

O aumento da atividade por íons Ca+2 e a sua interação com 

metaloproteases já foram demonstrados por outros trabalhos, por exemplo, com a 

Catrocollastatin, uma SVMP da classe P-III proveniente da peçonha de Crotalus 

atrox que através de um estudo de cristalografia de raio X  revelou três sítios de 

ligação para o íon Ca+2 em sua estrutura tridimensional  (Igarashi et al., 2007).  

A atividade azocaseinolítica da Botropoidina foi inibida na presença dos 

íons Hg+2 e Zn+2 .  Uma possível explicação para este fato seria que, além do sítio 

ativo ligante de zinco envolvido na sua atividade proteolítica, estas toxinas 

possuiriam outros sítios ligantes de zinco, os quais poderiam ser ocupados por 

zinco ou outro íon contido na solução, resultando em uma mudança 

conformacional e perda da função proteolítica (Zhu et al., 1997). A interferência de 

íons metálicos na atividade proteolítica de metaloproteases de peçonhas de 

serpentes é bem descrita na literatura. Resultados semelhantes foram vistos para 

as metaloproteases, tais como: BjussuMP-I   de Bothrops jararacussu (Mazzi et 

al., 2004), Patagonfibrase de Philodryas patagoniensis (Peichoto et al., 2007) e 

Ammodytagin de Vipera ammodytes ammodytes (Kurtovic et al., 2011).  

O efeito da variação de pH e da temperatura sobre a atividade proteolítica 

de Botropoidina foi testado sobre o substrato azocaseína, sendo que Botropoidina 

apresentou pH ótimo na faixa de 6 - 9 e estabilidade térmica entre 30-40ºC. No 

entanto observou-se uma significante diminuição da atividade proteolítica em pH 

ácido e temperatura  maior que 50ºC (Fig. 6). A susceptibilidade de 

metaloproteases a valores baixos de pH  pode ser explicada pela polarização do 

resíduo de glutamato e a protonação dos resíduos de histidina, que por 
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consequência causa  alteração no sitio catalítico da enzima zinco dependente 

(Ramos e Selistre de Araujo, 2006).  

O desequilíbrio da hemostasia após o envenenamento ofídico pode ser 

induzido principalmente por enzimas proteolíticas que geralmente são 

classificadas de acordo com suas estruturas em serinoproteases e 

metaloproteases. A maioria das metaloproteases hemorrágicas e não 

hemorrágicas são fibrinogenolíticas, capazes de degradarem a cadeia α do 

fibrinogênio e de forma mais lenta a cadeia β (Markland, 1998).  Algumas 

fibrinogenases degradam rapidamente ambas as cadeias do fibrinogênio, e em 

geral não necessitam de outros fatores para serem ativadas, entretanto 

geralmente estas proteínas tem sua ação potencializada na presença de íons 

Ca+2 tendo em vista que elas geralmente apresentam uma região externa na sua 

estrutura tridimensional que acopla esse íon metálico bivalente, conferindo assim 

maior estabilidade à sua estrutura (Swenson & Markland, 2005, Igarashi et al., 

2007, Peichoto et al., 2007). 

A metaloprotease Botropoidina mostrou habilidade em degradar 

preferencialmente a cadeia Aα do fibrinogênio com 5µg até 2 horas de incubação, 

sendo que a cadeia Bβ foi lemente degradada ao longo do tempo e a cadeia γ 

não sofreu ação proteolítica (Fig. 7A).  Além de degradar o fibrinogênio, a 

protease foi capaz de degradar a fibrina de uma maneira tempo dependente (Fig. 

7B). Neste ensaio a protease mostrou ser ativa principalmente sobre o dímero (γ -

γ) e sobre a cadeia α nos tempos iniciais de incubação, entretanto com 12 horas 

de incubação observamos um efeito mais intenso sobre o dímero e a cadeia α 

(Fig. 7B). De acordo com esses resultados, pode-se espandir a classificação 

dessa enzima para a classe das α-fibrin(ogen)olíticas juntamente com BjussuMP-I 

proveniente da peçonha de Bothrops jararacussu (Mazzi et al., 2004),  

Patagonfibrase de Philodryas patagoniensis (Peichoto et al., 2007) e Jararagina 

de Bothrops jararaca (Moura-da-Silva & Baldo, 2012),  entre outras.  

Distúrbios na coagulação sanguínea proveniente do envenenamento por 

serpentes peçonhentas são geralmente atribuídos as enzimas fibrin(ogen)olíticas. 

Estas são capazes de agir sobre vários fatores da coagulação e sobre 

componentes da membrana basal, causando alterações no tempo de coagulação 
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sanguínea e contribuindo para o extravasamento sanguíneo (Swenson & 

Markland Jr., 2005, White, 2005, Escalante et al., 2011, Sajevic et al., 2011, Koh 

& Kini, 2012).  Botropoidina foi incapaz de coagular o plasma bovino (in vitro) com 

doses de até 10µg, bem como não hidrolisou os substratos cromogênicos S-2238 

(substrato para enzima thrombin-like), S-2222 (substrato para factor Xa), S-2302 

(substrato para calicreina plasmática), S-2251 (substrato para plasmina) quando 

testada com doses de 1,0 e 2,0µg (resultados não apresentados). No entanto 

quando 5µg de Botropoidina foram injetados por via intraperitoneal em 

camundongos Balb-C, o sangue dos animais tornou-se incoagulável. Pôde-se 

observar também um aumento no tempo de protrombina (controle 25,5 s; 

Botropoidina >120 s; n=5) e no tempo de tromboplastina parcial ativada (Controle 

29 s; Botropoidina 145 s; n=5). Estes resultados sugerem que Botropoidina 

interfere na coagulação sanguínea principalmente por diminuir o nível de 

fibrinogênio plasmático, tornando o sangue incoagulável.  

A hemorragia é um dos principais efeitos observados no envenenamento 

por serpentes da família Viperidae. Esta ocorre principalmente por um complexo 

mecanismo de ações decorrentes das SVMPs, as quais podem induzir alterações 

na parede de microvasos e dessa forma causarem o extravasamento sanguíneo 

(Gutiérrez et al., 2005; Baldo et al., 2010; Escalante et al., 2011).  

A atividade hemorrágica tanto da peçonha bruta da serpente de Bothrops 

pauloensis quanto da toxina Botropoidina purificada foi avaliada com diferentes 

doses utilizando camundongos da linhagem Balb-C (Fig 8 A).  Botropoidina 

demonstrou ser uma potente toxina hemorrágica com DMH (dose mínima 

hemorrágica) de 0,98µg enquanto a DMH da peçonha de Bothrops pauloensis foi 

de 3,60µg (Fig. 8B).  A hemorragia causada por Botropoidina foi completamente 

inibida quando a protease foi pré-incubada com solução 1mM e 10mM de EDTA 

(resultados não apresentados), o que pode sugerir a dependência do sítio 

catalítico da metaloprotease para atividade hemorrágica.  

A atividade hemorrágica in vivo pode ocorrer por um mecanismo que 

depende da interação de eventos bioquímicos e biofísicos, a saber: Proteínas da 

membrana basal (MB) como fibronectina, colágeno tipo IV, laminina e proteínas 

da membrana de células endoteliais ou plaquetárias (integrinas) são degradados 
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pela ação dessas metaloproteases o que leva ao enfraquecimento da parede 

vascular. Em um segundo momento, forças hemodinâmicas, como pressão 

hidrostática, contribuem para a distensão e ruptura da parede dos capilares, 

provocando o extravazamento sanguíneo. Dessa forma a degradação de 

componentes da MB é fundamental para o início da hemorragia (Gutiérrez et al., 

2005).  

Estudos realizados por Baldo et al., (2010) indicam que a principal causa 

da hemorragia está realmente associada a danos causados nos microvasos e a 

capacidade de a enzima em permanecer ancorada às células. As SVMPs da 

classe P-III, são potentes hemorraginas pelo fato de possuírem em sua estrutura, 

além do domínio metaloprotease que apresenta a ação proteolítica, os domínios 

tipo desintegrina e rico em cisteína que proporcionam a capacidade aderente a 

componentes integrantes da membrana basal e assim potencializarem os danos 

causados na microvasculatura.  Além disto, outro aspecto importante, que é 

apontado como pontecializador da ação hemorrágica das SVMPs da classe P-III, 

é a capacidade de resistir ao inibidor plasmático de proteases α2-macroglobulina 

(α2-M) (Escalante et al., 2011).  

Botropoidina foi capaz de degradar componentes da membrana basal tais 

como colágeno tipo IV e fibronectina (Fig. 9). As cadeias α1(220kDa) e α2(180kDa) 

do colágeno foram parcialmente degradadas quando  5µg da protease foram 

incubados com o colágeno tipo IV por  2 e 4 horas e praticamente todas as 

cadeias do colágeno sofreram degradação após 6 horas de incubação (Fig. 9A). 

Resultados semelhantes foram observados quando a mesma concentração da 

enzima foi incubada com fibronectina em diferentes intervalos de tempo. 

Entretanto a degradação das cadeias pesadas da fibronectina ocorreu após 6 

horas de incubação (Fig. 9). A degradação do colágeno e fibronectina são 

eventos marcantes relacionados aos danos causados pelas SVMPs, levando em 

consideração que estas são as principais proteínas constituintes da membrana 

basal que estão relacionadas com a composição estrutural e adesão célula-célula 

(Escalante et al., 2011, Sajevic et al., 2011). 

A inibição da agregação plaquetária é outro evento importante que contribui 

para a hemorragia induzida por SVMPs. Estas enzimas inibem a agregação 
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plaquetária por apresentarem capacidade de hidrolisar componentes da 

membrana de plaquetas e/ou interagir com integrinas plaquetárias. Diversas 

desintegrinas e/ou domínios semelhantes à desintegrinas presentes nestas 

peçonhas de serpentes tem a capacidade de ligar com integrinas existente em 

plaquetas, bloqueando a agregação e a formação do coágulo. Contribuindo, 

portanto para o quadro hemorrágico e intensificando os danos por consequência 

do envenenamento (Wijeyewickrema et al., 2005; Sajevic et al., 2011; Moura-da-

Silva & Baldo, 2012).  

A agregação plaquetária induzida por ADP e colágeno foi significantemente 

inibida pela Botropoidina (Fig. 10A e 10B). Entretanto, essa enzima demonstrou 

maior inibição da agregação plaquetária induzida pelo colágeno 

(aproximadamente 80% quando comparado com o controle, Fig. 10B). Estes 

resultados sugerem que a enzima provavelmente possa interagir e ou clivar a 

integrina plaquetária α2β1 um receptor para o colágeno, dessa forma promovendo 

a inibição da agregação plaquetária. Resultados semelhantes foram descritos 

para a Jararagina (Tanjoni et al., 2010) e para outras SVMPs (Sajevic et al., 

2011). No entanto, experimentos adicionais devem ser realizados para o melhor 

entendimento do papel dos domínios metalo e/ou tipo desintegrina na inibição da 

agregação plaquetária induzida por esta toxina. 

O envenenamento botrópico é marcado por uma série de diferentes 

alterações fisiopatológicas, entre estas destacam-se a inflamação, mionecrose e 

alterações teciduais generalizadas. As lesões teciduais locais induzidas por essas 

peçonhas são uma consequência da ação enzimática principalmente de 

fosfolipases A2 (PLA2) e de SVMPs (hemorrágicas e não hemorrágicas), ou por 

uma ação sinérgica de ambas (Gutiérrez et al., 2009).  

O dano tecidual local induzido pela toxina Botropoidina e pela peçonha de 

Bothrops pauloensis também foi investigado (Fig. 11). As análises por 

microscopia óptica dos cortes histológicos de músculos gastrocnêmio de animais 

tratados com a toxina revelaram um grande número de hemácias no espaço 

instersticial, caracterizando elevada ação hemorrágica. Também são observadas 

várias alterações morfológicas tais como necrose das fibras musculares, 

caracterizadas por citoplasma fracamente corado, um acentuado edema 
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evidenciado pelo espaçamento entre as células musculares e um aumento 

significativo do infiltrado inflamatório caracterizado principalmente por leucócitos 

polimorfonuclear. Estas alterações também foram observadas no tecido muscular 

de camundongos tratados com a peçonha de B. pauloenis (Fig. 11).  

Com a finalidade de corroborar com a miotoxicidade induzida pela 

Botropoidina, a atividade creatina cinase (C.K.) no plasma sanguíneo de animais 

tratados com 5µg da toxina ou da peçonha total foi determinada após 3 horas de 

inoculação. A toxina e a peçonha total de B. pauloenis foram capazes de induzir 

um aumento de CK no plasma sanguíneo, atingindo níveis máximos de 455 U/L e 

539U/L respectivamente, quando comparado com os valores obtidos para os 

animais controle (196 U/L) confirmando os resultados obtidos por microscopia 

óptica. (Fig.12).  As lesões musculares podem ser causadas pela ação direta de 

miotoxinas, ou indiretamente, como consequência da isquemia resultante de 

distúrbios vasculares. O mecanismo de ação de metaloproteases hemorrágicas 

sobre o tecido muscular tem sido atribuído basicamente à ação dessas toxinas 

sobre capilares sanguíneos, levando à depleção de sangue que nutre as células 

musculares, induzindo isquemia e consequentemente morte celular (Gutiérrez et 

al., 1995, Hernández et al., 2011).  Estudo realizado por Gutiérrez et al., (1995) 

demonstrou qua as alterações mionécroticas ocorrem rapidamente logo após a 

inoculação da metaloprotease hemorrágica  BaH1 de Bothrops asper. Neste 

estudo eles propõem que os danos no tecido muscular ocorrem como 

consequência da ação proteolítica da metaloprotease, o que acaretaria na 

perfusão reduzida do tecido.  

De acordo com estes resultados, a metaloprotease hemorrágica 

Botropoidina contribui consideravelmente para os danos teciduais e sistêmicos 

relacionados ao envenenamento por serpentes da espécie Bothrops pauloensis.  

As SVMPs também são capazes de interferir na adesão e viabilidade 

celular. A toxicidade dessas enzimas pode promover apoptose em cultura de 

células por diferentes mecanismos. Assim, alguns estudos indicam que o efeito 

destas toxinas deve-se à interação do domínio não catalítico com integrinas de 

membrana e outros estudos indicam que o domínio catalítico também participa do 

mecanismo que leva à apoptose celular. Ou seja, algumas proteases promovem a 
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apoptose através da proteólise dos componentes da matriz e clivagem das 

junções aderentes. Outras podem promover a apoptose tanto por ação 

proteolítica quanto pela ação do domínio não catalítico (D/C), o que acarretaria 

em um descolamento (perda de adesão da célula) um processo conhecido por 

anoikis (Diaz et al., 2005; Tanjoni et al., 2005; Brenes et al., 2010).   

O efeito da Botropoidina na viabilidade e adesão celular foi avaliado 

utilizando diferentes concentrações da toxina em células endoteliais murinas 

(tEnd) por ensaio de MTT. A análise da viabilidade celular de culturas tEnd 

demonstrou a presença de células mortas 6 horas após o tratamento com a 

Botropoidina (Fig. 13A), seguida de aumento progressivo da morte celular com o 

passar do tempo de tratamento (Fig. 13B). A Botropoidina interferiu na viabilidade 

celular de maneira dose dependente, sendo que concentrações iguais ou 

superiores a 10 µg/mL induziram alterações significativas na viabilidade celular 24 

horas após o tratamento (Fig 13B). Quanto à interferência na adesão celular, 

observamos que concentrações acima de 10 µg/mL de Botropoidina foram 

capazes de induzir descolamento (perda de adesão) das células 6 horas após o 

tratamento (Fig. 13C). Este efeito foi mais acentuado ao longo de 24 horas, 

mostrando que houve um descolamento significativo das células da placa de 

cultura com as concentrações iguais ou superiores a 5µg/mL (Fig. 13D). 

As células endoteliais são importantes alvos das SVMPs, e diversas 

metaloproteases podem induzir apoptose celular por mecanismos catalíticos, 

clivando as proteínas da matriz extracelular e integrinas envolvidas na adesão 

celular. De acordo com Masuda et al., (2001), a atividade proteolítica é essencial 

para apoptose induzida por HV1, uma SVMPs da classe P-III isolada da peçonha 

de Trimeresurus flavoviridis. A apoptose celular também pode ser atribuída aos 

mecanismos anti-adesivos das SVMPs. Os domínios tipo desintegrina e rico em 

cisteína da Alternagina, uma SVMP isolada da peçonha de Bothrops alternatus 

interfere com as funções da integrina α2β1, inibindo a adesão celular (Souza et al., 

2000). 

A toxina hemorrágica jararagina, inibiu a adesão de células endoteliais ao 

colágeno (Moura-da-Silva, 2001) e foi capaz de induzir apoptose em células 

endoteliais murina (tEnd) (Tanjoni et al., 2005). Nesse trabalho, foi demonstrado 
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que a Jararagina age de maneira seletiva a células endoteliais e interfere nas 

adesões. A apoptose por anoikis também foi o principal mecanismo envolvido na 

redução da viabilidade celular induzida pela Jararagina em HUVECs (Baldo et al., 

2008). Dessa forma, a ação das SVMPs em células endoteliais envolve 

propriedades proteolíticas e anti-adesivas, que conjuntamente resultam na perda 

da interação célula-matriz, induzindo a morte celular.  

A atividade catalítica da Botropoidina pode estar envolvida na inibição da 

adesão de células endoteliais. Este evento certamente está relacionado à 

atividade catalítica dessa toxina sobre os componentes da membrana basal, 

como discutido anteriormente. Entretanto, a inativação da atividade catalítica da 

Botropoidina não foi suficiente para abolir por completo este efeito. Como 

demonstrado, a Botropoidina tratada com EDTA ainda foi capaz de inibir a adesão 

das células endoteliais (Fig. 14). You et al. (2003), demonstraram que a atividade 

proteolítica da Halysase, proteína isolada da peçonha de Gloydius halys é 

parcialmente associada com a inibição da proliferação de células endoteliais, 

sendo que o domínio tipo desintegrina dessa toxina também pode estar envolvido 

na  inibição da proliferação celular. 

Assim, provavelmente além da ação proteolítica de Botropoidina sobre as 

células tEnd, há interferência de outros domínios da toxina que provavelmente 

interagem com integrinas impedindo e desfazendo a interação célula-célula.  

A atividade hemorrágica das SVMPs é dependente da ação do domínio 

catalítico, contudo, alguns trabalhos demonstram que propriedades adesivas do 

domínio tipo desintegrina são fundamentais para a expressão dessa atividade, já 

que a ancoragem às proteínas da membrana basal é essencial para a 

manutenção da integridade das células endoteliais, e a inibição da adesão celular 

contribui para o enfraquecimento da estrutura da parede do vaso e a consequente 

hemorragia (Baldo et al., 2010, Moura-da-Silva  & Baldo, 2012).  

No presente trabalho foram apresentados pela primeira vez os resultados 

de isolamento e caracterização bioquímica e funcional de uma metaloprotease 

hemorrágica (classe P-III) proveniente da peçonha da serpente Bothrops 

pauloensis. Esta enzima é capaz de degradar fibrinogênio, fibrina, fibronectina e 

colágeno, além de interferir na coagulação sanguínea por alterar o TTPa e TP. 
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Botropoidina também foi capaz de inibir a agregação plaquetária induzida por 

colágeno e ADP e inibir a viabilidade e adesão de células endoteliais murina 

(tEnd). Dessa forma, conclui-se que a metaloprotease Botropoidina além de 

possuir toxicidade sobre células endoteliais, demostra ser uma importante toxina 

responsáveil pelo quadro fisiopatológico envolvido no envenenamento por 

serpentes desta espécie. 
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Figura 1: (A) Cromatografia de troca-iônica da peçonha de Bothrops pauloensis 
(125 mg) em uma coluna de 1,4 x 26cm contendo CM-Sepharose a qual foi 
previamente equilibrada com o tampão bicarbonato de amônio (AMBIC) 50mM pH 
7,8 e  eluída em um gradiente contínuo de 0,05M a 0,5M do mesmo tampão a 
25ºC.  Frações de 1ml/tubo foram coletadas a um fluxo de 6,6 mL/h e as 
absorbâncias foram monitoradas a 280 nm. (B) Cromatografia da fração CM1 
(34mg) em coluba de gel filtração HiPrep Sephacryl S-300 (26/60) previamente 
equilibrada e eluida com 50mM de tampão AMBIC, pH 7.8, usando um 
equipamento AKTA prime plus (GE Healthcare Bio-Sciences). As frações foram 
coletadas a 2,0 mL/tubo e as absorbâncias determinadas a 280nm.  (C) 
Cromatografia da fração S1 (8,75 mg) em resina HiTrep Capto Q (três colunas 
acopladas de 1 mL cada) previamente equilibrada com tampão (AMBIC) 50mM 
pH 7.8 e eluida com o mesmo tampão em um gradiente de (50-500mM), a fração 
Q2 exibiu atividade hemorrágica.  
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Figura 2: (A) SDS-PAGE (13,5%). (1) Marcador de massa molecular. (2) 5µg da 
protease Botropoidina (não reduzida).  (3) 5µg de Botropoidina (reduzida). (B) 
Perfil da cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa da fração Q2. 
Coluna µRPC C2C18 de 4.6x150mm (GE Healthcare Bio-Sciences). Amostras de 
200 µg foram dissolvidas em 200 µl do solvente A*, centrifugados a 10.000xg  por 
5 minuto.   A proteína foi eluída com um gradiente linear de 0 a 100% do solvente 
B**. O pico foi eluído a um fluxo de 0,5ml/min. A absorbância foi monitorada a 280 
nm. (C) Massa molecular de Botropoidina  determinada por espectrometria de 
massa MALDI TOF-MS (49.558 Da). (D) Focalização isoelétrica da Botropoidina 
determinada por sistema de eletroforese bidimensional (pH de 3-10).  *Solvente A: 
acetonitrila 5% em TFA 0,1% (v/v) ** Solvente B: acetonitrila 80% em TFA 0,1 % 
(v/v).  
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Tabela 1: Rendimento protéico e recuperação da atividade azocaseinolítica 
durante as etapas de purificação da protease Botropoidina proveniente da 
peçonha de B. pauloensis.  

 

 
*Concentração protéica determinada pelo método Bradford (1976).  
**A atividade foi expressa em U/mg pelo media ±SD (n=3) (1 U representa o aumento de 0,01 Abs 
a 405 nm).  
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Figura 3A: Espectro do perfil de massas dos fragmentos obtidos a partir da 
digestão da Botropoidina com a tripsina. Os espectros de massa foram analisados 
com o software Biotools (Bruker Daltonics) e os valores são mostrados em Da. 
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Figura 3B: Espectros dos peptídeos obtidos por Peptide Mass Fingerprinting 
(PMF). Alguns espectros dos parentais obtidos por MS/MS com o método LIFT 
utilizados na identificação da proteína com o software Mascot. O histograma 
demonstra o Score altamente significativo (Scores > 49 e p<0.05), após a análise 
dos fragmentos, indicando uma alta similaridade com a MP_III3 SVMP de 
Bothrops neuwiedi, acesso gi|308212500 / Massa: 51.271 Da. 
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gi|82219706|sp|Q98UF9.3|VM3H3_BOTJA      KMCGVTQTNWESDEPIKKASQLVVTAEQQRY-NHYKYIELVILADYRMVTKNNGDLGKIRTKIYEIVNILNEIFRY 

gi|387014248|gb|AFJ49243.1|              KMCGITETNWESDEPIKKASQLNLIPEQQRYLNPYRYVELVIVADHGMVTKNNGDLDKIRTSIYETVNTLNEIFRY 

gi|52001475|sp|P20164.4|VM3HB_PROFL      KMCGVTQTNWESDEPIKKASKLVVTAEQQRF--PRRYIKLAIVVDHGIVTKHHGNLKKIRKWIYQLVNTINNIYRS 

gi|52000724|sp|Q8JIR2.1|VM3HA_PROFL      KMCGVTQTNWESDEPIKKASKLVVTAEQQRYLNNFRFIELVIVADYRMFTKFNSNLNEVKTWVYEIVNTLNEIYRY 

gi|338855324|gb|AEJ31991.1|              KMCGITETNWESDEPIKKASHLNLIPEQQRYLNPYRYVELVIVADHGMVTKNNGDLDKIRTSIYETVNTLNEIFRY 

gi|308212496|gb|ADO21501.1|              KMCGVTQTNWESDEPIKKDSQLNFHPHQQRY-NRYKYVELLIVADYKMVTRNNGNLDEIRTKIYEIVNNVNVIFRY 

gi|308212498|gb|ADO21502.1|              KMCGVTQTNWESDEPIKKASQLNFHPHQ-RY-NHYNYVELIIVADYKMVTRNNGNLDEIRTKIYEIVNNVNVICRY 

gi|308212500|gb|ADO21503.1|              KMCGVTQTNWKSDEPIKKASQLVVTAEQQRY-NPYKYVEVVIVADYRMVTKNNGNLDEIRTKIYEIVNFLNEIFRY 

GR955266.1                               ---------------------------------------------------------------------------- 

GR955267.1                               ---------------------------------------------------------------------------- 

 

 

 

gi|82219706|sp|Q98UF9.3|VM3H3_BOTJA      LYIRIALVGIEIWSNADLSNVTLSADDTLASFGTWRGTVLLKRKSHDNAQLLTAIDFDGQTIGIANIASMCNQNKS 

gi|387014248|gb|AFJ49243.1|              LSIRIALVGLEIWSKRDLITMTSAAKVTLDSFGNWRVTDLLKRKSHDNAQLLTAIEFDGGTVGIAQIASMCDLKRS 

gi|52001475|sp|P20164.4|VM3HB_PROFL      LNILVALVYLEIWSKQNKITVQSASNVTLDLFGDWRESVLLKQRSHDCAQLLTTIDFDGPTIGKAYTASMCDPKRS 

gi|52000724|sp|Q8JIR2.1|VM3HA_PROFL      LYVRVALVALEVWSNGDLSSVTLSAYDTLDSFGEWRKRDLLKRKSHDNAQLLTAIDFNGTIIGLAHVASMCDPKCS 

gi|338855324|gb|AEJ31991.1|              LSIRIALVGLEIWSKRDLITMTSAAKVTLDSFGNWRVTDLLKRKSHDNAQLLTAIEFDGGTVGIAQIASMCDLKRS 

gi|308212496|gb|ADO21501.1|              LYIRIALVAIEIWSNGDLINVESAANVTLDSFGTWREKDLLKRKSHDNAQLLTAIDFNGPTIGIAYVASMCDPKRS 

gi|308212498|gb|ADO21502.1|              LYIRIALVAIEIWSNGDLINVESAANVTLDSFGTWREKDLLKRKSHDNAQLLTAIDFNGLTIGIAYVASMCDPKRS 

gi|308212500|gb|ADO21503.1|              LYIRIALVGIEIWSNRDLINVTSASGDTLDSFGTWRGTDLLRRKSHDNAQLLTAIDLDGPTIGIAKIAGMCKLNES 

GR955266.1                               ---------------------------------------------------------------------------- 

GR955267.1                               -------------------------------------------------------------------AGMCKLNES 

 

 

 

gi|82219706|sp|Q98UF9.3|VM3H3_BOTJA      VGVVMDYSPINLVVAVIMAHEMGHNLGINHDTGSCSCGGYSCIMAPEISDQPSKLFSNCSKQAYQRYINYYKPQCI 

gi|387014248|gb|AFJ49243.1|              VGIVRDLSETNLLVAVTMAHELGHNLGMTHDENYCTCGGYSCIMSAVLSDQTSKLFSNCSKEEYRKYINIYDPQCI 

gi|52001475|sp|P20164.4|VM3HB_PROFL      VGIVQDYSPINLVVAVIMTHEMGHNLGIPHDGNSCTCGGFPCIMSPMISDPPSELFSNCSKAYYQTFLTDHKPQCI 

gi|52000724|sp|Q8JIR2.1|VM3HA_PROFL      TGIVQDYSSRNLVVAVIMAHEMGHNLGIRHDRENCTCHANSCIMSAVISDQPSKYFSNCSHVQYWNYINDDEPQCI 

gi|338855324|gb|AEJ31991.1|              VGIVRDLSETNLLVAVTMAHELGHNLGMTHDENYCTCGGYSCIMSAVLSDQTSKLFSNCSKEEYRKYINIYDPQCI 

gi|308212496|gb|ADO21501.1|              VGVVMDYSLSNFVLAVIMAHEMGHNLGMDHDTGSCSCGGYSCIMSSGMSHQPSKLFSDCSYIQYWLFIMKQKPQCI 

gi|308212498|gb|ADO21502.1|              VGVVQDYSLSSFVLAVIMAHEMGHNLGMDHDTGSCSCGGYSCIMSPGMSHQPSKLFSDCSYIQYWVFIMKQKPQCI 

gi|308212500|gb|ADO21503.1|              VGVVQDYSPISFVVAVIMAHEMGHNLGIIHDTGFCSCGGHSCIMSPEISDPPSNLFSNCSKQAYQRYINVYKPQCI 

GR955266.1                               ---------------------------------------------------------------------------- 

GR955267.1                               VGVVQDYSPISFVVAVIMAHEMGHNLGIIHDTGFCSCGGHSCIMSPEISDPPSNLFSNCSKQAYQRYINVYKPQCI 

 

 

 

gi|82219706|sp|Q98UF9.3|VM3H3_BOTJA      LNEPLRTDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGSPRNCRDPCCDAATCKLHSWVECESGECCDQCRFKGAGTECRAARSE 

gi|387014248|gb|AFJ49243.1|              LNEPLRTDIVSPPICGNELLEVGEECDCGSPRNCRDPCCDAASCKLHSWVECESGECCQQCRFMKEGTVCRRARSE 

gi|52001475|sp|P20164.4|VM3HB_PROFL      LNAPSKTDIVSPPVCGNELLEAGEECDCGSPENCQYQCCDAASCKLHSWVKCESGECCDQCRFRTAGTECRAAESE 

gi|52000724|sp|Q8JIR2.1|VM3HA_PROFL      LNEPLRTDIVSPPVCGNELLEVGEECDCGSPATCRYPCCDAATCKLHSWVECESGECCEQCRFRTAGTECRARRSE 

gi|338855324|gb|AEJ31991.1|              LNEPLRTDIVSPPICGNELLEVGEECDCGSPRNCRDPCCDAASCKLHSWVECESGECCQQCRFMKEGTVCRRARSE 

gi|308212496|gb|ADO21501.1|              LNEPLRTDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGSPRNCRNPCCDAATCKLHPWVECESGECCGQCRFIKTGNVCRPQRSE 

gi|308212498|gb|ADO21502.1|              LNEPLRTDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGSPRNCRNPCCDATTCKLHPWVECESGECCGQCRFIKAGNVCRPQRSE 

gi|308212500|gb|ADO21503.1|              LNEPLRTDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGSPTNCRYPCCDAATCKLQSWVECESGECCGQCRFKGPASECQAARSE 

GR955266.1                               ---------------------------------------------------------------------------- 

GR955267.1                               LNEPLTTDIVSPPVCGNELLEVGEECDCGSPTNCRYPCCDAATCKLQSWVECESGECCGQ---------------- 

Botropoidina                             --------------------------------------------KLQSWVECESGECCGQCRF----------RSE 

 

 

 

gi|82219706|sp|Q98UF9.3|VM3H3_BOTJA      CDIAESCTGQSADCPTDDFKRNGQPCLHNYGYCYNGNCPIMYHQCYALFGSNATVAEDGCFEFNENGDKYFYCRKQ 

gi|387014248|gb|AFJ49243.1|              CDIPESCTGQSAECPMDDFHRNGQPCLNNHGYCYNGTCPILYHQCYALFGSSATVAEDDCFNINDSGDKYFYCRKE 

gi|52001475|sp|P20164.4|VM3HB_PROFL      CDIPESCTGQSADCPTDRFHRNGQPCLYNHGYCYNGKCPIMFYQCYFLFGSNATVAEDDCFNNNKKGDKYFYCRKE 

gi|52000724|sp|Q8JIR2.1|VM3HA_PROFL      CDIAESCTGHSADCPTDRFHRNGQPCLHNFGYCYNGNCPIMYHQCYALWGANATVAKDSCFEDNQKGNDYGYCRKE 

gi|338855324|gb|AEJ31991.1|              CDIPESCTGQSAECPMDDFHRNGQPCLNNHGYCYNGTCPILYHQCYALFGSSATVAEDDCFNINDSGDKYFYCRKE 

gi|308212496|gb|ADO21501.1|              CDIAESCTGQSAQCPTDDFHKNGQPCLSNYGYCYNGNCPIMHHQCYALFGSGATVAQDGCFKFNDRGDKFFYCRKE 

gi|308212498|gb|ADO21502.1|              CDIAESCTGQSAQCPTDDFHKNGQPCLSNYGYCYNGNCPIMHHQCYALFGSGAIVAQDGCFKFNDRGDKFFYCRKE 

gi|308212500|gb|ADO21503.1|              CDIAESCTGQSAECPIDDFKRNGQPCLHNYGYCYNGNCPIMYHQCYTLFGADVTVAEDGCFNANEKGDEYFYCRKE 

GR955266.1                               CDIAESCTGQSAECPIDDFKRNGQPCLHNYGYCYNGNCPIMYHQCYTLFGADVTVAEDGCFNANEKGDEYFYCRKE 

GR955267.1                               ---------------------------------------------------------------------------- 

Botropoidina                             CDIAESCTGQSAECPIDDFKRN------------------------------------------------------ 

 
 

 

gi|82219706|sp|Q98UF9.3|VM3H3_BOTJA      SGVNIPCAQEDVKCGRLFCHT-KKHPCDYKYS-EDPDYGMVDNGTKCADGKVCS-NGHCVDVATAY--------- 

gi|387014248|gb|AFJ49243.1|              NEKYIPCAPQDVKCGRLFCDN-KKYPCHYDYS-EDPDYGMVDHGTKCADGKVCNSNRQCVDVTTAY--------- 

gi|52001475|sp|P20164.4|VM3HB_PROFL      NEKYIPCAQEDVKCGRLFCDN-KKYPCHYNYS-EDLDFGMVDHGTKCADGKVCS-NRQCVDVNEAYKSTTVFSLI 

gi|52000724|sp|Q8JIR2.1|VM3HA_PROFL      NGRKIPCEPQDVKCGRLYCSLGNQLPCRFFYTPTDENIGMVDTGTKCGDKKVCS-NRQCVDVNTAY--------- 

gi|338855324|gb|AEJ31991.1|              NEKYIPCAPQDVKCGRLFCDN-KKYPCHYDYS-EDPDYGMVDHGTKCADGKVCNSNRQCVDVTTAY--------- 

gi|308212496|gb|ADO21501.1|              NVIITPCAQEDVKCGRLFCHT-KKSECDFDYS-VDPDYGMVDHGTKCADGKVCNSNRQCVDVTTAY--------- 

gi|308212498|gb|ADO21502.1|              NVIITPCAQEDVKCGRLFCHT-KKSECDFDYS-VDPDYGMVDHGTKCEEGKVCNSNRQCVDVTTAY--------- 

gi|308212500|gb|ADO21503.1|              NGVNIPCAKEDVKCGRLFCDN-KKYPCHYNYS-VDPDFGMVDLGTKCADGKVCNSNRQCVDVTTAY--------- 

GR955266.1                               NGVNIPCAKEDVKCGRLFCDN-KKYPCHYNYS-VDPDFGMVDLGTKCADGKVCNSNRQCVDVTTAY--------- 

GR955267.1           --------------------------------------------------------------------------- 
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Figura 4: Alinhamento da sequência parcial peptídica da Botropoidina com 
algumas sequências homólogas a metaloproteases PIII encontradas em bancos 
de dados (NCBI) e no transcriptoma de B. pauloensis (Rodrigues et al, 2012). 
(Q98UF9.3) HF3 - B.jararaca;(AFJ49243.1) Metaloprotease 5 - Crotalus 
adamanteus; (P20164) Trimerelisina I - Trimeresurus flavoviridis; (Q8JIR2.1) 
HR1a - Trimeresurus flavoviridis; (AEJ31991.1) Metaloprotease 8 - Crotalus 
adamanteus; (ADO21501.1) MPIII1 - B.neuwiedi; (ADO21502.1) MPIII-2 - 
B.neuwiedi; (ADO21503.1) MPIII-3 - B.neuwiedi; (GR955266.1) BP047 - B. 
pauloensis; (GR955267.1) BP048 - B. pauloensis; Botropoidina (fragmentos 
obtidos por LC-MS/MS). Os símbolos mostrados nas sequências representam as 
regiões características das metaloproteases da classe PIII. (*) Domínio 
metaloprotease; (●) domínio desintegrina-like; (■) domínio rico em cisteína. Os 
resíduos de cisteína estão marcados em cinza. A caixa demostra a sequência de 
aminoácidos ECD. O alinhamento acima foi gerado pelo programa ClustalW 
(Larkin et al, 2007). 
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Figura 5: Atividade azocaseinolítica. Efeito da presença de agentes quelantes, 
inibidores de proteases e íons metálicos na atividade azocaseinolítica da 
metaloprotease Botropoidina. Os agentes quelantes, inibidores e íons metálicos a 
uma concentração de 10 mM foram pré-incubados separadamente com 5µg da 
protease por 1h a 37ºC e posteriormente incubados com 400µL da solução de 
azocaseína (1.5 mg/mL) em Tris-HCl 20mM, pH 7.4, contendo CaCl2 5mM por 60 
min. a 37ºC. A reação foi interrompida pela adição de 100µl de ácido tricloro 
acético a 10% (v/v). Uma unidade de atividade proteolítica foi definida como a 
quantidade de enzima que produz um aumento de 0,01 unidades de absorbância 
a 405nm em relação às condições do ensaio controle. Os dados representam a 
media ± S.E. (n=3).* Diferenças estatísticas significantes comparadas com 
Botropoidina (p≤0.05). 

Figura 6: Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da atividade catalítica da 
metaloprotease Botropoidina sobre a azocaseína. (A) Botropoidina (5 µg) foi 
incubada por  1 h a 37 °C  com soluções tampão de pH variando de 3-11. (B) 
Botropoidina (5 µg) foi incubada por 30 minutos a temperaturas variando de 20-
80ºC em Tris-HCl pH=7.4. Uma unidade de atividade proteolítica foi definida como 
a quantidade de enzima que produz um aumento de 0,01 unidades de 
absorbância a 405nm em relação às condições do ensaio controle. Os dados 
representam a media ± S.E. (n=3).  
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Figura 7: (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida a 13,5% com SDS dos 
produtos de digestão do fibrinogênio bovino pela Botropoidina. Para este ensaio 
50µl de fibrinogênio (1,5mg/ml) foram incubados com 5µg de protease a 
diferentes intervalos de tempo. A- Fibrinogênio bovino controle incubado a 37ºC 
por 2 h. B-G, Fibrinogênio bovino incubado com 5 µg de Botropoidina por 5, 10, 
20, 30, 60 e 120 minutos respectivamente. (B) Eletroforese em gel de 
poliacrilamida a 13,5% com SDS dos produtos de digestão da fibrina pela 
protease Botropoidina em diferentes intervalos de tempo. A- Fibrina controle. B-E: 
fibrina incubada com 5 µg de Botropoidina por 2, 4, 6 e 12 h respectivamente. 
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Figura 8: Hemorragia induzida por diferentes doses da peçonha bruta e pela 
toxina Botropoidina; (A) Fotos do halo hemorrágico de 2 e 4µg induzido pela 
peçonha bruta de Bothrops pauloensis e por 1, 2 e 4µg da toxina Botropoidina.  
(B) Halo hemorrágico induzido por diferentes doses da peçonha de B. pauloensis 
e da metaloprotease Botropoidina. Os resultados representam uma média de n=5. 
*Diferenças significativas em relação a PBS (p≤0.05).  
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Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5% com SDS dos produtos de 
digestão do colágeno tipo-IV (2.5mg/mL) e fibronectina (1,0 mg/mL) após 
incubação com 5 µg de Botropoidina a 37ºC por diferentes intervalos de tempo. 
(A) 1- Colágeno tipo-IV controle incubado a 37ºC por 2 h. 2-4, Colágeno tipo-IV 
incubado com 5 µg de Botropoidina por 2, 4 e 6 h respectivamente. (B) 1- 
fibronectina controle incubado a 37ºC por 2h. 2-4: fibronectina incubada com 
Botropoidina por 2, 4 e 6 h respectivamente. 
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Figura 10: Atividade de agregação Plaquetária induzida pela Botropoidina. 
Soluções de plaquetas (3-4 x105/µL) foram pré-incubadas por 15 minutos com 
Botropoidina (5µg) sendo em seguida adicionados os agonistas colágeno 
(100µg/mL) ou adenosina difosfato - ADP (5mM). Como controle foram utilizados 
ADP (5mM) ou colágeno (100 µg/mL). (A) Gráfico representativo da atividade de 
agregação plaquetária. (B) Gráfico da porcentagem de agregação plaquetária. 
*Diferenças significativas em relação ao ADP e # em relação ao colágeno.   
 

 

Te
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Figure 11: Fotomicrografias de cortes transversais de 2,5 µm de espessura do 
músculo gastrocnêmio de camundongos Swiss (n=3) injetados com 5µg da 
metaloprotease Botropoidina ou com a peçonha de B. pauloensis por via 
intramuscular. Os animais controle receberam apenas PBS. Coloração: 
hematoxilina e eosina. Observar a presença de H= hemorragia; I= Infiltrado 
leucocitário; N= células em processo de necrose.  
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Figura 12: Níveis plasmáticos da enzima creatina cinase (C.K) obtidos após 3 
horas da injeção de 5µg de Botropoidina ou 5µL da peçonha de B. pauloensis por 
via i.m no músculo gastrocnêmio. Como controle foi utilizado PBS e atividade foi 
expressa em U/L. Os valores representam a média ± SE do experimento realizado 
em triplicata n=3. * Diferenças estatisticamente significativa em relação ao 
controle PBS (p ≤ 0,05). 

 
 
 



 

93 

 

 
 
Figura 13: Efeito da Botropoidina na viabilidade e adesão de células tEnds. As 
células foram tratadas com diferentes concentrações de Botropoidina por 6 e 24 
horas. Após os tempos de tratamento, a viabilidade (A,B) e a adesão celular (C,D) 
foram determinadas conforme descrito em Materiais e Métodos. Os valores 
representam a média ± SE do experimento realizado em triplicata n=3. * 
Diferenças estatisticamente significativas em relação ao meio (p ≤ 0,05). 
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Figura 14: Microscopia de contraste de fase de células tEnd. As células tEnd  
foram tratadas com Botropoidina (20µg/mL), Botropoidina inativada por EDTA 
(1µg/mL), ou EDTA (1mM) e examinadas ao microscópio de luz 24h após o 
tratamento.  Aumento (200X). 
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RESUMO  
 
 
 

Neste trabalho, uma metaloprotease não hemorrágica e fibrin(ogen)olitica  

(BleucMP) foi purificada da peçonha  da serpente de Bothrops leucurus em dois 

passos cromatográficos: DEAE-Sephadex A-25 e CM-Sepharose Fast Flow. 

BleucMP representa 1,75% (m/m) da peçonha bruta e mostrou-se hemogenea em 

SDS-PAGE. A análise de BleucMP  por MALDI TOF/TOF, reveleu uma massa 

molecular de 23057,54Da e quando alquilada e reduzida sua massa é de 

23830.40Da. A análise dos peptídeos gerados por MS (MALDI TOF/TOF) que 

mostraram score significantes foi comparado com outras proteínas usando NCBI-

BLAST2 alignment display. Em relação à atividade proteolítica, BleucMP foi 

eficiente sobre fibrinogênio, fibrina e azocaseína, e foi inibida por EDTA e 1,10-

fenantrolina. Esta enzima também foi capaz de diminuir  significativamente os 

níveis de fibrinogênio plasmático, tornando assim o sangue incoagulável. No 

entanto foi desprovida de atividade hemorrágica quando testada na pele de 

camundongos e não induziu relevantes alterações bioquímicas, hematológicas e 

histopatológicas em camundongos. Os aspectos abordados neste trabalho 

fornecem dados sobre o efeito da BleucMP no envenenamento de serpentes do 

gênero Bothrops leucurus, a fim de melhor compreender a ação das 

metaloproteases no envenenamento causado por serpentes. 

 

 

Palavras Chaves: Bothrops leucurus; veneno de serpente; metaloprotease; 

Fibrin(ogen)olitica. 
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Abstract 
 
 
 
 
 
A fibrino(geno)lytic nonhemorrhagic metalloproteinase (BleucMP) was 

purified from Bothrops leucurus snake venom by two chromatographic steps 

procedure on DEAE-Sephadex A-25 followed by CM-Sepharose Fast Flow 

column. BleucMP represented 1.75% (w/w) of the crude venom and was 

homogeneous on SDS-PAGE. BleucMP analyzed by MALDI TOF/TOF, showed a 

molecular mass of 23,057.54 Da and when alkylated and reduced, the mass is 

23,830.40 Da. Their peptides analyzed in MS (MALDI TOF\TOF) showed 

significant score when compared with those of other proteins by NCBI-BLAST2 

alignment display. As regards their proteolytic activities, BleucMP efficiently acted 

on fibrinogen, fibrin, and was inhibited by EDTA and 1.10-phenanthroline. This 

enzyme was also able to decrease significantly the plasma fibrinogen level 

provoking blood incoagulability, however was devoid of hemorrhagic activity when 

tested in the mice skin and did not induce relevant biochemical, hematological and 

histopathological alterations in mice. The aspects addressed in this paper provide 

data on the effect of BleucMP in envenomation from B. leucurus snakes in order to 

better understand the effects caused by snake venom metalloproteinase.  

 
 
 
 
 
 
 

Keywords: Bothrops leucurus; Snake venom; Metalloproteinase; 

Fibrin(ogen)olytic. 
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1. Introduction 

 

Brazil is a large country and there are occurrences of snakes in   virtually 

anywhere throughout its area, and more than 90% of snakebites reported 

correspond to the genus Bothrops (Ramos and Selistre-de-Araujo, 2006). The 

bothropic envenomations are characterized by prominent local tissue damage, 

with pain, edema, necrosis, hemorrhage and systemic alterations such as 

hemorrhage, renal failure and changes in blood clotting (Fernandes et al., 2006; 

Marsh and Williams, 2005; Marcussi et al., 2007; White, 2005). The venom 

produced by these snakes include a truly biochemical arsenal, consisting of 

several enzymes with activity that have aroused the curiosity of researchers for 

centuries, in an attempt to understand its systemic action in order to get a 

pharmacologically application (Swenson and Markland, 2005; White, 2005; Ramos 

and Selistre-de- Araujo, 2006). 

Among the various components of snake venoms, the metalloproteinases, 

present particular interest due to their possible pharmaceutical clinical 

applications, mainly by interfering in the hemostatic system. Over the past 50–60 

years, many of these enzymes have been purified from the crude venom and their 

characterization has demonstrated an important role associated with the pathology 

of envenomations and many of these studies indicate these enzymes as possible 

clinical application, associated with the development of new drugs especially when 

interacting with the blood clotting system (Braud et al., 2000; Matsui et al., 2000; 

Toombs, 2001; Lee Ho et al., 2002; Marsh and Williams, 2005; White, 2005; Koh 

et al., 2006; Boukhalfa-Abib et al., 2009; Fox and Serrano, 2009). The 

metalloproteinases from snake venoms (SVMPs) are synthesized in the glands as 

pro-enzymes with a preserved zinc-proteinase domain (HEBxHxBGBxHD). In its 

catalytic site the zinc ion is coordinated by three histidine residues and it is 

essential for the action of the catalytic SVMPs (Stocker et al., 1995; Stroka et al., 

2005; Swenson and Markland, 2005; Moraes and Selistrede- Araujo, 2006; Ramos 

and Selistre-de-Araujo, 2006). The SVMPs shared structural and functional motifs 

with other metalloproteinases, such as MMPs (Matrix Metalloproteinases) and 

ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) (Stocker et al., 1995). They are 
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classified from PI to PIII according to their domains (Reviewed by Fox and 

Serrano, 2008). The mature form of the PI class is composed only by the 

metalloproteinase domain, which can show weak or non-hemorrhagic activity, 

whereas P-II and P-III SVMPs exhibit additional non-catalytic domains, such as 

disintegrin, disintegrin-like and cysteine-rich domains.  

In general, these classes of SVMPs can cause potent hemorrhage, as well 

as the jararhagin a highly hemorrhagic P-III SVMP (Baldo et al., 2010). Over the 

recent decades, many of the snake venoms metalloproteinases  have been 

purified and characterized. These proteases have been the subject of studies due 

their role in various pathologies of envenoming mainly in the disorders related to 

the process of hemostasis. In particular, the PI class metalloproteinase present a 

significant possibility of therapeutic application in disorders involving the vascular 

coagulation, in view of its low toxicity and a direct effect on fibrinogen and fibrin, as 

well as other factors from hemostatic system (Bjarnason and Fox, 1994; Gutiérrez 

and Rucavado, 2000; Fox and Serrano, 2005; Stroka et al., 2005; Swenson and 

Markland, 2005; Castroe and Parkinson, 2006). Bothrops leucurus snake 

frequently occurs in the Atlantic forest of Brazil, from the northern state of Espirito 

Santo as far as the coast of Ceará (Prianti et al., 2003). In particular, the state of 

Bahia (northeastern Brazil) has a high occurrence of this species, responsible for 

the vast majority of snakebites (Lira-da-Silva et al., 2009). In this study we show 

the isolation and functionally characterization of a new fibrinogenolytic and 

nonhemorrhagic metalloproteinase from B. leucurus snake venom. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Venom and animals 

B. leucurus venom was purchased from CEPLAC (Bahia, Brazil), were 

lyophilized and stored at −10 °C in the Laboratory of Protein Chemistry. Male 

Swiss mice (Mus musculus) were kindly provided by the Institute Vallé (Minas 

Gerais, Brazil) and maintained under standard conditions (temperature 22±1 °C, 

relative humidity 60± 5%, 12 h light/dark cycle) with diet and water ad libitum. The 

procedures involving animal experiments were approved by the Federal University 
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of Uberlandia (Minas Gerais, Brazil) Committee for ethics in Animals 

Experimentation (number of protocol 047/09). 

 

2.2. Reagents 

DEAE-Sephadex A-25 and CM-Sepharose fast flow were purchased from 

Amersham Biociences. Acrylamide, ammonium persulfate, aprotinin, bromophenol 

blue, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), benzamidine, bovine fibrinogen, 

human thrombin, β-mercaptoethanol, N,N′-methylene-bis-acrylamide, N,N,N′,N′-

tetramethylethylenediamine (TEMED), 1,10-phenanthroline, sodium dodecyl 

sulfate(SDS) were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, 

USA). All other chemicals and reagents used in this work were of analytical grade. 

 

2.3. Purification of the metalloproteinase BleucMP 

B. leucurus venom (220 mg) was dispersed into 2.0 mL of 0.05 M 

ammonium bicarbonate buffer (AMBIC), pH 7.8, cleared by centrifugation at 

10,000 g for 10 min and applied on DEAE-Sephadex A-25 column (1.4×29 cm) 

which was previously equilibrated and initially eluted with the same buffer (0.05 M, 

pH 7.8 of AMBIC). The gradient of 0.05–0.5 M, was established after fraction 40, 

equivalent to 80 mL of column washing (flow rate of 20 mL/h). The fractions (5–19) 

comprising the first protein peak (named D1 fraction) were combined, lyophilized, 

dissolved in 0.05 M, pH 7.8 ammonium bicarbonate buffer and applied on a CM-

Sepharose fast flow column (1.4×26 cm), previously equilibrated with the same 

buffer and eluted with a concentration gradient (0.05–0.4 M). The gradient of 0.05–

0.4 M, was established after fraction 50, at a flow rate of 20 mL/h. The fraction 

CM3 (named BleucMP) was collected, concentrated and stored at 4 °C for 

subsequent biochemical analysis. All steps of the purification procedure were 

carried out at room temperature (25 °C). BleucMP sample of 500 µg was diluted in 

500µL of solvent A (0.1% trifluoroacetic acid and 5% acetonitrile) and analyzed on 

RP-HPLC using a C2C18 column of 2.0×2.5 cm (GE Health Care), equilibrated 

with solvent A (0.1% trifluoroacetic acid and 5% acetonitrile) and eluted with a 

concentration gradient of solvent B (80% acetonitrile  and 0.1% trifluoroacetic acid) 

from 0 to 100% at a flow rate of 0.5 mL/ min at room temperature 
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2.4. Biochemical characterization 

2.4.1. Determination of Mr 

12% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was performed 

according to Laemmli (1970). Mr was estimated by interpolation from a linear 

logarithmic plot of relative molecular mass versus distance of migration. The 

molecular mass markers used were: Bovine serum albumin (66 kDa),  valbumin 

(45 kDa), glyceraldehyde- 3-phosphate dehydrogenase (36 kDa), carbonic  

Anhydrase (29 kDa), trypsinogen (24 kDa), trypsin inhibitor (20.1 kDa), α-

lactalbumin (14.4 kDa) (Amersham Biosciences). Proteins were estimated by the 

method of Bradford (1976). 

 

2.4.2. MALDI TOF/TOF mass spectrometry and bioinformatics 

S-pyridylethylated protein sample (300 µg) was dissolved in 0.1 M 

NH4HCO3 pH 8.1 and incubated with 2% trypsin (w/w) (Promega, Madison, WI, 

USA) for 3 h at 37 °C. The digest was concentrated in a Speed-Vac concentrator 

and 1 µL was applied onto an AnchorChip™ 384/600 target (Bruker Daltonics, 

Germany) and mixed into 1 µL of α-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix (1 µg/µL) 

and left to air dry. After that, the crystals were washed with 10 µL of Milli Q water 

to remove salts. Protein digest was subjected to peptide mass fingerprinting on a 

MALDI-TOF/TOF mass spectrometer (Autoflex II, Bruker Daltonics, Germany), in 

positive and reflector mode, after external calibration using a standard mixture of 

peptides. Selected peaks were used for searches and identification, and one of the 

identified peptide was subjected to MS/MS fragmentation. MS/MS fragmentation 

was carried out using the LIFT technique, which, combined to PMF, increased the 

identification rate (Suckau et al., 2003). Mass spectra were analyzed using 

FlexAnalysis and Biotools software (Bruker Daltonics). Protein identification was 

performed using Mascot software (Perkins et al., 1999). The searches were 

performed against the NCBI database (Johnson et al., 2008) with 100 ppm mass 

tolerance and fragmentation mass tolerance of 0.5 Da. The search parameters 

were restricted to Chordata and allowed one missed cleavage, S-pyridylethylation 

of cysteines as fixed modification and oxidation of methionine as variable 
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modification. The peptide fragments generated were aligned using the program 

BLAST bioinformatics (www.ebi.ac.uk/Tools/blastall/).  

 

2.5. Enzymatic activity 

2.5.1. Proteolytic activity upon fibrinogen  

Fibrinogenolytic activity was assayed as described by Rodrigues et al. 

(2000), with brief modifications. Samples of 50 µL of bovine fibrinogen (1.5 mg/mL 

PBS) were incubated with 5 µg of the enzyme for different periods of time (1, 5, 

10, 15, 30, 45 and 60 min.) at 37 °C. The reaction was stopped with 25 µL of 0.05 

M, pH 8.8, Tris–HCl buffer containing 10% (v/v) glycerol, 10% (v/v) β-

mercaptoethanol, 2% (w/v)  SDS, and 0.05% (w/v) bromophenol blue. The 

samples were then analyzed by 12% (w/v) SDS-PAGE. The effect of inhibitors on 

the fibrinogenolytic activity was assayed after preincubation of the enzyme (5 µg) 

with 10 µL of 20 mM EDTA, 1,10-phenanthroline, aprotinin, and benzamidine. The 

effect of β-mercaptoethanol on fibrinogenolytic activity was also evaluated. 

 

2.5.2. Azocaseinolytic activity 

Samples of 10 µg of BleucMP and B. leucurus crude venom were incubated 

with 2 mL of azocasein solution (1 mg/mL) in 0.2 M Tris–HCl, pH 8.0, 4 mM CaCl2 

for 30 min. The reaction was stopped by the addition of 3 mL of 5% (v/v) 

trichloroacetic acid (TCA) and the mixture was left standing for 20 min at room 

temperature before centrifugation (10.000 g) for 10 min. The proteolytic activity 

was estimated by reading the absorbance of the clear supernatant at 366 nm. One 

unit azocaseinolytic activity was defined as the amount of enzyme which produces 

an absorbance increase of 0.01 units per minute. 

The effect of inhibitors on the azocaseinolytic activity was assayed  after  

preincubating 10 µg of the enzyme for 30 min at 37 °C with 10 Μl of EDTA, 1,10-

phenanthroline, aprotinin, β-mercaptoethanol and benzamidine (all 20 mM). 

 

2.5.3. Proteolytic activity upon fibrin 

Proteolytic activity upon fibrin clots was assessed as described by Gremski 

et al. (2007) with modifications. Briefly, 5 NIH units/mL human thrombin (Sigma) 
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were added to 2.5 mg/mL bovine fibrinogen (Sigma) in 500 µL of 0.2 MTris/HCl, 

pH 8.0, with 20 mMCaCl2 at room temperature. Immediately after mixing, 100 µL 

of the polymerizing  solution were transferred to 0.5 mL microcentrifuge tubes. 

After 2 h,  each solution was treated with 20 µL (10 µg) of the enzyme in same 

buffer and incubated for different time intervals (30, 45, 60, 120 and 180 min.) at 

37 °C, followed by the addition of 60 µL of denaturing solution containing 2% SDS; 

5% β-mercaptoethanol; 10% glycerol and 0.005% bromophenol blue, for SDS-

PAGE (12%) analysis.  

 

2.5.4. Defibrinogenating activity 

Defibrinogenating activity was carried out by the method of Gene et al. 

(1989)with some modifications. Briefly, groups ofmaleSwissmice (20–25 g, n=4) 

were injected i.p. with 10 µg crude venom or 50 µg of BleucMP/50 µL saline. 

Control animals received only 50 µL saline. After 3 h the animals were sacrificed 

with overdose of ketamine/xylazine (ket-a-xyl®) and bled by cardiac puncture. 

Whole blood was placed in glass tubes and kept at 25–30 °C. The remaining pro-

coagulant activity of these plasmas was determined in a micro-processor Quick-

Timer analyzer (DRAKE LTDA). 

 

2.5.5. Plasma fibrinogen determination 

The plasma fibrinogen was measured by kit commercial Hemostat 

Fibrinogen according to the manufacturer's instructions (Human of Brazil). Groups 

of four male Swiss mice (20–25 g) were injected i.p. With 10 µg crude venom and 

50 µg of BleucMP (dissolved in 50 µL of saline); control animals received 50 µL of 

saline. After 3 h, animals were sacrificed with overdose of ketamine/xylazine (ket-

a-xyl®) and bled by cardiac puncture The plasma fibrinogen concentration was 

determined by clotting time after obtained the plasma in the presence of citrate. 

The tests were performed in a micro-processor Quick-Timer analyzer (DRAKE 

LTDA).  
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2.5.6. Hemorrhagic activity 

This activity was carried out as described by Nikai et al. (1984), with some 

modifications. Male Swiss mice (20–25 g) were distributed in groups of five 

animals and received i.d. injections in the dorsal region of different doses of 50 µg 

BleucMP or 10 µg crude venom and diluted in 25 µL of saline. After 3 h the animal 

were sacrificed with overdose of ketamine/xylazine (ket-a-xyl®). Their skins were 

removed and the hemorrhagic halo was then measured with a digital caliper 

DIGMESS 100.174BL. The control group received only 25 µL of  saline. 

 

2.5.7. Edema-inducing activity 

Groups of five male Swiss mice (20–25 g) were injected in the subplantar 

region with crude venom (10 µg/25 µL saline) or BleucMP (50 µg/25 µL saline). 

After 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 6 and 24 h, the paw edema was measured with the 

aid of a low-pressure SPRING CALIPER DIGMESS 100.174BL. The values were 

then subtracted from the initial measurement (time zero) and the differences 

reported as mean±S.D.  

 

2.5.8. Biochemical and hematological parameters 

Crude venom (10 µg/50 µL saline) and BleucMP (50 µg/50 µL saline)  

samples  were injected by i.p. route in male Swiss mice (20–25 g, n=3), after 3 h 

the animal were sacrificed with overdose of ketamine/xylazine (ket-a-xyl®) and 

bled by cardiac puncture. Blood was collected in the presence of EDTA and 

centrifuged at 2.000 g for 20min at 4 °C. The  plasma was used to quantify 

creatine kinase (2.7.2.2), creatinine, aspartate aminotransferase (ASA; EC 2.6.1.1; 

IU/L) and alanine aminotransferase (ALAT; EC 2.6.1.2; IU/L (Biotécnica, Brazil). 

An automatized cell counter (Sysmex LX-21N) was used to quantify the leucocytes 

and under a light microscope. Histological alterations   induced by BleucMP in 

various organs were analyzed in groups of four mice,which received i.p. injections 

of BleucMP (10 µg/50 µL saline). After 24 h, samples of kidneys, heart and liver 

were dissected out and processed as described.  
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2.5.9. Histological characterization of pathological effects 

Groups of four male Swiss mice (20–25 g) were i.m. injected in the right 

gastrocnemius with (50 µg or 10µg/25 µL saline) BleucMP or B. leucurus crude 

venom, respectively. Controls received saline only and 24 h later, the animalswere 

sacrificedwith overdose ketamine/xylazine (ket-a-xyl®). A small sample of the 

central portion of the muscle was removed and placed in a fixative solution 

containing 10% (v/v) formalin, dehydrated and included in paraffin. Five 

micrometer sections were cut in a microtome and stained with hematoxilin-eosin to 

be examined under a light microscope. Histological alterations induced by 

BleucMP in various organswere analyzed in groups of four mice, which received 

i.p. injections of BleucMP (10 µg/50 µL saline). After 24 h, samples of kidneys, 

heart and liver were dissected out and processed as described.  

 

2.5.10. Statistical analysis 

The results were presented as means ± standard deviation (S.D.). 

Statistical significance of results was evaluated using t-Student’s tests. Values of 

p< 0.05 was considered significant.  

 

3. Results and discussion  

 

Snakes of the genus Bothrops (Viperidae) are targets of studies in Brazil 

both for their occurrence and prevalence. Besides, these venoms have a variety of 

enzymes which have action on hemostasis being target of studies for the 

production of new medicines (Matsui et al., 2000; Toombs, 2001; Marsh and 

Williams, 2005; White, 2005; Koh et al., 2006; Sanchez and Swenson, 2007). In 

Brazil, about 90% of snake bites are from the genus Bothrops. According to Bello 

et al. (2006), more than 90% of snakebites reported in 1990, the metropolitan 

region of Salvador, State of Bahia (Brazil) occurred with species of Bothrops 

leucurus, so this snake represents an important medical related snake venom 

poisoning in the northeast (Lira-da-Silva et al., 2009). In our study, we used B. 

leucurus snake venom obtained from the Atlantic Forest of the state of Bahia 

(Brazil).   



 

106 

 

Fractionation of B. leucurus venom by ion exchange  chromatography on 

DEAE-Sephadex A-25 column produced five major protein peaks (Fig. 1A). All 

fractions obtained throughout the purification process were assayed with 

fibrinogenolytic activity and SDS-PAGE. The fraction D1, which showed 

fibrinogenolytic activity was further fractionated on CM-Sepharose Fast Flow (Fig. 

1B) and resolved into five protein new fractions, named CM1–CM5 (Fig. 1B). In 

this second chromatographic step we obtained a metalloproteinase named 

BleucMP (fraction CM3) (Fig. 1B). 

This sample was analyzed by reverse-phase HPLC chromatography (Fig. 

1D). The homogeneity of this metalloproteinase was further demonstrated by 

SDS-PAGE showing a single-chain protein of 23.500 Da and 23.100 Da in 

reduced and unreduced conditions, respectively (Fig. 1C). The molecular mass of 

BleucMP was also analyzed by mass spectrometry MALDI TOF/TOF, showing a 

native enzyme mass of 23,057.54 Da and when alkylated and reduced, the mass 

is at 23,830.40 Da. The molecular mass difference between the native enzyme 

and the reduced/alkylated one indicates that this metalloproteinase shows seven 

cysteine residues. The SVMPs fromP-I class usually contains four, six or seven 

cysteine residues (Fox and Serrano, 2008). 

For analysis of sequence compositions of the BleucMP, 300µg of enzyme 

were digested with trypsin. Afterwards, the sample was  assessed in mass 

spectrometry MALDI TOF/TOF generating the spectrum of peptides (PMF: peptide 

mass fingerprinting). The spectrum was analyzed using the software program 

Matrix Science (Mascot Search Results) and revealed a score signification 

(Protein scores greater than 73 are significant pb0.05) (Fig. 2A). In order to 

confirm the peptide mass fingerprinting results, the peptide with an observed 

molecular mass of 1096.58 Da was subjected to MS/MS fragmentation (Fig. 2B). 

The MS/MS fragmentation of the peptide led to the confirmation of the sequence 

TLTSFGEWR with a total score of 48 (individual ions scoresN42 indicate identity 

or extensive homology—pb0.05) present in leucurolysin-A (gi| 114149951) from 

Bothrops leucurus; (gi|187655925) in Zinc metalloproteinase bothrojaractivase 

from Bothrops jararaca; (gi|172044591) in Zinc metalloproteinase BaP1 from 

Bothrops asper; (gi|82115319) in Zinc metalloproteinase neuwiedase from 
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Bothrops neuwiedi. The fragment of the amino acids sequence which present a 

significant score (Fig. 3) was applied in the NCBI-BLAST2 alignment display 

(www.ebi.ac.uk/Tools/blastall/), showing the similarity of the fragments of BleucMP 

with other SVMPs, such as: 71% with Leuc-a (Bothrops leucurus), 69% BnP2 

(Bothrops neuwiedi), 62% with BmooMPα-I (Bothrops moojeni), 60% with BaP1 

(Bothrops asper), 57% with Neuwiedase (Bothrops neuwiedi) and 61% with 

Atroxase (Crotalus atrox), among other (Fig. 4). Based on the data from the 

structural analysis of mass and alignment of the peptide fragments, it can be 

suggest that the purified sample consists of a new SVMP variety which can be 

included into class P-I as proposed by Fox and Serrano, 2005, 2008.  

SVMPs play an important role in the physiopathology of snake bite 

envenoming. They are directly involved in many of systemic and local damage. 

They can degrade fibrinogen and fibrin as well as activating factor V and Factor X 

of blood coagulation (Gutiérrez and   Rucavado, 2000; Matsui et al., 2000; Marsh 

and Williams, 2005; Swenson and Markland, 2005; Sanchez and Swenson, 2007; 

Berger et al., 2008). These enzymes are effective in degrading basement 

membrane components such as IV collagen and laminin affecting the stability of 

the endothelium, resulting in bleeding (Baldo et al., 2010). Moreover these 

enzymes can be responsible for many other effects after Bothrops envenomations 

such as inflammatory  response and necrosis (Gutiérrez and Rucavado, 2000; 

Gutiérrez et al., 2005; Marsh and Williams, 2005; Mazzi et al., 2007; Barbosa et 

al., 2008; Berger et al., 2008; Mukherjee, 2008; Lopes et al., 2009).  

The enzymatic characterization of BleucMP was carried out by using 

different assays. The proteolytic activity of BleucMP was assessed upon 

azocasein, showing low activity when compared with B. leucurus crude venom 

(results not shown); however this activity was inhibited by chelating agents EDTA 

and 1,10-phenanthroline and remained active in the presence of β-

mercaptoethanol, benzamidine and aprotinin (all 20mM) (Fig. 5C).  

BleucMP when assayed upon fibrinogen was strongly active on the Aα and 

Bβ chains degrading more rapidly Aα chain than Bβ chain, in a time dependent 

manner, while the γ chain was unchanged (Fig. 5A). The Aα chain degradation 

was detected and completed with only 1 min. For the Bβ chain, the complete 
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degradation was after 60 min incubation (Fig. 5A). BleucMP fibrinogenolytic 

activity was completely inhibited by EDTA and 1,10-phenanthroline, and not 

inhibited by β-mercaptoethanol, benzamidine and aprotinin (all 20mM) (data not 

shown). BleucMP (10 µg) was also able to degrade fibrin in a time-dependent 

manner (Fig. 5B). The fibrinolytic activity as evaluated by SDS-PAGE showed that 

the β chain was preferentially degraded. 

The fibrin(ogen)olytic enzymes found in snake venoms can be classified 

into three groups, depending on the specificity of hydrolysis of the fibrinogen 

chains. The first group presents enzymes with hydrolysis preference for the α-

chain, the second for the β-chain and the third for the γ chain (Fox and Serrano, 

2005; Swenson and Markland, 2005; Ramos and Selistre-de-Araujo, 2006). 

Moreover, most of the α-fibrinogenases, which process the Aα chain of fibrinogen 

more rapidly than the Bβ chain, are Zn++ dependent metalloproteinases. This is 

also the case for BleucMP, whose Zn++ dependence was revealed by EDTA or 

1,10-phenanthroline inhibition. β-mercaptoethanol was unable to inhibit the 

enzymatic action of BleucMP, indicating that a sulfide bonds does not interfere 

with the catalytic site. In addition, BleucMP is not expected to be a serine 

protease, since benzamidine and aprotinin which are serine protease inhibitors, 

did not alter BleucMP proteolytic activity. BleucMP (up to 20 µg) was also devoid 

of phospholipase and coagulant activities on bovine plasma (data not shown). 

According to the pattern of enzymatic inhibition and fibrinogen degradation (Fig. 

5A and C), BleucMP can be included in the class P-I SVMPs as a zinc-dependent 

α-fibrin(ogen)olytic metalloproteinase. 

Local tissue damage occurs rapidly after venom injection caused by  

Bothrops species and is characterized by hemorrhage, edema, myonecrosis, 

blisters and pain (Rucavado et al., 1998; Gutiérrez and Rucavado, 2000; 

Rodrigues et al., 2001 and Gutiérrez et al., 2005). BleucMP (50 µg) and B. 

leucurus venom (10 µg) were evaluated by their capacity to induce edema, 

hemorrhage and myonecrosis. The pathogenesis of venom induced local effects is 

rather complex, involving the combined action of phospholipases A2, 

metalloproteinases and other venom components. Thus, the B. leucurus venom 

was tested with 10 µg since 50 µg of venom died all mice in the different biological 
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assays (present work). BleucMP showed a low edema-inducing effect. This act ion 

caused by SVMP has been attributed to degradation of proteins in the cell 

membrane and consequent release of inflammatory mediators and leukocyte 

infiltrate (Fig. 6A) (Rucavado et al., 1998; Gutiérrez et al., 2005; Lopes et al., 

2009; Baldo et al., 2010). BleucMP also failed to induce hemorrhage on mice back 

skin when 50 µg of enzyme were intradermally injected (Fig. 6B and C). 

When crude venom was injected i.m. in the gastrocnemius muscle, there 

was prominent hemorrhage and myonecrosis, with a conspicuous inflammatory 

infiltrate (Fig. 7A and B), whereas no histological alterations were observed in 

mice injected with saline (Fig. 7). When 50 µg BleucMP were injected i.m. no 

hemorrhage was observed, but there was slight myonecrosis concomitant with a 

low inflammatory reaction characterized by the presence of a polymorphonuclear 

leukocyte infiltrate (Fig. 7C and D). In envenomation, the role of 

metalloproteinases devoid of, or having very low, hemorrhagic activity has been 

traditionally viewed as almost irrelevant, these enzymes being considered as ‘non-

toxic’ proteinases. However, some of these enzymes are able to cause moderate 

local tissue damage and inflammatory response characterized by a leukocytes 

infiltrate, MMP- 9 and cytokine production in muscle tissue. This is attributed also 

to proteolytic action of enzymes on proteins that composes the basement 

membrane (Rucavado et al., 1998; Rodrigues et al., 2001; Lopes et al., 2009; 

Baldo et al., 2010). 

The results of biochemical, hematological and histological assays were 

evaluated after i.p. injections of BleucMP and B. leucurus venom (50 µg or 10 

µg/50 µL saline), respectively. The histological analysis revealed morphological 

alterations in different organs analyzed (cardiac, liver and kidney tissues). B. 

leucurus venom showed a drastic myonecrotic activity, inflammatory infiltration, 

hemorrhage and extensive destruction of cells. BleucMP provoked low 

inflammatory infiltrate in heart and liver tissues (Figs. 8 and 9). In renal tissue 

crude venom B. leucurus presented tubular degeneration and an important 

inflammatory infiltration, while BleucMP has no significant change (data not 

shown). Additionally, BleucMP did not induce alterations on transaminases, 

creatine kinase, creatinine, leukocytes and platelets levels (data not shown). 
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BleucMP caused defibrinogenation when administered i.p. in mice,making 

the plasma incoagulable (results not shown). The plasma fibrinogen concentration 

decreased significantly when the crude venom or BleucMP (10 µg or 50µg/50 µL 

saline), respectively, were injected by i.p. route in mice (Fig. 10). It is well known 

that the venom contains other many proteases (metallo and serine proteases) with 

procoagulant and defibrinogenating activity (Sanchez and Swenson, 2007; Berger 

et al., 2008; Wagstaff et al., 2009). The defibrinogenation action of BleucMP, 

combined with ability to degrade fibrin, fibrinogen are aspects that show the 

important role of this proteolytic action of BleucMP in envenomation caused by 

Bothrops leucurus.  

In summary, our data showed that BlecMP, a 23057.54 Da class P-I 

metalloproteinase from B. leucurus venom, has an efficient proteolytic action over 

fibrinogen. BleucMP was also unable to induce hemorrhagic activity when tested 

in the skin mice and showed a low toxicity as regarding to biochemical and 

histophatological analysis. Future studies with BleucMP can reveal structural 

details which could lead to its use in part as a molecular model for clinical 

purposes mainly in the treatment and prevention of cardiovascular disorders and 

strokes.   
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Fig. 1. Sequential purification steps of BleucMP: (1A) Bothrops leucurus venom 
(220 mg) on DEAE-Sephadex A-25, in 0.05 M ammonium bicarbonate buffer, pH 
7.8. A gradient was then applied up (from the fraction 40) to 0.5 M buffer and 
fractions of 2.0 mL/fraction were collected at a flow rate of 2 0 mL/h. (1B) D1 
fraction was rechromatographed on CM-Sepharose fast flow and then eluted with 
the same conditions described above. The gradient (0.05–0.04 M) was then 
applied up from fraction 50. (1 C) SDS-PAGE (12%). Lanes: (A) molecular weight 
markers, (B) BleucMP under reducing conditions, and (C) BleucMP under non-
reducing conditions; (D) B. leucurus crude venom. (1D) Analysis of BleucMP by 
RP-HPLC using a C2C18 column of 2.0×2.5 cm (GE Health Care), equilibrated 
with solvent A (0.1% trifluoroacetic acid and 5% acetonitrile) and eluted with a  
concentration gradient of solvent B (80% acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic acid) 
from 0 to 100% at a flow rate of 0.5 mL/min at room temperature. 
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Fig. 2.: (2A) Spectrum of peptides (PMF: peptide mass fingerprinting) of BleucMP 
after enzyme digestion with trypsin in MALDI TOF/TOF. (Protein scores greater 
than 73 are significant p<0.05). (2B) Fragmentation of the peak 1096.53 in MALDI 
TOF/TOF (MS/MS fragmentation); (individual ions scores >42 indicate identity or 
extensive homology —p<0.05). 
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Fig. 3. The peptide mass fingerprinting with score of 88 (protein scores greater 
than 73 were considered significant — p<0.05), 6 matched peptides and 29% of 
sequence coverage. 

 

 

Fig. 4. Comparison of the amino acid sequence of BleucMP with other  
metalloproteinases. Alignment of peptide fragments generated by PMF of 
BleucMP with Leuc-a/Bothrops leucurus (Bello et al., 2006), BnP2/Bothrops 
neuwiedi (Baldo et al., 2008), BmooMPα-I/Bothrops moojeni (Bernardes et al., 
2008), BaP1/Bothrops asper (Watanabe et al., 2003), Neuwiedase/Bothrops 
neuwiedi (Rodrigues et al., 2000), Atroxase/Crotalus atrox (Tu et al., 1996). 
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Fig. 5. Proteolytic activity of BleucMP upon, fibrinogen, fibrin and azocasein: (5A) 
SDS-PAGE at 12% of bovine fibrinogen degradation. Samples of 50 µL fibrinogen 
(1.5 mg/mL) were incubated with Bleuc MP (5 µg) at different intervals of time, 
Lane A: Fibrinogen control, Lanes B–H: Fibrinogen incubated with BleucMP by 1, 
5, 10, 15, 30, 60 and 120 min, respectively. (5B) SDS-PAGE to 12% of fibrin 
degradation products at different intervals of time, Lane A: Fibrin control; B–F: 
Fibrin incubated with BleucMP (5 µg) by 15, 30, 45, 60 and 120 min, respectively. 
(5 C) Azocaseinolytic activity determined by Abs 366 nm, with 10 µg of BleucMP 
with and without the inhibitors (all inhibitors at concentration of 20 mM), One unit 
of azocaseinolytic activity was defined as the amount of enzyme which could 
produce an increase in absorbance (A366 nm) of 0.01 units/min. *Difference 
significant in relation to BleucMP (n=3) (P<0.005 Student's t-test*).  
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Fig. 6. (6A) Time-course of edema development in the mouse foot pad model after 
injection subplantar of 10 µg and 50 µg crude venom or BleucMP/25 µL saline, 
respectively.Edema was assessed by determining the foot pad thickness with the 
aid of a low pressure spring caliper and expressed as percentage increment in 
thickness. Results are presented as mean±S.D. (n=3). (6B) Hemorrhagic activity 
induced by 10 µg of Bothrops leucurus crude venom. (6C) Hemorrhagic activity 
induced by 50 µg of BleucMP. Statistical significance relative to control saline 
(n=5) (P<0.005 Student's t-test*). 
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Fig. 7. Light micrographs of sections of mouse gastrocnemius muscle 24 h after 
i.m. injection of 10 µg and 50 µg crude venom or BleucMP/50 µL saline, 
respectively, stained with hematoxylin-eosin. (7) Saline alone: normal integer 
fibers are seen; (7A and 7B) B. leucurus crude venom: notice the presence of a 
drastic myonecrosis, inflammatory infiltrate, hemorrhage and extensive cell 
destruction; (7C and 7D) BleucMP: Notice low inflammatory infiltrate 
(polymorphonuclear and mononuclear cells) and no hemorrhage under these 
conditions. Letters indicate the presence of necrosis (N), inflammatory infiltrate (I), 
and hemorrhage (H). Scale bar=100 µm (A and C); Scale bar=50 µm (B and D).  
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Fig. 8. Lightmicrographs of section of mouse cardiac tissues 24 h after i.p. 
injection of 10 µg and50 µg crude venomor BleucMP/50 µL saline, respectively, 
stained with hematoxylin-eosin. (8) Saline alone: normal integerfibers are seen 
saline. (8Aand 8B): cardiac tissues: B. leucurus crude venomnotices the presence 
of intense inflammatory infiltrate and hemorrhage (8C and 8D) BleucMP: note low 
inflammatory infiltrate. Scale bar=100 µm (A and C); Scale bar=50 µm (B and D). 
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Fig. 9. Light micrographs of section of hepatic tissue 24 h after i.p. injection of 10 
µg and 50 µg crude venom or BleucMP/50 µL saline, respectively, stained with 
hematoxylin-eosin. (9) Saline alone: normal integer fibers are seen saline. (9A and 
9B): hepatic tissue: B. leucurus crude venom notice intense inflammatory infiltrate 
(I) and necrosis (N). (9C and 9D) BleucMP: note shows low inflammatory infiltrate. 
Scale bar=100 µm (A and C); Scale bar=50 µm (B and D). 
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Fig. 10. Plasma fibrinogen determination after i.p. injections of crude venom or 
BleucMP (10 and 50 µg/50 µL saline) respectively. Control animals received only 
saline. The plasmatic fibrinogen concentration was determinate by Hemostat 
Fibrinogen Commercial kit. Bars represent the mean±SD (n=3). Statistical 
significance relative to control saline (P<0.005 Student's t-test*). 
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