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ABSTRACT 
 
 
 
 
 
 

An antihaemorrhagic factor from Philander opossum serum 
was isolated and characterizated. In order to study the 
neutralization effect of  this inhibitor, we have developed   a new 
methodology to isolate a PI as well as PIII SVMP from Bothrops 
jararaca venom (Bjv). 

The antihaemorrhagic protein was isolated from Philander 
opossum serum by DEAE-Sephacel, Phenyl Superose and 
Superdex 200 chromatographies. The homogenous protein 
presented a molecular mass of 41,330 amu by MALDI-TOF mass 
spectrometry and was named PO41. By gel filtration 
chromatography, we have obtained a molecular mass of 61,5 kDa 
on native conditions. From Edman sequencing, PO41 and DM43, 
another SVMP inhibitor, presented similar amino termini through 
the first 27 residues. Identical immunoblotting patterns were 
obtained when both inhibitors were developed with polyclonal 
antibodies raised against Didelphis marsupialis active serum 
fraction. Isoeletric points were estimated to be less than 3.5 for 
both proteins.  
 The new methodology to purify jararhagin (a PIII SVMP) and 
botrolysin (a PI SVMP) was based on cromatographies using 
Superdex 200 and Phenyl Superose. Jarahagin was further 
submitted to a Mono Q column.  The proteolytic and haemorrhagic 
effects of the haemorrhagins were neutralized by PO41. Both 
haemorrhagins formed stable complexes with PO41, as observed 
by gel filtration on Superdex 200.  
 The results suggest that PO41 presents similar 
physicochemical, structural, immunoreactive and biological 
properties with the SVMP inhibitors, including DM40 e DM43. 
These inhibitors belong to the supergene family of 
immunoglobulins.  
 
 
 
 
 
 



 
 

RESUMO 
 
 
 
 

Em 1994, Perales e colaboradores isolaram e caracterizaram 
parcialmente frações antibotrópicas (FAB) do soro de vários 
marsupiais brasileiros, dentre eles o Didelphis marsupialis (DM) e 
o Philander opossum (PO). No presente trabalho, objetivamos isolar 
e caracterizar o fator anti-hemorrágico de Philander opossum. Além 
disto, para o estudo da capacidade inibitória deste fator sobre 
metaloproteases, desenvolvemos uma nova metodologia de 
isolamento destas enzimas, jararagina e botrolisina, a partir do 
veneno de Bothrops jararaca. 
  A proteína anti-hemorrágica isolada foi denominada de PO41, 
pois apresentou 41,330 u.m.a. por MALDI-TOF. Por filtração em 
gel verificamos que esta proteína possuia massa molecular de 
61,5kDa e apresentou identidade nos 27 resíduos N-terminais com 
dois inibidores isolados do soro de Didelphis marsupialis, DM40 e 
DM43. Por imunotransferência, obtivemos padrões de mobilidade 
idênticos quando revelamos PO41 e DM43, com anticorpo 
policlonal preparado contra a fração antibotrópica de Didelphis 
marsupilais. Por focalização isoelétrica estimamos para PO41 
ponto isoelétrico abaixo de 3,5. 
 PO41 foi capaz de formar complexos não-covalentes com as 
enzimas isoladas do veneno de Bothrops jararaca. As atividades 
proteolíticas e hemorrágicas destas enzimas também foram 
inibidas por PO41.  

Nossos resultados sugerem que PO41 é um inibidor de 
metaloproteases de venenos de serpentes e possui propriedades 
físico-químicas, estruturais, de imunoreatividade e biológicas 
similares às dos inibidores pertencentes a superfamília gênica das 
imunoglobulinas.  
 

 

 

 

 

 



 
I.1-Envenenamentos por serpentes 
 
 
 
I.1.a) Ocorrência 
 
 

 
As serpentes pertencem à classe de vertebrados Reptilia, 

ordem Squamata, sub-ordem Ophidia. As espécies venenosas são 
classificadas na infra-ordem Caenophidia, que compreende as 
famílias Elapidae, Viperidae, Atractaspididae e Colubridae (Mebs, 
1998). 

Serpentes venenosas estão amplamente distribuídas e 
ocupam diversos tipos de habitats em todos os continentes, desde 

o nível do mar (podendo alcançar até 100m de profundidade no 
caso das espécies marinhas) até altitudes de mais de 5.000m, 
inclusive no Círculo Ártico (Warrell, 1996; David et al., 1994).   
A incidência mundial de acidentes ofídicos é de 5.400.000 

casos, com cerca de 2.682.500 envenenamentos e 125.345 mortes 
anuais (4,7%). No Brasil, a estimativa é de 20.000 casos por ano, 
com 160 mortes (Chippaux, 1998). Porém, não se sabe ao certo 
qual o índice de acidentes que causam problemas crônicos, como 
amputações, deformidades e insuficiência renal crônica (Warrell, 
1996).  
 As serpentes do gênero Bothrops (família Viperidae, 
subfamília Crotalinae) são responsáveis pela maior parte dos 
acidentes ofídicos na América Latina (cerca de 90%). Este gênero 
apresenta o maior número de espécies e engloba as serpentes 
mais agressivas,  que atacam sem fazer barulho e habitam locais 
mais freqüentados por crianças, vítimas potenciais deste tipo de 
envenenamento. Os gêneros Crotalus e Micrurus também são de 
interesse médico pela gravidade com que se reveste o quadro 
clínico (Campbell e Lamar, 1989). 
   
 
 
 
 
 
 
 



I.1.b) Alterações fisiopatológicas ocasionadas por venenos de 
serpentes 
 

 
 Os venenos da família Viperidae (subfamília Crotalinae) 

podem causar efeitos locais, sistêmicos ou ambos. Os efeitos 
sistêmicos podem causar alterações na coagulação sangüínea, 
incluindo hemorragias distantes do sítio da picada, como na 
gengiva, púrpura, macro hematúria, epistaxis e hemorragia 
uterina. Podem ocorrer ainda, arritmias cardíacas, hipotensão 
transitória, choque, mioglobinúria e insuficiência renal aguda 
(Kamiguti et al., 1996a). A insuficiência renal pode ser resultante 
da oclusão vascular, como conseqüência de coagulação 
intravascular disseminada e/ou da ação tóxica direta do veneno 
sobre o endotélio renal e vasoespasmo, o que pode levar a um 
quadro de hipotensão e choque (Amaral et al., 1985).  

Alguns venenos de subespécies Crotalus durissus podem 
provocar ainda, escurecimento da visão, dificuldade na abertura 
dos olhos, flacidez muscular e mialgia, dentre outros. Estes efeitos 
são conseqüência da ação das neurotoxinas que inibem a  
liberação de acetilcolina na fenda neuro-muscular, o que pode 
ocasionar a morte por parada respiratória (ação pré-sináptica) 
(Warrel e Fenner,1993; Sanchez et al., 1992). Os efeitos pós-
sinápticos são verificados principalmente em acidentes com 
serpentes da família Elapidae (Micrurus ou coral). Os venenos 
elapídicos têm ação tipo-curare, e ligam-se especificamente à 
subunidade alfa do receptor colinérgico nicotínico, impedindo a 
ligação da acetilcolina (agonista fisiológico) e induzindo parada 
muscular e falência respiratória (Atassi, 1991). 

Os efeitos locais mais característicos deste tipo de 
envenenamento são: a) o edema, que é causado pela ação direta do 
veneno sobre a vasculatura e pela liberação de mediadores 
endógenos,  resultante da ação do veneno sobre os mastócitos, 
cininogênios e fosfolipídeos; b) a mionecrose produzida pela ação 
direta das miotoxinas sobre as fibras musculares esqueléticas ou a 
necrose das fibras musculares esqueléticas que é atribuída à  
isquemia causada pelas hemorraginas, que comprometem a 
microcirculação do tecido muscular (Gutiérrez e Lomonte, 1989; 
Gutiérrez, 1990; Dos-Santos et al., 1992). É importante ressaltar 
que há  boa regeneração muscular após a mionecrose resultante 
da ação direta das miotoxinas isoladas, pois os nervos e vasos 
sangüíneos mantêm-se intactos não havendo fibrose ou 
proliferação de fibroblastos. Isto sugere que as alterações 
microvasculares mais drásticas são induzidas por toxinas 



hemorrágicas, o que gera uma pobre regeneração (Gutiérrez e 
Lomonte, 1995); c) a hiperalgesia que pode ocasionar injúria 
tecidual resultante da liberação local de uma variedade de 
substâncias químicas como, bradicinina, prostagladinas e 
leucotrienos; e finalmente, d) a hemorragia que ocorre em 
conseqüência da atividade de metaloproteases (hemorraginas) 
sobre os capilares e/ou células endoteliais. 

 Os efeitos locais produzidos pelas hemorraginas são 
ocasionados por proteólise dos componentes da lâmina basal da 
microvasculatura (Bjarnason et al.,1988). Existem dois 
mecanismos que explicam como é a fuga dos componentes 
sangüíneos dos vasos danificados por toxinas hemorrágicas. O 
primeiro deles é per diapedesis, causado por exudação lenta 
através de pequenas fissuras entre as células endoteliais; e o 
outro, per rhesis, com fluxo rápido por grandes rupturas na 
parede vascular, localizadas entre as células endoteliais 
danificadas (Marsh, 1994; Kamiguti et al., 1996a).  

O processo hemorrágico é muito rápido e os efeitos locais ou 
sistêmicos dependem da via de administração do veneno. Assim, 
injeções intradérmicas, subcutâneas e intramusculares produzem 
lesões locais, enquanto que injeções intraperitoniais e 
intravenosas tendem a produzir hemorragias sistêmicas, com 
lesões em órgãos distantes do sítio injetado (Marsh, 1994). Os 
estudos da especificidade de substratos destas metaloproteases 
demonstram que estas enzimas degradam a maioria das proteínas 
de matriz extracelular (Baramova et al., 1989; 1990).  

 
 
 
I.1.c) Composição dos venenos de serpentes 
 

Os venenos de serpentes são muito diversificados podendo 
sofrer variações qualitativas nas famílias,  gêneros, inter ou intra-
espécies, até variabilidade conforme a distribuição geográfica do 
ofídio (Chippaux et al., 1991). 

 O aparato que produz o veneno das serpentes é composto 
por glândulas exócrinas modificadas. Os venenos são misturas 
complexas de proteínas e peptídeos (90-95%), que possuem 
inúmeras atividades biológicas. Outros componentes são cátions 
metálicos, carboidratos, nucleosídeos, aminas biogênicas, 
aminoácidos livres e lipídeos. O sódio é o cátion mais encontrado 
no veneno, apesar de ter função ainda desconhecida. O zinco e o 
cálcio estão presentes na maioria das metaloproteases de venenos 



de serpentes, e os carboidratos aparecem principalmente na forma 
de glicoproteínas (Russell, 1980; Tu, 1996) 

As principais substâncias protéicas dos venenos podem ser 
divididas em neurotoxinas, miotoxinas, hemorraginas, fatores que 
atuam sobre a coagulação sangüínea e enzimas com baixa 
toxicidade (Chippaux e Goyffon, 1998). Algumas proteínas 
encontradas nos venenos podem ser neurotoxinas de atuação pré 
ou pós- sinápticas, neurotoxinas ligantes de canal de potássio, 
citotoxinas, miotoxinas, cardiotoxinas ou ainda, inibidores de 
agregação plaquetária (desintegrinas) (para revisão, Markland, 
1998). 

    As diferentes atividades enzimáticas estão relacionadas às 
fosfolipases, fosfodiesterases, fosfomonoesterases, L-amino ácido 
oxidases, acetilcolinesterases e enzimas proteolíticas tipo serino e 
metaloproteases. Existem ainda evidências da presença de tiol- e 
aspartato- proteases (Tu, 1996).  

As fosfolipases (PLA2 ) estão associadas a inúmeros efeitos 
farmacológicos e/ou tóxicos, podendo desencadear danos 
musculares, efeitos neurológicos, atividade anticoagulante e 
inflamação (Lizano et al., 1997). Elas foram classificadas em 10 
grupos (I-X), de acordo com suas estruturas primárias e 
localizações das pontes de enxofre. As PLA2 de venenos de 
serpentes localizam-se nos grupos I e II. No grupo I estão as 
fosfolipases da família Elapidae e do pâncreas de mamíferos; no 
grupo II estão as PLA2 da família Viperidae e de tecidos não-
pancreáticos de mamíferos (Balsinde et al., 1999). As PLA2 são 
Ca2+-dependentes e membros do grupo II podem ainda ser 
subdivididos em: PLA2 D49, que possuem um resíduo de ácido 
aspártico em um dos sítio de ligação do cálcio e apresentam 
potente atividade enzimática; e em proteínas tipo-PLA2 K49,  que 
possuem uma lisina na posição 49 e têm pouca ou nenhuma 
atividade enzimática. A presença do ácido aspártico na posição 49 
é crucial para ligação do cálcio, o que parece ser fundamental para 
atividade catalítica. Apesar da ausência do resíduo de ácido 
aspártico na posição 49 nas proteínas K49, estas são muito ativas 
na indução de mionecrose, por mecanismos ainda não 
completamente elucidados (Ownby et al., 1999). 

Dentre as enzimas proteolíticas é connhecido que as 
serinoproteases podem possuir ambas atividades fibrinolítica e 
fibrinogenolítica, ou apenas uma delas. No caso das que possuem 
somente atividade fibrinogenolítica e levam a indução de formação 
de coágulo são também conhecidas por proteases tipo-trombina. 
Poucas porém, apresentam uma única atividade, como por 



exemplo,  enzimas ativadoras de fator V isoladas do veneno de 
Vipera russelli e enzimas indutoras de agregação plaquetária (PA-
BJ, isolada do veneno de Bothrops jararaca). Algumas 
serinoproteases podem apresentar ainda, atividade liberadora de 
bradicinina e são conhecidas como proteases tipo-calicreína 
(Matsui et al., 2000). 

As metaloproteases presentes nos venenos são extremamente 
tóxicas, o que resulta em severas conseqüências fisiopatológicas, 
incluindo interferência no processo de coagulação sangüínea e/ou 
degradação da membrana basal e componentes da matriz 
extracelular (Bjarnason e Fox, 1994). 
 
 
 
 
I.2- Metaloproteases  
 

 
 Mais de 100 metaloproteases de venenos de serpentes 
(incluindo as isoenzimas) já foram isoladas, sendo que apenas 20 
delas possuem seqüências primárias conhecidas (Matsui et al., 
2000). Rawlings e Barrett, em 1995, classificaram as 
metaloproteases em clãs, o clã MB é subdividido nas famílias 
Astacina e Colagenase Intersticial. A família Astacina possui duas 
subfamílias  Astacina e Reprolisina, nesta última estão localizadas 
as metaloproteases de venenos de serpentes (SVMPs-“Snake 
Venom MetalloProteinase) e as ADAMs (“A Disintegrin-like And 
Metalloproteinase”). A família da Colagenase Intersticial é 
composta pelas subfamílias das Serralisinas e subfamília das 
Matrizinas. 

Todas as metaloproteases são zinco dependentes com um 
motivo conservado de ligação para o metal, com base nesta 
seqüência de consenso presente neste motivo conservado, Bode e 
colaboradores, em 1993, classificaram-nas como metzincinas, 
cujos membros apresentam além da homologia na região de 
ligação do zinco, similares topologias tridimensionais e uma região 
conservada que contém um resíduo de metionina (‘Met turn’) 
essencial para a integridade estrutural do sítio ativo (Stöcker et 
al., 1995). 
 Em 1994, estudos estruturais das metaloproteases de veneno 
de serpente (SVMP) classificaram-nas em 4 classes (PI-PIV), de 
acordo com sua organização em domínios (Hite et al., 1994). A 
classe PI  possui apenas o domínio metaloprotease; a PII, com um 
domínio  desintegrina além do metaloprotease; PIII, possui tanto 



um domínio tipo-desintegrina, quanto um domínio rico em 
cisteína, além do metaloprotease, e, finalmente, a classe PIV, com 
estrutura similar à classe PIII e com um domínio tipo-lectina 
adicional (Jia et al., 1996). 
 Os domínios pré- (seqüência sinal), pró- (zimogênio) e 
metaloprotease são comuns a todas as metaloproteases 
hemorrágicas (hemorraginas). A adição de outros domínios a esta 
estrutura básica resulta obviamente, no aumento gradual da 
massa molecular (Hati et al., 1999). 
 As metaloproteases são sintetizadas na glândula de veneno 
como zimogênios, que são processados posteriormente gerando 
sua forma ativa. Este processamento é presumidamente dado pelo 
mecanismo de “cysteine-switch”, que implica proteólise do domínio 
pró- por outras metaloproteases do veneno e/ou por autólise (Jia 
et al., 1996). 
 As desintegrinas são componentes de baixo peso molecular 
do veneno, não-enzimáticos, que possuem a seqüência RGD 
(arginina, glicina e ácido aspártico) pela qual ligam-se às 
integrinas da superfície plaquetária e, desta forma, inibem 
potentemente a agregação plaquetária (Scarborough et al., 1993). 
Já foi proposto que elas são geradas a partir de proteólise da 
proteína precursora de metaloproteases da classe PII (para revisão, 
Markland, 1998). O domínio tipo-desintegrina das metaloproteases 
(classes PIII e IV) possui uma seqüência XXCD (geralmente SECD), 
que substitui a seqüência RGD do domínio desintegrina (Paine et 
al., 1992). Kamiguti e colaboradores, em 1996b, demonstraram a 
capacidade da jararagina (proteína de 52kDa isolada do veneno de 
Bothrops jararaca, da classe PIII) em inibir a agregação plaquetária 
induzida por colágeno. Mais tarde, os mesmos autores reportaram 
que não só o domínio tipo-desintegrina participaria deste efeito, 
mas também o domínio metaloprotease. 
 Entretanto, Usami e colaboradores, em 1994, isolaram a 
jararagina C, proteína de 28kDa purificada a partir do veneno de 
Bothrops jararaca, constituída pelos domínios tipo-desintegrina e 
rico em cisteína idênticos aos da jararagina, e que provavelmente 
eram resultantes do processamento da região C-terminal desta por 
autólise. Esta proteína demonstrou ser um potente inibidor de 
agregação plaquetária induzida por colágeno e por ADP. 
Igualmente, Shimokawa e colaboradores, em 1997, demonstraram 
a capacidade da catrocolastatina-C isolada do veneno de Crotalus 
atrox, em inibir agregação plaquetária induzida por colágeno. Esta 
proteína possui seqüência C-terminal idêntica à encontrada para a 
catrocolastatina, proteína de 50kDa, da classe PIII, isolada do 
mesmo veneno. Corroborando, estes fatos, uma  proteína 



atrolisina A (Ht-a) recombinante, composta pelos domínios tipo-
desintegrina e rico em cisteína, como a cotrocolastatina C e 
jararagina C, também se mostrou capaz de inibir agregação 
plaquetária induzida por colágeno e ADP (Jia et al., 1997). 
A subfamília reprolisina também inclui as ADAMs ou MDC  

(“metalloproteinase, disintegrin-like, cysteine-rich”), que 

apresentam homologia de cerca de 30% com os domínios 

metaloprotease e tipo-desintegrina das SVMPs. Estas proteínas 

estão presentes em diversos organismos, incluindo mamíferos, 

répteis e invertebrados (Fox e Long, 1998).  

Apesar de aproximadamente metade das ADAMs descritas 

até agora, possuir alterações na seqüência de ligação do zinco, as 

que a possuem intacta apresentam atividade proteolítica, como é o 

caso das ADAMs 10, 12 e 17. Além disto, podem participar de 

diversas funções, como adesão, fusão e sinalização intracelular 

(Stone et al., 1999). 

As ADAMs também estão relacionadas a alguns processos 
patogênicos. Um exemplo é a TACE (TNF-α convertase), uma 
enzima do subgrupo da ADAM 17 isolada do baço bovino, que é 
responsável pelo processamento do precursor do fator de necrose 
tumoral α gerando sua forma ativa solúvel (Killar et al., 1999). 

 As SVMPs possuem 15% de identidade com as MMPs 

(Stöcker et al., 1995), que são uma família de proteínas secretadas 

ou transmembranares capazes de digerir matriz extracelular e 

componentes da membrana basal, em condições fisiológicas e/ou 

patológicas (Chambers e Matrisian, 1997). São secretadas pela 

maioria das células do tecido conjuntivo (como fibroblastos e 

osteoblastos) e pelas células endoteliais (Docherty et al., 1992). 

Estão envolvidas em importantes processos fisiológicos como 

embriogênese, morfogênese e no remodelamento tecidual (Fox e 

Bjarnason, 1998a).  



Um importante mecanismo de regulação da atividade das 
MMPs é via ligação a inibidores teciduais de metaloprotease 
(TIMPs) (Brew et al., 2000).  Os TIMPs agem inibindo a atividade 
proteásica via formação de complexo não-covalente com as MMPs, 
com relação estequiométrica de 1:1 (Docherty et al., 1992).  

Os TIMPs formam uma família de proteínas composta por 
diferentes membros, que possuem 12 resíduos de cisteína 
conservados. São expressos em diferentes tipos celulares e estão 
presentes em muitos tecidos e fluidos corporais (Gomez et al., 
1997). O TIMP-1 é uma glicoproteína de 30 kDa, o TIMP-2 é uma 
proteína não-glicosilada de 23kDa; ambos apresentam-se na 
forma solúvel. Já o TIMP-3 possui uma massa molecular estimada 
de 21kDa e em sua seqüência C-terminal existe um sítio putativo 
de glicosilação, ainda que sua forma glicosilada ainda não tenha 
sido descrita (Murphy e Willenbrock, 1995), apresenta-se na forma 
insolúvel, ligada à matriz extracelular (Docherty et al., 1992).  

 
 
 

 

I.3- Terapia  antiveneno convencional 
 
 

 Na era pré-antiveneno, a estimativa de mortalidade por 
envenenamentos por serpentes no Brasil era de 25%. Com a 
introdução do antiveneno, estes índices cairam para 2,26% em 
1943 (23.470 acidentes, com 530 mortes) e 0,60% em 1986-89 
(20.170 acidentes, com 122 mortes por ano). Atualmente, a 
mortalidade por envenenamentos por serpentes do gênero 
Bothrops, entre os casos tratados com antivenenos é de 0,8%. 
Entretanto, estudos clínicos demonstram que a falência renal 
aguda é a principal causa de morte, além do choque e hemorragia 
intra-craniana. A incidência de deformidades secundárias ao 
envenenamento é desconhecida (Cardoso et al., 1993). 
 A produção do soro antiofídico foi iniciada no Brasil no início 
do século por Vital Brazil. Os antivenenos hoje em dia são 
produzidos pelo Instituto Butantan (São Paulo), Instituto Vital 
Brasil (Rio de Janeiro) e Fundação Ezequiel Dias (Minas Gerais), 
sendo destribuídos gratuitamente pelo Ministério da Saúde para 
os hospitais em todo o país (Cardoso et al., 1993). 
 Atualmente, os antivenenos são IgGs purificadas, produzidas 
em animais imunizados com veneno, geralmente cavalos. Estes 
anticorpos são purificados por precipitação com sulfato de amônio 
(“salting out”); digestão com pepsina (corta a porção Fc do 



anticorpo que é responsável pela ativação do sistema 
complemento); e precipitação com ácido caprílico (precipita todas 
as frações à exceção das imunoglobulinas). O antiveneno deve ser 
administrado com solução fisiológica + adrenalina + esteróides + 
anti-histamínicos, para diminuir as prováveis reações alérgicas 
(Chippaux e Goyffon, 1998).  
 Além disto, foram desenvolvidos ensaios imunológicos que 
detectam a especificidade e quantidade do veneno presentes no 
sangue ou fluidos, podendo-se calcular a quantidade de 
antiveneno a ser administrada e monitorar os níveis de anticorpos 
antiveneno circulantes, tornando a terapêutica mais eficiente. Em 
geral, é administrada uma alta dose de antiveneno em prol da 
redução dos efeitos locais causados pelos envenenamentos, 
principalmente os botrópicos (Theakston, 1996), além disto, o 
nível de antiveneno circulante deve ser alto para evitar a 
redistribuição do veneno, acumulado nos tecidos (Theakston, 
1996). Um dos principais problemas na neutralização dos efeitos 
locais é a rapidez  com que estes fenômenos ocorrem, 
especialmente a hemorragia e mionecrose, que podem instalar-se 
em apenas alguns minutos após injeção do veneno (Marsh, 1994). 

  
 
 
 
I.4- Inibidores naturais 

 
 

São conhecidos diferentes mecanismos de inibição endógena 
dos venenos de serpentes. O primeiro deles é conhecido como 
latência sob a forma de zimogênios; desta forma as 
metaloproteases dos venenos de serpentes são sintetizadas. O 
segundo mecanismo envolve a presença de peptídeos inibidores no 
veneno bruto, que devem funcionar modulando a atividade 
proteolítica das metaloproteases, enquanto na glândula. Foram 
identificados no veneno bruto de serpentes das famílias Viperidae 
alguns peptídeos conhecidos como Piro-glutamil, que parecem ser 
importantes inibidores in vivo que mantém a integridade do 
veneno (Robeva et al., 1991). Portanto, as metaloproteases 
enquanto na glândula estão neutralizadas por altas concentrações 
de peptídeos piro-glutamil. Num envenenamento a concentração 
efetiva destes inibidores é diminuída por diluição. 



O terceiro mecanismo abrange os inibidores endógenos que 
foram identificados no soro de serpentes (Fox e Bjarnason, 1998a). 
Freitas e colaboradores, em 1992 reportaram a presença do citrato 
nos venenos das famílias Viperidae, em concentrações 
relativamente altas para quelar potentemente os íons metálicos 
das proteínas dos venenos. A presença do citrato  pode 
representar um importante mecanismo de proteção para as 
serpentes contra o seu próprio veneno (Odell et al., 1998).  

A resistência de alguns animais aos venenos de serpentes já 
foi amplamente reportada (para revisão, Fox e Bjaranason, 1998a; 
Thwin e Gopalakrishnakone, 1998; Domont et al., 1991). Esta 
resistência é em parte devido à presença de fatores neutralizantes 
em animais resistentes. De acordo com os efeitos fisiopatológicos, 
estes fatores antiofídicos podem ser divididos em 3 principais 
grupos: proteínas anti-neurotóxicas, antimiotóxicas e anti-
hemorrágicas.  

 

                                              

 

I.4a) Antineurotóxicos  
 

Alguns destes fatores foram purificados do soro de algumas 
serpentes das famílias Viperidae e Elapidae ( Fortes-Dias et al., 
1991;  Perales et al., 1995). Estas proteínas são inibidores de 
fosfolipase A2 (PLA2), que é um dos principais componentes dos 
venenos de serpentes e contribui para diversos efeitos patológicos, 
incluindo distúrbios hemostáticos, cardiotoxicidade, hipotensão, 
neurotoxicidade/miotoxicidade (Warrell, 1989).  

Okhura e colaboradores, em 1997, classificaram os inibidores 
de PLA2 em três tipos: a) α, com estrutura tipo CRD (domínio de 
reconhecimento de carboidratos), que inclui inibidores isolados do 
plasma de Trimerusurus flavoviridis (Kogaki et al., 1989) e de 
Bothrops asper (Lizano et al., 1997); b) β, com estrutura rica em 
leucina, representado pelo inibidor isolado do plasma de 
Agkistrdon blomhoffi sinitticus (Ohkura et al., 1997) e c) γ, com 
estrutura similar à superfamília das neurotoxinas e citotoxinas 
‘three fingers’, presentes nos venenos de serpentes ( Fortes-Dias et 
al., 1991;  Perales et al., 1995). 

Foi isolado e caracterizado um inibidor de PLA2 (tipo γ) do 
soro da serpente Crotalus durissus terrificus, denominado CICS 



(Crotoxin inhibitor from Crotalus serum) por Perales et al., 1995, 
ou CNF (Crotalus neutralizing factor) por  Fortes-Dias et al., 
1991;1994. Este fator é capaz de neutralizar a toxicidade do 
veneno autólogo. O mecanismo de inibição envolve a formação de 
complexo entre o inibidor e subunidade básica (CB) da crotoxina. 
A formação deste complexo envolve ainda, a dissociação da 
crotoxina, com liberação da subunidade ácida (CA) (Perales et al., 
1995; Fortes-Dias et al., 1994). 

CICS é uma proteína oligomérica de 130kDa, formada pela 
associação não-covalente de 2 subunidades de 23 e 25kDa.  Os 30 
primeiros resíduos N-terminais das 2 subunidades são idênticos, 
podendo haver diferenças ocasionadas por fenômenos pós-
traducionais como glicosilações por exemplo, ou ainda por 
modificações em outras regiões da seqüência.  CICS foi clonado e 
expresso em procarionte e gerou uma proteína recombinante de 
aproximadamente 20kDa (Villela, 2000). 

 
 

I.4b) Antimiotóxicos 
 
 
Durante os últimos anos vem aumentando o interesse pelo 

estudo dos componentes dos venenos responsáveis pela 
mionecrose e seu modo de ação. Várias miotoxinas foram isoladas 
dos venenos botrópicos e caracterizadas. Todas possuem estrutura 
de fosfolipase A2, mesmo que não indutoras de atividade 
enzimática; são proteínas básicas e muito estáveis devido ao 
grande número de pontes dissulfeto intra-cadeia (para revisão, 
Gutiérrez e Lomonte, 1995). 

Melo e Suarez-Kurtz em 1988 demonstraram a atividade 
antimiotóxica dos soros do gambá Didelphis marsupialis e a cuíca 
Philander opossum contra o veneno de Bothrops jararacussu. Eles 
sugeriram que a inibição da liberação de enzimas 
sarcoplasmáticas do músculo esquelético (CK e LDH), indicadores 
de danos no sarcoplasma em condições experimentais,  é dada via 
formação de um complexo ácido-base entre as miotoxinas 
(básicas) do veneno e componentes do soro dos marsupiais.  

Lizano e colaboradores, em 1997, isolaram um fator 
antimiotóxico da serpente Bothrops asper. Este fator é um 
oligômero composto por 5 subunidades que inibem a atividade 
catalítica da PLA2 in vitro e a miotoxicidade in vivo. Este fator 



compartilha homologia estrutural com os inibidores de PLA2 (tipo 
γ) isolados de T. flavoviridis, Agkistrodon b. siniticus e todos os 
inibidores contendo domínios que reconhecem carboidratos, 
inclusive em receptores de fosfolipase presentes em humanos e 
coelhos, sugerindo uma evolução dos domínios comum entre os 
inibidores de PLA2 de serpentes e os receptores de PLA2 de 
mamíferos (Thwin e Gopalakrishnakone, 1998). 

 Nosso grupo, recentemente detectou a presença de uma 
proteína no soro do gambá Didelphis marsupialis, que reage com o 
anticorpo policlonal preparado contra as  duas anti-hemorraginas 
(DM40 e DM43) isoladas deste mesmo soro. Esta proteína foi 
caracterizada como monomérica ácida, com 15% de glicosilação e 
massa molecular de 64kDa (DM64). Quando comparada com 
DM40 e DM43, demonstrou baixa atividade anti-hemorrágica, 
apesar da homologia estrutural. Por outro lado, DM64 inibiu 
potentemente a atividade das miotoxinas I e II isoladas de 
Bothrops asper, sem interferir com a atividade fosfolipásica desta 
primeira (Rocha et al., 2000a). 

 

 

 

I.4c) Anti-hemorrágicos   
 

Os fatores  anti-hemorrágicos possuem características 
comuns: são glicoproteínas ácidas, com pontos isoelétricos que 
variam de 4,0-5,4; nenhum possui atividade proteolítica mas são 
estáveis em um amplo espectro de pH e temperatura (Domont et 
al., 1991).                                                                                                      

Inúmeros fatores anti-hemorrágicos foram isolados de 
diversos animais. Estes fatores podem ser divididos em duas 
classes:  a) proteínas de baixo peso molecular e b) proteínas de 
alto peso molecular, onde estão representadas as β- 
macroglobulinas (≅700kDa) e as proteínas tipo-macroglobulinas 
(Fox e Bjarnason, 1998a). A exemplo destas proteínas de alto peso 
molecular foi purificado um fator anti-hemorrágico do músculo 
esquelético de Erinaceus europaeus (porco-espinho), denominado 
erinacina. Esta proteína foi capaz de inibir efetivamente a 
atividade do veneno de Bothrops jararaca, mas não foi capaz de 
inibir a atividade enzimática da tripsina e quimotripsina (serino 
proteases). Trata-se de uma molécula de 1.000kDa constituída por 
subunidades de 35 e 39kDa. A dissociação delas resulta na 



completa perda de atividade (Mebs et at., 1996). Similar atividade 
inibitória já havia sido descrita contra venenos de diversas 
serpentes como Bothrops atrox, Bothrops jararaca, Vipera berus, 
Bitis arietans, Vipera latastei gaditana (Omori-Satoh et al., 1994), 
Agkistrodon halys blomhoffi, Bitis gabonica rhinoceros, Bitis 
nasicornis e Crotalus horridus horridus (De Wit e Weström, 1987 a, 
b e c). 

O mecanismo de inibição das proteínas de baixo peso 
molecular parece ser via formação de complexo não-covalente 
(Weissenberg et al., 1992; Omori-Satoh, 1977 e Tanizaki et al., 
1991). Estas proteínas podem ser subdivididas em dois principais 
grupos: superfamília gênica das imunoglobulinas e superfamília 
das cistatinas. 

Na superfamília gênica das imunoglobulinas estão localizadas 
as anti-hemorraginas, que estruturalmente podem apresentar 
homologia com a α1B-glicoproteína humana (Fox e Bjarnason, 
1998 a). 

Nosso laboratório há alguns anos vem investigando a 
resistência de marsupiais brasileiros aos venenos de serpentes, 
especialmente ao de Bothrops jararaca. Esta resistência pode ser 
explicada pela presença de uma fração antibotrópica composta por 
duas glicoproteínas, com massas moleculares de 40 (DM40) e 
43kDa (DM43) isolada do soro dos animais resistentes. Em 1994, 
Perales e colaboradores, demonstraram  homologia da regiâo N-
terminal, entre as anti-hemorraginas isoladas do soro do gambá 
Didelphis marsupialis e das cuícas Philander opossum e Lutrolina 
crasicaudata. Estudos posteriores de caracterização físico-
química, estrutural e mecanística foram feitos exclusivamente com 
as DMs. 

 Estes fatores antibotrópicos são capazes de inibir as 
atividades letal, hemorrágica, edematogênica e hiperalgésica do 
veneno de Bothrops jararaca (Rocha et al., 2000b). 

Utilizando uma combinação da química de Edman com 
espectrometria de massas (MALDI-TOF), foi determinada a 
seqüência primária completa de DM43 e parcial de DM40 (Neves-
Ferreira et al., 2000). As duas apresentaram homologia entre si e 
também com a oprina isolada do gambá Didelphis virginiana 
(Catanese e Kress, 1992). 

A oprina é uma glicoproteína ácida de 52kDa, de cadeia 
única e 26% de conteúdo de carboidratos. Trata-se de um inibidor 
específico de metaloprotease, que não interfere com a atividade 
catalítica de serino-proteases. O mecanismo de inibição envolve a 



formação de complexo não-covalente. Por seqüenciamento do seu 
cDNA observou-se homologia com α1B-glicoproteína humana, 
uma proteína plasmática de função ainda desconhecida (Ishioka et 
al., 1986). 

Jurgilas e colaboradores, em 1999, detectaram a presença de 
uma fração antibotrópica no leite do gambá Didelphis marsupialis. 
Este fator foi isolado e caracterizado, demonstrando propriedades 
físico-químicas, antigênicas, biológicas e estruturais idênticas às 
da fração antibotrópica isolada do soro deste animal, o que 
poderia representar uma proteção adicional aos neonatos contra 
os venenos de serpentes. 

Já foram reportados inúmeros outros fatores isolados do soro 
de mamíferos resistentes a venenos. Dentre os roedores, podemos 
citar o Neotoma micropus e o Sigmodon hispidus, ambos 
resistentes ao veneno de Crotalus atrox (Perez et al., 1979; 
Pichyangkul e Perez, 1981). 

Tomihara e colaboradores em 1987 isolaram 3 fatores anti-
hemorrágicos do soro do mangusto (Herpestes edwardsii), que 
foram capazes de inibir a atividade hemorrágica dos venenos de 
Trimeresurus flavoviridis, Agkistrodon halys blomhoffii, Bothrops 
jararaca e Bitis arietans. Estes  fatores são homólogos entre si e, 
além disto, também possuem homologia com a oprina, e portanto 
com a α1B-glicoproteína humana. 

Alguns inibidores de baixo peso molecular presentes no soro 
de serpentes venenosas já foram isolados (Bothrops asper-Borkow 
et al., 1995; Bothrops jararaca- Tanizaki et al., 1991; De Oliveira e 
Tanizaki, 1992 e Crotalus atrox – Weissenberg et al., 1991 e 1992) 
e não-venenosa (Dinodon semicarinatus- Tomihara et al., 1988); os 
inibidores isolados do soro das serpentes Trimeresurus flavoviridis 
e Bothrops jararaca (Fox e Bjarnason, 1998a ; Valente et al., 1999 
a-b) são pertencentes à superfamília das cistatinas. Estas 
proteínas estão relacionadas com inibidores de cisteíno-proteases. 

Outro inibidor anti-hemorrágico foi isolado do soro da 
serpente Bothrops jararaca. Esta glicoproteína (17% carboidratos) 
possui 46,101 u.m.a. por MALDI-TOF (BJ46a) e 80kDa por 
filtração em gel, indicando uma estrutura homodimérica. BJ46a 
possui 322 resíduos e 4 sítios putativos para glicosilação. Sua 
estrutura foi deduzida através de cDNA, sendo homóloga ao fator 
HSF (Yamakawa e Omori-Satoh, 1992) isolado do soro da serpente 
Trimeresurus flavoviridis com 85% de identidade, embora possua 
um resíduo de cisteína a menos. BJ46a é um potente inibidor de 
atrolisina C (SVMP, classe PI) e jararagina (SVMP, classe PIII) 



através de formação de um complexo não-covalente entre o 
inibidor e as enzimas, com relação estequiométrica de 1:2 
(monômero do inibidor/ moléculas de enzima) (Valente et al., 1999 
a -b) 

HSF possui 323 resíduos que têm entre outras 
características, homologia de seqüência com membros da 
superfamília das cistatinas, que são da família de inibidores de 
tiol-proteases. Apesar disto, HSF  foi capaz de inibir as atividades 
proteolítica e hemorrágica das SVMPs de Trimeresurus, mas não 
se mostrou efetiva sobre as tiol-proteases papaína e catepsina B 
(Yamakawa e Omori-Satoh, 1992).  

 

 

 

I.5- Venenos de serpentes e inibidores como ferramentas 
e/ou agentes terapêuticos 

 
 

 

Inúmeras enzimas têm sido usadas como ferramentas em 
pesquisas biomédicas ou como agentes terapêuticos e/ou de 
diagnóstico. Os venenos de serpentes são ricas fontes enzimáticas, 
ultrapassando inclusive o suco pancreático e outras secreções 
similares.  De 26 a 39 diferentes atividades enzimáticas foram 
reportadas nos venenos. Este número varia de acordo com os 
substratos utilizados. Além disto, algumas destas enzimas são 
constituintes específicos de certas famílias ou gêneros de 
serpentes (Markland, 1998).  

As neurotoxinas pré-sinápticas dos venenos são PLA2 que se 
ligam com alta afinidade às estruturas de terminações nervosas, e 
desse modo, impedem a liberação de neurotransmissores 
(acetilcolina). Estas toxinas são utilizadas como ferramentas em 
pesquisas neuro-biológicas, como por exemplo, para estudar o 
mecanismo do controle da liberação de neurotransmissores como, 
marcadores de terminações nervosas, no estudo de danos nas 
células musculares e de regeneração bem como na investigação da 
importância de moléculas das membranas pré-sinápticas (Stocker, 
1998). 



Além disto, componentes isolados dos venenos têm sido 
utilizados na clínica como anticoagulantes, como exemplo 
podemos citar as desintegrinas, que podem ser utilizados como 
antagonistas do receptor de fibrinogênio. Nestes casos, onde as 
integrinas parecem servir como via comum final, responsável pela 
formação das pontes plaquetas-plaquetas e conseqüente 
agregação plaquetária, quando bloqueadas levam portanto, à 
inibição da agregação plaquetária induzida por qualquer agente 
estimulante. Procedimentos clínicos sugerem que o bloqueio 
plaquetário é uma eficaz terapia antitrombótica (Markland, 1998). 
Recentemente, foi descrita a eficiência da neutralização de efeitos 
locais induzidos por uma metaloprotease hemorrágica do veneno 
de Bothrops asper por batimastate, um inibidor sintético de 
metaloprotease de matriz (Escalante et al., 2000).  

Como visto anteriormente, embora diversos inibidores de 
metaloproteases de venenos de serpentes já tenham sido isolados, 
dados sobre sua síntese, estrutura, mecanismo de ação e 
capacidade de inibir outras metaloproteases, ainda não estão 
completamente elucidados. 

Considerando a homologia estrutural dos domínios 
catalíticos entre as SVMPs, ADAMs e MMPs, é possível fazer uma 
analogia entre o mecanismo de inibição destas metaloproteases 
(MMPs e ADAMs) com o das SVMPs. 

Portanto, é de grande relevância a investigação da capacidade 
dos inibidores naturais isolados do soro de animais resistentes as 
SVMPs, para o uso  potencial na terapêutica do envenenamento, 
assim como na investigação do mecanismo de ação destas toxinas 
e dos processos fisiológicos sobre os quais elas atuam; quanto as 
metalopoteases endógenas, como as ADAMs e MMPs, que estão 
associadas a diversas patologias (Woessner, 1991; Johnson et al., 
1998).  
  

 
 

 

 
 
 
 
 
 

  



 
 
 

 

 
 
Os objetivos deste trabalho foram: 
 
 
 

- Isolar o fator anti-hemorrágico presente no soro de Philander 
opossum e caracterizá-lo química e fisico-quimicamente; 

 
 
 

- Desenvolver nova técnica de purificação de duas 
metaloproteases hemorrágicas presentes no veneno de 
Bothrops jararaca; 

 
 
 
 

- Estudar a interação do inibidor  isolado de Philander 
opossum com as metaloproteases isoladas do veneno. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
II.1-  Animais 
 

Gambás: Foram utilizados animais de ambos os sexos, da 
espécie Philander opossum, capturados  no Estado do Rio de 
Janeiro, R.J., de acordo com as normas recomendadas pelo 
IBAMA e mantidos em cativeiro no biotério do Departamento de 
Fisiologia e Farmacodinâmica, FIOCRUZ. 
 

Ratos: Foram utilizados ratos Wistar machos, de 250-300g, 
do Biotério Central do Instituto Oswaldo Cruz, R.J. 
 

Todos os experimentos com animais seguiram as normas 
éticas da Sociedade Internacional de Toxinologia. 
 
 
II.2 – Venenos e  proteínas padrões 
 

O veneno de Bothrops jararaca  foi gentilmente cedido pela 
Dr. Aída Hasson Voloch, do Departamento de Biofísica da UFRJ. 
Utilizamos também veneno proveniente do Instituto de Biologia do 
Exército. 

 
A jararagina utilizada foi cedida pelo Dr. Theakston, 

Laboratório de Medicina Tropical, Liverpool, Inglaterra. 
 
Utilizamos padrões de massa molecular para cromatografias 

de filtração em gel provenientes da Pharmacia Biotech (Suécia); os 
padrões de massa molecular para eletroforese e de pontos 
isoelétricos foram provenientes da  Sigma Chemical Co., EUA. 

Foi utilizada soro albumina bovina (BSA) da Sigma Chemical 
Co., EUA. 
 
II.3- Reagentes 
 
 Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), dodecil- sulfato de 
sódio (SDS), acrilamida, bis-acrilamida, fibrinogênio bovino, 
metanol, reagente de Folin e Ciocalteu, azul brilhante de 



Coomassie, Triton x100,  ácido tricloroacético (TCA), reagente de 
Schiff, da Sigma Chemical Co., EUA. 

Acetonitrila da Lichrosolv da Merck. 
 Todos os outros reagentes utilizados foram de qualidade PA 
das marcas Merck, Vetec ou Reagen, Brasil.  
 
 
II.4- Géis de cromatografia 
  

-Bio Gel P30 da Bio Rad, 
-DEAE-Sephacel da Pharmacia Biotech, 
-Colunas pré-empacotadas Superdex 75 (HR 10/30), MonoQ 
(HR 5/5), Phenyl Superose (HR 5/5) e Superdex 200 (HR 
10/30) da Pharmacia Biotech. 

 
 

II.5- Equipamentos 
 

-Analisador de aminoácidos LKB BIOCHROM 20 da 
Pharmacia,  
-Balanças analíticas METTLER AE240, METTLER TOLEDO 
PB 3002, 
-Centrífuga refrigerada BECKMAN J2-21M, 
-Espectrofotômetro de massa Perkin-Elmer Voyager DE-
PRO, 
-Espectrofluorímetro Photon Technology, 
-Potenciômetro Corning  pHmeter 360i, 
-Seqüenciador Shimadzu PPSQ-23 A, 
-Sistema ÄKTA purifier da Pharmacia Biotech para 
cromatografia de baixa e média pressão, 
-Sistema de eletroforese Mini-ProteanII, sistema de 
imunotransferência Mini-Trans-Blot, sistema de focalização 
isoelétrica Mini-IEF Cell  da BIO RAD, 
-Sistema de água Milli-Q plus da Millipore. 

 
 

II.6 - Obtenção do soro  de Philander opossum (cuíca) 
 

Os animais foram anestesiados com quetamina (5mg/kg 
massa corporal) por via intra-muscular. O sangue foi obtido 
através de punção cardíaca e mantido a 37°C por 2 horas, para 
formação do coágulo. Após, foi centrifugado a 7.800xg por 15 
minutos. O soro obtido, cerca de 2mL por animal,  foi submetido à 



diálise sob agitação por 24 horas, a 4°C, contra tampão acetato de 
sódio 0,01M pH 3,7 e centrifugado a 7.800xg  por 15 minutos, a 
10°C. 

 
 

II.7 - Isolamento da fração antibotrópica (FAB) de Philander 
opossum 

 
A metodologia empregada foi a mesma utilizada para 

obtenção da fração antibotrópica do soro de Didelphis marsupialis 
(gambá), desenvolvida por Perales e colaboradores em 1989, com 
algumas modificações. O soro (5mL) foi fracionado por 
cromatografia de troca aniônica em gel de DEAE-Sephacel (coluna 
de 1,0 x 10,5 cm), utilizando inicialmente tampão acetato de sódio 
0,01M pH 3,7. Toda a corrida foi realizada a uma velocidade de 
fluxo de 10mL/hora. Utilizamos um gradiente linear com 3x o 
volume total da coluna, com o tampão inicial da coluna e com este 
mesmo tampão acrescido de 0,5M de NaCl.  A seguir, fizemos 
eluição isocrática com tampão acetato de sódio 0,01M pH 3,7 
acrescido de 0,5M de NaCl (5x o volume total da coluna). Foram 
coletados 2mL por tubo. O perfil cromatográfico foi obtido 
utilizando absorbância de 280nm. 

 
 

II.8-  Isolamento de uma proteína apartir da fração 
antibotrópica  

 
Por SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida na 

presença de SDS) analisamos as frações obtidas por DEAE-
Sephacel por comparação com a fração antibotrópica isolada de 
Didelphis marsupialis. Nos tubos onde as frações  apresentavam 
mobilidade semelhante à esta foram reunidos (aproximadamente 
12mL) e precipitados com sulfato de amônio (80% de saturação). 
Ressuspendemos o precipitado com 300µL de tampão tris-HCl 
20mM  contendo 1mM de CaCl2  e 1,2M de sulfato de amônio pH 
7,4, este material foi submetido à cromatografia de interação 
hidrofóbica em gel de Phenyl Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm), 
com fluxo  de 0,5mL/min. O gradiente linear foi realizado com 20x 
o volume total da coluna, utilizando o tampão de eqüilíbrio e o 
mesmo tampão sem adição de sulfato. Após o gradiente fizemos 
eluição isocrática com tampão tris-HCl 20mM  contendo 1mM de 
CaCl2 (5x o volume total da coluna). Foram coletados 0,5mL por 



tubo. As frações (aproximadamente 5mL) obtidas foram 
armazenadas em freezer a  –70°C. 

 
 
 
 
 
 

II.9- Dosagem de proteínas 
 
A determinação do conteúdo protéico de todas as amostras 

obtidas foi feita segundo o método de Lowry  e colaboradores 
(1951). A curva padrão foi construída a partir de uma solução de 
1mg/mL de soro albumina bovina (BSA), com pontos entre 10 e 
50µg. 

 
 

II.10- Eletroforese em gel de poliacrilamida 
 
 As amostras foram analisadas utilizando sistema 

descontínuo, conforme o método descrito por Laemmli (1970). Os 
géis de concentração foram constituídos por 4% de acrilamida e os 
géis de corrida utilizados na concentração de 12,5% ou 15%. O 
tampão amostra foi utilizado na presença ou ausência de agente 
redutor (β-mercaptoetanol 5%). O tampão de corrida utilizado foi 
tris-glicina 0,05M pH8,3, com 0,1% de SDS. Todas as amostras 
foram aquecidas à 100°C por 5 minutos antes de serem aplicadas 
ao gel. As corridas duravam em média 40 minutos, utilizando 
voltagem constante de 200V. Os géis foram corados com azul 
brilhante de Coomassie R-250 ou por ácido periódico-Schiff. 

 
 

II.11- Detecção de glicoproteínas  
 
 As frações foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 12,5% em presença de SDS e agente redutor (β-
mercaptoetanol 5%). Foram aplicados 6µg de proteína de PO41 e 
DM43 e 10µg de proteína de FAB de Didelphis marsupialis e 
Philander opossum, em cada raia. Aplicamos 10µg de BSA 
(1mg/mL). O gel foi revelado por ácido periódico-Schiff, segundo 
metodologia descrita por Van-Seuningen e colaboradores, em 
1992. Para isto, após eletroforese o gel foi mantido durante 5 
minutos à 20°C em solução de 20% de TCA, sendo depois lavado 



em água MilliQ por 5 minutos à 20°C. Após este tempo, o gel foi 
colocado em uma solução de ácido periódico 0,7% contendo 5% de 
ácido acético durante 10 minutos, sempre  à temperatura  de 
20°C. O gel foi lavado por mais 2 vezes em água MilliQ por 2 
minutos e submetido ao reagente de Schiff por 10 minutos (até 
que as bandas fossem coradas). Após a coloração, o gel foi 
mantido por 5 minutos em solução de dissulfito de potássio e 
ácido acético 5% e logo, em solução fixante de metanol 5% e ácido 
acético 7,5% a 50°C. 

 
 

II.12- Determinação do teor de glicosilação  
 
As amostras foram desglicosiladas enzimaticamente com o kit 

da Bio Rad, que utiliza as enzimas PNGase F, NaNase II e O-
glicosidase. As amostras a serem desglicosiladas (25µg de amostra  
dissolvida em 3µL de água MilliQ, com adição de 1µL de tampão de 
reação 5x - fosfato de sódio 250mM pH 6,0). Foram utilizados dois 
diferentes protocolos de desglicosilação, sem desnaturação,  onde 
primeiramente adicionamos 2µL da enzima NANase II (10U/mL), 
após adicionamos 2µL da enzima O-Glicosidase (1U/mL) e 
incubamos à 37°C por 1 hora e logo, adicionamos 10µL de água 
MilliQ e 10µL de tampão de ajuste do pH (fosfato de sódio 0,5M), 
por fim, adicionamos 2µL da enzima PNGase F (2,5U/mL), 
incubamos por 24 horas à 37°C. O protocolo desnaturante, repete 
as primeiras etapas do anterior, adição à amostra da enzima 
NANaseII, adição da enzima O-Glicosidase, incubação por 1hora, 
adição de água MilliQ e tampão de ajuste do pH, e após estas 
etapas, adicionamos 2,5µL de solução desnaturante (2% SDS e 1M 
β-mercaptoetanol) por 5 minutos à 100°C. Em seguida  a amostra 
foi submetida a 4°C por 5 minutos, e adicionamos 2,5µL de NP-40 
e  2 µL da enzima PNGase F, o material foi incubado à 37°C por 3 
horas. A eficiência do método foi analisada por SDS-PAGE. 
Aplicamos aproximadamente 6µg de proteína de cada amostra por 
raia. Num segundo experimento utilizamos o mesmo protocolo 
desnaturante, dobrando o volume utilizado da enzima PNGase 
(2,5U/mL), além disto, aumentamos o tempo de incubação desta 
enzima (de 3 horas para 6 horas). 

 
 

II.13- Determinação do ponto isoelétrico  
 



Utilizamos o sistema horizontal Mini IEF (BIO RAD) para 
determinarmos o ponto isoelétrico das amostras, em gel contendo 
poliacrilamida (3%), glicerol 25% e anfólitos para estabelecermos 
gradiente de pH de 3-5. Após 24 horas de polimerização do gel, as 
amostras e os padrões foram diluídos em 1µL de água MilliQ  e 
aplicados no centro do gel. O gel foi colocado sobreposto aos 
eletrodos de grafite e submetido a 3 diferentes condições elétricas: 
100V por 15 minutos; 200V por mais 15 minutos e 450V por 60 
minutos. Foram aplicados 3µg de proteína de DM43 e PO41 em 
cada raia. Os seguintes padrões de pI foram utilizados:  
amiloglicosidase (3,50); glicose oxidase (4,15); inibidor trípitico de 
soja (4,55) e α-lactoalbumina A (5,20). Após a corrida, o gel foi 
corado com azul de Comassie R-250.  

 
 

II.14- Imunorevelação  
 
As amostras foram eletrotransferidas, após eletroforese em 

gel de poliacrilamida em presença de SDS e agente redutor (β-
mercaptoetanol), para uma membrana de PVDF (Immobilon-P, 
0,45µM), utilizando o sistema Mini Trans-Blot (BIO RAD). Foram 
aplicadas 10ng das frações antibotrópicas  e 5ng de PO41 e DM43. 
As corridas duravam em média 1hora, utilizando voltagem 
constante de 100V. A revelação foi feita com anticorpo policlonal 
anti-FAB produzido em coelhos, para isto a fração antibotrópica de 
Didelphis marsupialis foi submetida à SDS-PAGE 12,5% e as 
bandas referentes as proteínas foram cortadas e secas em Speed 
Vac por 24 horas. Após a secagem, as bandas foram maceradas, 
ressuspensas em água destilada e emulsionadas com adjuvante de 
Freund incompleto e finalmente, injetadas por via subcutânea no 
dorso do coelho. O animal foi sangrado por punção cardíaca por 3 
vezes, antes de ser injetado por reforço de antígeno. O sangue 
permaneceu por 30 minutos a 37°C por 30 minutos e centrifugado 
a 1160xg por 15 minutos (Neves-Ferreira et al., 1999). O reagente 
secundário utilizado foi IgG anti-IgG de coelho, conjugada com 
peroxidase (Sigma).  

 
 

II.15- Determinação da composição de aminoácidos 
 
  
As amostras (60µg) foram hidrolisadas sob vácuo e sob 

saturação de nitrogênio, usando HCl 5,7N por  24 e 48 horas a 



108°C, na estação Pico Tag (Waters). Utilizamos o analisador 
automático Biochrom 20 (Pharmacia). A composição em 
aminoácidos foi calculada utilizando o maior valor obtido para 
cada aminoácido, com exceção de treonina e serina, que foram 
estimadas extrapolando-se ao tempo zero (Spackman et al., 1958). 
Após a separação cromatográfica dos aminoácidos por coluna de 
troca iôntica, os aminoácidos foram derivatizados (derivatização 
pós-coluna) utilizando ninhidrina para reagir com os grupos 
amino primários. Todos os aminoácidos, com exceção da prolina, 
foram detectados espectofotometricamente a 570nm. A prolina foi 
detectada a 440nm. 

 
 

II.16- Seqüenciamento de aminoácidos  
 
As amostras foram desalinizadas utilizando cartucho Prosorb 

(Perkin Elmer), para isto, completamos seu volume total até 100µL 
com TFA 0,1%. A membrana de PVDF do cartucho foi umedecida 
com 10µL de metanol e a amostra foi aplicada e lavada com até 
750µL de TFA 0,1%. Aplicamos aproximadamente 200pmoles de 
cada proteína no cartucho, que foram seqüenciadas diretamente 
no PVDF. A determinação da seqüência N-terminal foi feita em 
seqüenciador de proteínas Shimadzu PPSQ-23A. Neste 
equipamento, as seqüências são realizadas segundo metodologia 
desenvolvida por Edman (1950). Foram realizados de 20-30 ciclos 
por amostra. Os PTH-aa  foram separados em HPLC em coluna de 
fase reversa  C18 com eluição isocrática. 

 
 

II.17- Determinação da massa molecular do inibidor de 
Philander opossum 

  
Utilizamos cromatografia de gel filtração em coluna Superdex 

200 (1,0 x 30 cm) para determinarmos a massa molecular das 
amostras em condições nativas. Os padrões utilizados para 
construírmos a curva de calibração foram BSA (67kDa); 
ovalbumina (43kDa) e quimotripsinogênio (25kDa). A di-BSA 
(134kDa), forma dimérica de BSA, presente neste padrão, também 
foi utilizada.  

  A massa molecular do inibidor de Philander opossum 
também foi determinada por espectrometria de massa por  
ionização a laser assistida por matriz - tempo de vôo (MALDI-TOF 
MS), em equipamento Perkin-Elmer Voyager DE-PRO. Este 



experimento foi realizado no laboratório do Dr. Jay Fox, na 
Virgínia, EUA. 
 
 
 
 
 
 
II.18- Isolamento das proteínas do veneno de Bothrops 
jararaca 
 

O veneno total (10mg) foi diluído em 250µL de tampão tris-
HCl 20mM + CaCl2 20mM + NaCl 150mM pH 7,5, e fracionado em 
cromatografia de filtração em gel em coluna Superdex 200 (1,0 x 
30cm), utilizando fluxo constante de 0,5mL/min, no sistema ÄKTA 
(Pharmacia). Foram coletadas frações de 0,5mL/tubo na presença 
de gelo no coletor de frações. As diferentes frações foram  reunidas 
em “pools”, de acordo com análise eletroforética em gel de 
poliacrilamida e precipitadas separadamente com sulfato de 
amônio, a 80% de saturação, a 4°C.  

Todos os perfis cromatográficos foram obtidos utilizando 
absorbância de 280nm. 
 
 
II.19- Purificação da jararagina 
 

O “pool”I isolado por filtração em gel (15mL), que continha as 
proteínas de maiores massas moleculares presentes no veneno, 
incluindo a jararagina (52kDa, EC 3.4.24.73) foi precipitado com 
sulfato de amônio com 80% de saturação, e  ressuspendido em 
1ml de tampão de equilíbrio tris-HCl 20mM + CaCl2 1mM + sulfato 
de amônio 1,2M pH 7,4 e logo, submetido à cromatografia de 
interação hidrofóbica em coluna de Phenyl Superose (coluna de 
0,5 x 5,0 cm), com fluxo de 0,5mL/min. Foram coletados 0,5mL 
por tubo. As amostras foram eluídas com gradiente linear 
contínuo decrescente de sulfato de amônio, com 20x o volume 
total da coluna. Após o gradiente realizamos eluição isocrática com 
tampão tris-HCl 20mM + CaCl2 1mM (5x o volume total da 
coluna). O material obtido foi analisado por eletroforese em gel de 
poliacrilamida 12,5%. As frações que possuíam proteína com 
mobilidade semelhante ao padrão de jararagina utilizado foram 
mais uma vez precipitadas (6mL) com sulfato de amônio a 80% de 
saturação e o precipitado foi ressuspenso em 1mL de tampão de 



equilíbrio (tris-HCl 20mM + CaCl2 1mM pH 6,8). O material foi 
submetido à diálise contra o mesmo tampão por 24 horas a 4°C  e 
aplicado  numa coluna Mono Q (coluna 0,5 x 5,0 cm) com fluxo de 
1mL/min. O gradiente utilizado foi linear crescente, com 25x o 
volume total da coluna, utilizando o tampão de equilíbrio e este 
mesmo contendo 350mM de NaCl. Além disto, após o gradiente 
fizemos eluição isocrática, com 5x o volume total da coluna, com 
tampão de equilíbrio acrescido de NaCl 1M. Foram coletados 
1mL/tubo. As amostras foram aliquotadas em tubos Eppendorf a 
–70°C. 

Toda a purificação foi feita em presença de gelo, tanto nas 
etapas cromatográficas (coletor de frações), quanto nas etapas de 
precipitação.  

A identidade da jararagina purificada foi confirmada por 
espectrometria de massa, após digestão tríptica. A análise do 
mapa peptídico do nosso material em comparação com os 
peptídeos teóricos de jararagina foi realizada utilizando o 
programa ‘MS FIT’, no laboratório do Dr. Jay Fox, na Virgínia, 
EUA. 
 
 
II.20- Purificação da proteína de baixo peso molecular do 
veneno (BP) 
 

O pool III (15mL) obtido por filtração em gel em Superdex 

200, que demonstrou a presença de proteínas de baixo peso 

molecular identificadas por SDS-PAGE, onde a botrolisina (23kDa, 

EC 3.4.24.50) está incluida, foi igualmente submetido à 

precipitação com sulfato de amônio a 80% de saturação a 4°C e o 

precipitado foi ressuspendido em 1mL de tampão tris-HCl  20mM 

+ CaCl2 1mM + sulfato de amônio 1,2M pH 7,4 e submetido à 

cromatografia de interação hidrofóbica em coluna de Phenyl 

Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm), com fluxo de 0,5mL/min. O 

gradiente linear decrescente, com 20x o volume total da coluna, foi 



efetuado utilizando-se mesmo tampão na ausência de sulfato de 

amônio. Após o gradiente fizemos eluição isocrática com tampão 

tris-HCl  20mM + CaCl2 1mM com 13x o volume total da coluna. 

Foram coletados 0,5mL/tubo. O material eluído foi analisado por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%. As alíquotas foram 

armazenadas a –70°C. Igualmente, toda  a purificação foi realizada 

em presença de gelo, tanto nas etapas cromatográficas (coletor de 

frações), quanto nas etapas de precipitação e alíquotagem das 

amostras. 

 
 
II.21- Fracionamento da proteína de baixo peso molecular 
 

O material obtido por Phenyl Superose (picos 3 e 4) foi 
cromatografado em Superdex 75 (coluna de 1,0 x 30cm) utilizando 
tampão tris-HCl 20mM+ CaCl2 20mM + NaCl 1M pH 8,5, com fluxo 
de 0,5mL/min. Foram coletados 0,5mL/tubo. As amostras foram 
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% na 
presença de SDS e agente redutor (β-mercaptoetanol). 
 
II.22- Determinação da massa molecular da proteína de 
baixo peso molecular 
 

Utilizamos cromatografia de gel filtração em coluna Bio Gel    
(coluna de 0,8x 22cm) para determinarmos a massa molecular da 
amostra em condições nativas. Os padrões utilizados para 
construírmos a curva de calibração foram quimotripsina (25 kDa), 
ribonuclease (13,7 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).  

 
 

II.23- Atividade fibrinogenolítica das enzimas isoladas e 
inibição 
  



A análise da atividade fibrinogenolítica foi realizada segundo 
metodologia descrita por Ouyang e Huang (1976), com algumas 
modificações. Para determinarmos a dose de enzimas a serem 
utilizadas no experimento de atividade fibrinogenolítica, avaliamos 
a extensão da hidrólise por 0,1-2µg de botrolisina e 0,01-0,5µg de 
jararagina, em dois diferentes tempos de incubação (5 e 10 
minutos). 

Utilizamos 0,5µg de ambas as enzimas para testarmos a 
inibição da atividade fibrinogenolítica. Primeiramente, incubamos 
misturas enzima/inibidor, a 37°C em tampão tris-HCl 20mM + 
CaCl2 20mM + NaCl 150mM pH7,5 e, após 10 minutos de 
incubação, acrescentamos 10µg de fibrinogênio (5mg/mL). 
Incubamos por mais 5 minutos a 37°C e paramos a reação com 
adição de tampão amostra 5x concentrado. As análises foram 
feitas por SDS-PAGE. Os inibidores foram utilizados em relação 
molar de 1mol de monômero, utilizando como massa molecular 
41kDa para PO41, para um mol de monômero utilizando 52kDa 
para a jararagina e 23kDa para botrolisina. Os controles foram 
feitos utilizando EDTA no lugar dos inibidores, somente o 
fibrinogênio  ou somente os inibidores. 

 
 
 

II.24- Atividade da jararagina em substrato sintético e 
inibição por PO41 

 
Utilizamos o substrato fluorogênico sintético 2Abz- Ala- Gly- 

Leu- Ala- 4Nba (Fox et al, 1986).  O primeiro grupamento  é o 
fluoróforo 2 aminobenzoil e o último era o supressor 4 
nitrobenzilamida, que era liberado quando havia hidrólise, 
permitindo o aumento na emissão de fluorescência. Os ensaios 
foram feitos com tampão tris-HCl 20mM + CaCl2 20mM + NaCl 
150mM pH 7,5, utilizando 100µM de substrato  e 0,05 µM de 
jararagina. Os experimentos foram realizados a 37°C, sob agitação 
magnética, em espectrofluorímetro (Photon Technology). Os 
comprimentos de onda de excitação e emissão utilizados foram 
340nm e 415nm, respectivamente. Nos ensaios de inibição, 
utilizamos relações molares diferentes entre a enzima e o inibidor 
(1:1; 1:0,5 e 1:0,25). Estes foram incubados por 5 minutos a 37°C, 
antes do início  dos ensaios. 

 
 

II.25- Atividade hemorrágica e anti-hemorrágica 



 
 A atividade hemorrágica da jararagina foi avaliada 

segundo Kondo et al., 1960. Os ratos foram anestesiados com éter 
e 15µg de jararagina (288,5pmoles), dose hemorrágica mínima 
previamente determinada, foram injetados por via intradérmica no 
dorso depilado dos animais (grupos de 6). A atividade anti-
hemorrágica de PO41 foi avaliada incubando-se, por 30 minutos 1 
dose hemorrágica mínima de jararagina a 37°C, com 577pmoles, 
ou 24µg do inibidor, relação estequiométrica de 1:2. Após 24 
horas, os ratos foram sacrificados com éter, e a pele do dorso foi 
retirada para avaliarmos a inibição da atividade hemorrágica.  
 
 
II.26- Formação de complexo entre PO41 e as enzimas 
isoladas do veneno 

 
Utilizamos 192 pmoles de jararagina (0,33mg/mL) e de PO41 

(0,32mg/mL) no ensaio de titulação da formação de complexo. As 
misturas de enzimas/inibidores foram incubadas por 5 minutos a 
37 °C e submetidas à cromatografia de filtração em gel Superdex 
200 (coluna de 1,0 x 30cm). As amostras eluídas (0,5mL/tubo) 
foram recolhidas e precipitadas com TCA 50% para posterior 
análise  da formação do complexo por SDS-PAGE 12,5% na 
presença e ausência de agente redutor (β-mercaptoetanol). 

As áreas referentes ao inibidor (PO41) e a enzima (jararagina) 
livres e ao complexo formado foram plotadas para construção de 
um gráfico, para visualização da estequiometria do complexo 
formado. 

O ensaio de formação de complexo com as proteínas de baixo 
peso molecular (BP1 e BP2) foi essencialmente qualitativo.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

III.1- Isolamento do inibidor de Philander opossum 

 

O fracionamento de 5 mL de soro de Philander opossum por 

DEAE-Sephacel resultou em 2 picos principais; o primeiro eluído 

com o tampão de  equilíbrio e o último, com aproximadamente 

0,25M de NaCl, como indicado na figura1A. Foram coletados 

2mL/tubo. As frações eluídas foram analisadas por SDS-PAGE e 

comparadas com a fração antibotrópica previamente isolada de 

Didelphis marsupialis. O pico eluído com gradiente salino  

apresentou uma fração com mobilidade semelhante à 

antibotrópica. Todos os tubos pertencentes a este pico (12mL) 

foram reunidos e precipitados para serem submetidos à 

cromatografia em Phenyl Superose (Fig.1B). Por esta cromatografia 

obtivemos 5 picos (I-V). O quinto pico (V) apresentou apenas 1 

banda por eletroforese de aproximadamente 45kDa (raia 4, Fig.2), 

migração pouco maior que a encontrada para DM43 (raia 5, Fig.2).  

 

 

 

 

 III.2- Determinação da massa molecular do inibidor de 
Philander opossum 
 



 Por MALDI-TOF obtivemos massa de 41.330 u.m.a. (Fig.3), 

razão pela qual denominamos esta fração de PO41. Entretanto, 

por filtração em gel, obtivemos 61,5kDa de massa molecular 

nativa para a fração isolada de Philander opossum (Fig.4).  
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Fig.1A- Cromatografia de troca iôntica em DEAE-Sephacel             
(coluna de 1,0 x 10,5 cm) - Foram aplicados 5mL de soro de 
Philander opossum. Eluição inicial com tampão acetato de sódio 
0,01M pH 3,7, seguido de gradiente linear até 0,5M de NaCl no 
mesmo tampão. Toda corrida foi realizada a 10mL/hora. Foram 
coletados 2mL por tubo. 
        B- Cromatografia de interação hidrofóbica em Phenyl-
Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm) – A fração antibotrópica (FAB) 
obtida por DEAE-Sephacel foi aplicada em 300µL de tampão de 
equilíbrio tris-HCl 20mM contendo 1mM de CaCl2 e 1,2M de 
sulfato de amônia pH 7,4, com fluxo de 30mL/hora. Foi realizado 
gradiente linear decrescente de sulfato de amônio. Foram 
coletados 0,5mL por tubo. 
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Fig.2- SDS-PAGE  (Laemmli-12,5%) das etapas de purificação 
de PO41 de Philander opossum. 1- Padrão de massa molecular; 
2- Soro total de P. opossum; 3- FAB de P. opossum (10µg);            
4- PO41 isolada de Phenyl Superose (6µg); 5- DM43 de 
D.marsupialis (6µg) e 6- FAB de D.marsupialis (10µg). Gel corado 
com azul brilhante de Coomassie. 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3- Massa molecular por MALDI-TOF da proteína isolada de 
Philander opossum. 
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Fig.4 – Curva de Calibração para o cálculo de massa molecular 
de PO41- Condições nativas por filtração em gel em Superdex 200 
(coluna 1,0 x 30cm). 1- Di-BSA (134kDa); 2- BSA (67kDa);               
3- ovoalbumina (43kDa) e 4- quimotripsina (25kDa). 
 
 

 

III. 3- Seqüenciamento N-terminal de PO41 

 

 Os 27 resíduos N-terminais identificados de PO41 

demonstraram grande identidade com DM40 e DM43. Com o 

alinhamento verificamos algumas heterogeneidades, o sexto 

resíduo prolina em DM40 e 43 é substituído por uma treonina em 

PO41; o nono resíduo de DM40 arginina substitui a prolina 

presente tanto em PO41, quanto em DM43; o décimo quarto 

resíduo treonina em ambas DMs é substituído por serina em 

PO41, todas as modificações apresentadas são não-conservativas, 

com exceção da substituição serina por treonina no décimo quarto 

resíduo, como mostra os resíduos realçados (azul) no alinhamento 

abaixo. Os resíduos 23 em DM43 e 25 em PO41 não foram 

identificados. 
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Fig.5-Comparação das seqüências N-terminais dos fatores anti-

hemorrágicos isolados  de Didelphis marsupialis (DM40 e 

DM43) e de Philander opossum (PO41)- O seqüenciamento foi 

realizado utilizando-se a química de Edman, no seqüenciador 

automático Shimadzu. 
 
 

 

 

III.4- Natureza glicoprotéica de PO41 

 

 Como podemos observar na figura 6, todas as amostras 

aplicadas no gel (FAB de Philander opossum ; PO41; DM43 e FAB 

de Didelphis marsupialis) foram reveladas pelo ácido periódico – 

Schiff, o que indica a natureza glicoprotéica das amostras. 

Somente o controle negativo (BSA, raia 6) não foi revelado. 
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Fig.6– SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das amostras de Philander 
opossum e Didelphis marsupialis- Revelação com ácido 

periódico - Schiff. 1- Padrão de massa molecular pré-corado com 

azul brilhante de Coomassie;   2- FAB de Philander opossum 

(10µg); 3-PO41(6µg); 4-DM43 (6µg); 5-FAB de Didelphis 

marsupialis (10µg) e  6- BSA (10µg).  

 

 

 

III.5- Imunotransferência de PO41 

 

 PO41 foi revelada por anticorpo policlonal anti-FAB de 

Didelphis marsupialis assim como DM43. Além disto, as frações 

antibotrópicas de ambas também foram reveladas, demonstrando 

inclusive, a presença de uma segunda proteína de maior 

mobilidade na fração antibotrópica isolada de Philander opossum 

(raia 5), antes não identificada por eletroforese. 
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 Fig.7- Imunotransferência de PO41. Amostras reveladas por 

anticorpo policlonal de coelho preparado contra a fração 

antibotrópica de Didelphis marsupialis. 1- Padrão de massa 

molecular pré-corado; 2- FAB de D.marsupialis (10ng); 3- DM43 

(5ng); 4- PO41(5ng) e 5- FAB de Philander opossum (10ng).  

 
 
 
 
 

 

III.6- Focalização Isoelétrica de PO41 

 
  Aplicamos, além dos padrões de pontos isoelétricos, uma 

amostra referência de amiloglicosidase isolada (pI 3,5). As duas 

proteínas (DM43 e PO41) localizaram-se na mesma região. 

Ambas mostraram-se difusas no gel, assim como os padrões 

com pI muito ácidos (Fig.8). De acordo com  os padrões 

utilizados e comparação com a amiloglicosidase, estimamos um 

pI inferior a 3,5 para PO41.  
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Fig.8- Focalização isoelétrica de PO41- Gel de poliacrilamida 

com anfólitos de 3-5. O gel foi corado com azul brilhante de 

Coomassie R-250. 1- Padrões de pI; 2- amiloglicosidase; 3- 

DM43 (3µg) e PO41(3µg). 

 

III.7- Composição de aminoácidos de PO41 

 

Tabela I: Composição de aminoácidos de PO41.  

O conteúdo de aminoácidos de PO41, DM43 e DM40 obtido 

revela grande similaridade entre as amostras. PO41 possui grande 

conteúdo (42,64%) de resíduos hidrofóbicos (alanina, valina, 

isoleucina, leucina, triptofano, prolina e fenilalanina) (Lehninger, 

1986). Além disto, foram determinadas 3 metioninas e 6 meias 

cistinas.  

 
 

Aminoácido PO41 DM40* DM43*



Ácido aspártico  22 26 24 
Treonina 20 21 20 

Serina 22 22 22 
Ácido glutâmico 30 28 28 

Glicina 18 22 20 
Alanina 22 14 17 
Valina 18 22 18 

Cisteína 6 6 6 
Metionina 3 3 4 
Isoleucina 11 11 11 
Leucina 26 27 25 
Tirosina 7 7 7 

Fenilalanina 14 14 13 
Lisina 13 12 13 

Histidina 2 2 3 
Arginina 13 15 12 
Prolina 25 28 25 

Triptofano nd 10 9 
    

Total  272 290 277 

∗ Neves-Ferreira et al., 2000. 
nd- não demonstrado 

Os valores assumidos são o maior valor obtido para cada aminoácido, com exceção de 

treonina e serina, que foram estimadas extrapolando-se ao tempo zero. 

 

 

 

 
III.8- Desglicosilação enzimática de PO41 
 

 Como podemos observar na figura 9, não obtivemos 
desglicosilação total das amostras, independentemente das 
condições utilizadas. Porém o protocolo desnaturante parece ter 
sido mais eficaz. Na figura B observamos menos heterogeneidades 
nas amostras tratadas com protocolo desnaturante (raias 4 e 7). 
Além disto, verificamos mais eficácia na desglicosilação de DM43 
(raia 4, A e B), quando comparada com PO41(raia 7, A e B). 
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Fig.9 A e B- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da desglicosilação enzimática de PO41. 1- 

Padrão de massa molecular;       2-DM43; 3-DM43 desglicosilada em condições nativas; 4- 

DM43 desglicosilada em condições desnaturantes; 5- PO41; 6- PO41 desglicosilada em 

condições nativas; 7- PO41 desglicosilada em condições desnaturantes e 8- Padrão de massa 

molecular.  No gel B foram utilizadas o dobro da concentração de enzima (PNGase) e  

aumento no tempo de incubação. Gel corado com azul brilhante de Coomassie. 

III.9- Isolamento da jararagina do veneno de Bothrops 
jararaca  
 
 De acordo com análise eletroforética do fracionamento do 

veneno total (10mg) por cromatografia de filtração em gel em 

Superdex 200, reunimos as frações em 3 diferentes “pools” (I-III), 

figuras 10 e 11. O pool I foi precipitado com sulfato de amônio 

(80% de saturação) e submetido à cromatografia de interação 

hidrofóbica em coluna de Phenyl Superose (Fig.12). Nesta etapa 

obtivemos 3 principais picos (1-3). O último deles, eluído no final 

do gradiente de sulfato de amônio, é onde se encontra a proteína 

com mobilidade semelhante à jararagina. Por análise em 

eletroforese observamos que na parte ascendente pico 3 (a-b) é 
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onde se encontra a proteína mais pura;  no ápice e na parte 

descendente do pico (c-e) as frações apresentam uma 

contaminação de aproximadamente 45kDa (Fig.13). Portanto, 

reunimos as frações a-b do pico 3 para serem precipitadas e 

aplicadas em cromatografia de troca iôntica Mono Q (Fig.14). O 

pico principal eluído com aproximadamente 0,35M de NaCl, o 

ápice do pico (b) apresentou fração homogênea com mobilidade 

semelhante à jararagina padrão utilizada, como mostra a 

eletroforese da figura 15. A parte descendente do pico (c-e) foi 

recromatografada nas mesmas condições. 

Foram necessárias 10 corridas cromatográficas, onde 

aplicávamos 10mg de veneno total em cada, para obtenção de 

1mg da proteína com a mesma mobilidade da jararagina. 

Confirmamos a identidade deste proteína isolada por 

espectrometria de massa após digestão tríptica. Dos 55% dos 

peptídeos gerados pela hidrólise, todos apresentaram identidade 

com os peptídeos teóricos da jararagina. 
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Fig.10-Cromatografia de filtração em gel do veneno de 
Bothrops jararaca- Foram aplicados 10mg de vBj em Superdex 



200 (coluna de 1,0 x 30 cm) utilizando como tampão de equilíbrio 
tris-HCl 20mM, contendo CaCl2 20mM e NaCl 150mM pH 7,5, com 
fluxo constante de 30mL/hora. Foram coletados 0,5mL/tubo. 
 

 

 

 

 

                                    

 

 

 

 

 

 

 
  
 
 
 
 
Fig.11-SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das frações de veneno 
obtidas por Superdex 200. 1- Padrão de massa molecular; 2- 
veneno total; 3-6- Pool I; 7- Pool II; 8-10– Pool III. Gel corado com 
azul brilhante de Coomassie.  
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Fig. 12-Cromatografia de interação hidrofóbica em Phenyl 
Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm) do Pool I obtido por 
Superdex 200. Utilizamos tampão tris-HCl 20mM contendo CaCl2 
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1mM e sulfato de amônio 1,2M pH 7,4. A eluição foi feita com 
gradiente linear decrescente de sulfato de amônio. Fluxo de 
30mL/hora. Foram coletados 0,5mL/hora. 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Fig.13-SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das frações obtidas por Phenyl Superose.1-Padrão de 

massa molecular; 2- veneno total;     3- Pool I de Superdex; 4- Pico 2; 5-9- Pico 3 (a-e). Gel 

corado com azul brilhante de Coomassie. 
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Fig.14-Cromatografia de troca iôntica em Mono Q (coluna de 
0,5 x 5,0 cm) do pico 3 (a-b) obtido por Phenyl Superose- 
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Utilizamos tampão de equilíbrio tris-HCl 20mM, contendo CaCl2 
1mM pH 6,8. Inicialmente, a eluição foi realizada com gradiente 
linear crescente de NaCl até 350mM e logo, isocraticamente com o 
tampão de equilíbrio contendo NaCl 1M, com fluxo de 60mL/hora. 
Coletamos 1mL/tubo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.15-SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das frações obtidas por 
Mono Q. 1- Padrão de massa molecular;  2- veneno total; 3- Pico 3 
de Phenyl Superose; 4-fração a; 5 fração b; 6- padrão de 
jararagina e  7-9- frações (c-e). Gel corado com azul brilhante de 
Coomassie. 
      
 
 
 

III.10- Purificação da proteína de baixo peso molecular do 
veneno de Bothrops jararaca (BP) 
 
 Em razão da presença de uma proteína de baixo peso 
molecular muito homogênea fracionada por cromatografia de 
filtração em gel em Superdex 200 (Pool III da figura 10), e 
analisada por SDS-PAGE (Fig.11), resolvemos purificá-la, 
utilizando apenas mais uma etapa cromatográfica (em gel de 
Phenyl Superose). Por esta coluna obtivemos 4 picos principais (1-
4). Por análise em eletroforese, verificamos que no pico 2 
obtínhamos uma fração de aproximadamente 50kDa, 
contaminando a fração de 23kDa (raia4). Nos picos 3 e 4 eluídos 
após o gradiente, obtivemos fração parcialmente homôgenea de 



aproximadamente 23kDa, com pequena contaminação de uma 
proteína de menor massa molecular (≅ 15kDa), como demonstrado 
na figura 17 (raias 5-10).  
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Fig. 16-Cromatografia de interação hidrofóbica em Phenyl 
Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm) do pool III de Superdex 200-  
Utilizamos inicialmente tampão tris-HCl 20mM contendo CaCl2 
1mM e sulfato de amônio 1,2M pH 7,4. Eluição feita com gradiente 
linear decrescente de sulfato de amônio. E logo, com eluição 
isocrática com tampão tris-HCl 20mM contendo CaCl2 1mM. Fluxo 
de 30mL/hora. Foram coletados 0,5mL/tubo.  
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Fig.17-SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das frações obtidas por Phenyl Superose da proteína 

de baixo peso molecular. 1- Padrão de massa molecular; 2- veneno total; 3- Pool III de 

Superdex; 4- Pico 2; 5-10- Picos 3 e 4 (a-f). Gel corado com azul brilhante de Coomassie. 

 

 
 
III.11- Determinação da massa molecular da proteína de 
baixo peso molecular (BP) 
 
 Obtivemos 22,5kDa de massa molecular nativa da proteína 
de baixo peso molecular, utilizando filtração em gel Bio Gel P30.  
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Fig.18 – Curva de calibração construída para determinação da 
massa molecular de BP- BioGel P30  (coluna de 0,8 x 22 cm). 1- 
quimotripsina (25kDa); 2- ribonuclease (13,7kDa) e 3- aprotinina 
(6,5kDa). 
III.12- Fracionamento da proteína de baixo peso molecular        

 

Os picos 3 e 4 obtidos por cromatografia em Phenyl Superose 
da proteína de baixo peso, foram reunidos em um único pool (BP 
mãe). Esta fração foi então, submetida à cromatografia de filtração 
em gel em Superdex 75 (Fig.19), onde obtivemos 2 picos não 
completamente resolvidos. Por eletroforese em gel de 
poliacrilamida 15% verificamos uma pequena diferença na 
migração das duas amostras, denominadas como BP1 e BP2 
(Fig.20).  
 



III.13- Seqüenciamento das proteínas de baixo peso 
molecular (BPmãe/BP1 e BP2) 
 
 BP1 e BP2 apresentaram seqüência idêntica a BP mãe nos 20 primeiros resíduos N-terminais. Por procura no banco de dados 
(Swiss-prot) utilizando o programa FASTA, obtivemos 96,43% de identidade de BP mãe, BP1 e BP2 com jararafibrase II e 96,55% com 
botrolisina nos 29 resíduos identificados. 

 

                            •5        •10      •15       •20       •25      •30 

BP mãe: TPEHQRYIELFLVVDHGMFMKYNGNSDKIRRRIHQ 

BP1:      TPEHQRYIELFLVVDHGMFM 

BP2:   TPEHQRYIELFLVVDHGMFM 

 

 

            •5        •10       •15      •20       •25       •30 

1-TPEHQRYIELFLVVDHGMFMKYNGNSDKIRRRIHQ    
   
2-LPEHQRYIELFIVVDHGMFMKYNGNSDKIRRRIHQMVNIMKXAY    
             
3-TPEHQRYIELFLVVDSGMFMKYNGNSDKI 
 
1-BP mãe/BP1 e BP2; 2- Jararafibrase II e 3- Botrolisina.  
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Fig.19- Cromatografia de filtração em gel em Superdex 75 
(coluna de 1,0 x 30 cm) do pico 3 e 4 (BPmãe) obtidos de 
Phenyl Superose da proteína de baixo peso molecular. O 



tampão de equilíbrio utilizado foi tris-HCl 20mM, contendo CaCl2 
20mM e NaCl 1M pH 8,5, com fluxo constante de 30mL/hora. 
Foram coletados 0,5mL/tubo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.20- SDS-PAGE (Laemmli-15%) do fracionamento da proteína de baixo peso 

molecular. 1- Padrão de massa molecular; 2- BPmãe; 3- BP1 e 4- BP2. Gel corado com azul 

brilhante de Coomassie. 

 
 
 
 
III.14- Atividade fibrinogenolítica 

A atividade fibrinogenolítica das enzimas foi visualizada em 

SDS-PAGE, onde verificamos intensa degradação após 5 e 10 

minutos de incubação de 0,5µg de ambas as enzimas com o 

fibrinogênio (raias 2 e 7, da Fig.21 e 22). Entretanto, obtivemos 

degradação diferencial para as enzimas utilizadas; a jararagina 

foi capaz de lisar completamente a cadeia Aα do fibrinogênio e 

parcialmente a Bβ (Fig.21), BPmãe clivou completamente as 

cadeias Aα e Bβ. Somente na concentração de 0,1µg desta 
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enzima (em 5 ou 10 minutos) verificamos apenas a degradação 

da cadeia Aα  do fibrinogênio (Fig.22). A cadeia γ não foi 

degradada por ambas as enzimas, em nenhuma das 

concentrações utilizadas.  

 

III.15- Inibição da atividade fibrinogenolítica 

 

 PO41(raia6, Fig.23 e 24), assim como os outros inibidores 

utilizados, foram capazes de impedir a fibrinogenólise do veneno, 

com exceção de DM64 (raia 9, Fig.23 e 24), proteína isolada do 

soro de Didelphis marsupialis com atividade antimiotóxica.  

 

III.16- Atividade hemorrágica e anti-hemorrágica 
 
 A atividade hemorrágica da jararagina isolada foi verificada 
quando utilizamos 15µg desta enzima (288,5pmoles), que foi capaz 
de produzir lesão de 10mm. Para avaliarmos a inibição da 
jararagina por PO41(570pmoles em 24µg), utilizamos relação 
molar de 1:2 (mol de enzima: mol do inibidor). PO41 foi capaz de 
inibir em 100% a hemorragia produzida pela jararagina. 
 
Tabela II - Inibição da atividade hemorrágica 
 

Amostras Lesão hemorrágica 
Salina (controle) 

 
- 

PO41 (570pmoles) 
 

- 

jararagina (288pmoles) 
 

+ 



PO41(570pmoles)+ 
jararagina (288pmoles) 

 

- 

 
 
        
          
         Aα 
         Bβ     
          γ 
 

 

 

 

 

 

Fig. 21- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da jararagina incubada em diferentes 

concentrações e tempos de hidrólises com o fibrinogênio. 1- fibrinogênio; 2- 0,5µg por 5’ ; 

3- 0,1µg por 5’;       4- 0,05µg por 5’; 5- 0,01µg por 5’;  6- jararagina; 7-0,5µg por 10’; 8- 0,1µg 

por 10’; 9- 0,05µg por 10’ e 10- 0,01µg por 10’. Gel corado com azul brilhante de Coomassie. 

 

 
         Aα 
         Bβ     
          γ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.22- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da proteína de baixo peso 
molecular (BPmãe) incubada em diferentes concentrações e 
tempos de hidrólises com o fibrinogênio. 1- fibrinogênio; 2- 2µg 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1000 



por 5’ ; 3- 1µg por 5’; 4- 0,5µg por 5’; 5- 0,1µg por 5’;               
6- BPmãe;  7- 2µg por 10’; 8- 1µg por 10’;  9- 0,5µg por 10’ e 10- 
0,1µg por 10’. Gel corado com azul brilhante de Coomassie. 
 
 
 

                               

 

                                      

                                            

                             

                                                                                      

  Fig. 23- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da inibição da hidrólise do 
fibrinogênio da jararagina pelos inibidores. 1- Padrão de massa 
molecular; 2- fibrinogênio bovino; 3- jararagina; 4- fibrinogênio + 
jararagina; 5- fibrinogênio + jararagina + EDTA; 6 - fibrinogênio + 
jararagina + PO41; 7 - fibrinogênio + jararagina + DM43; 8- 
fibrinogênio + jararagina + DM40 e   9- fibrinogênio + jararagina + 
DM64 . Gel corado com azul brilhante de Coomassie. 
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Fig.24- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da inibição da hidrólise do 
fibrinogênio de BPmãe pelos inibidores.  1- Padrão de massa 
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molecular;2- fibrinogênio bovino; 3- BPmãe; 4- fibrinogênio + 
BPmãe; 5- fibrinogênio + BPmãe + EDTA;   6 - fibrinogênio + 
BPmãe + PO41; 7 - fibrinogênio + BPmãe + DM43;   8- fibrinogênio 
+ BPmãe + DM40 e 9- fibrinogênio + BPmãe + DM64. Gel corado 
com azul brilhante de Coomassie. 
   

 
III.17- Inibição da atividade enzimática da jararagina 

por PO41 e DM43  
 

 
Tabela III- Inibição da atividade enzimática da jararagina sobre 
o substrato sintético 2-Abz-Ala–Gly–Leu–Ala–4-Nba (Fox et al, 
1986).  

Como podemos observar na tabela, PO41 foi capaz de inibir 
completamente a atividade proteolítica da jararagina em substrato 
fluorogênico sintético, tanto nas relações molares de 1:1, quanto 
de 1:0,5. Alguma inibição (60%) também foi obtida utilizando a 
relação de 1:0,25. 

 
 
 
 
 
 

 
Porcentagem de Inibição 

 
 

Inibidores 
 

(1:1)* (1:0,5)* (1:0,25)* 

PO41 100 100 60 
DM43 100 84 ND 

 
 
ND- não determinado 
*Relação molar jararagina/inibidor 

 
 

 

 Ensaios realizados em tampão tris-HCl 20mM contendo 
CaCl2 20mM e NaCl 150mM pH 7,5, a 37°C, sob agitação 
magnética. Utilizamos o comprimento de onda 340nm de excitação 
e 415nm de emissão. As concentrações de substrato (100µM) e de 



jararagina (0,05µM) foram constantes. Os inibidores foram pré-
incubados com a enzima por 5 minutos a 37°C nas concentrações 
indicadas acima. 
 
 
 
 
III.18- Formação de complexo entre PO41 e as enzimas 
isoladas do veneno (jararagina e BPs) 

 

Quando incubamos jararagina e PO41 com concentrações 

eqüimolares, observamos por cromatografia de filtração em gel em 

Superdex 200, o aparecimento de um novo pico protéico, e total 

desaparecimento tanto de enzima, quanto de inibidor livres, 

sugerindo a formação de complexo (Fig.25). Por SDS-PAGE 

visualizamos a presença de bandas referentes a enzima e ao 

inibidor na fração eluída referente ao novo pico formado (raia 4, da 

Fig.26). A massa molecular estimada para este novo pico foi de 

96,6kDa, compatível com a estequiometria de 1:1, confirmada 

posteriormente pelo experimento de titulação evidenciado no 

gráfico de áreas (Fig.27). Eletroforeses realizadas na ausência de 

agente redutor (β-mercaptoetanol) demonstraram perfis idênticos, 

indicando que os complexos formados são não-covalentes, e que o 

inibidor não foi aparentemente degradado pela a enzima (dados 

não mostrados).PO41 também foi capaz de formar complexo com 

as BPs (BP1 e BP2), como podemos visualizar na figura 28 A e B. 

Em ambos os casos, ainda que não haja o aparecimento de um 

novo pico referente ao complexo formado entre as enzimas e o 

inibidor, por SDS-PAGE visualizamos a presença de 2 bandas, nas 

raias referentes ao pico formado pelas enzimas e PO41 (raias 4 e 7, 

da Fig.29). Além disto, no cromatograma visualizamos o total 

desaperecimento do pico referente as enzimas, sugerindo mais 



uma vez que estão complexando-se ao inibidor.Os perfis de 

formação de complexo mostram cromatografias independentes de 

todas as amostras, sobrepostas nas figuras 25 e 28 A e B. 
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Fig.25- Formação de complexo entre PO41 e a jararagina. As 
amostras em relações equimolares foram incubadas por 30 minutos 
a 37°C e submetidas à cromatografia de gel filtração em Superdex 
200 (coluna de 1,0 x 30 cm).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.26- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da formação de complexo 
entre jararagina e PO41. 1- Padrão de massa molecular;                
2- jararagina; 3- PO41 e  4- jararagina + PO41. Gel corado com azul 
brilhante de Coomassie. 
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Fig.27- Formação de complexo entre o inibidor isolado de 
Philander opossum (PO41) e jararagina- Utilizamos 
concentrações fixas de jararagina, variando o inibidor, nas 
seguintes relações molares (1:0,5; 1:1 e 1:2).  
  
 

Na primeira relação utilizada (1:0,5) observamos sobra de 
enzima e aumento da área referente ao complexo formado; na 
relação de 1:1 não há sobra nem de enzima, nem de PO41, 
sugerindo a que esta seja a estequiometria do complexo formado; 
na relação de 1:2 verificamos estabilização da área do complexo, 
sugerindo saturação e além disto, verificamos sobra de PO41. 
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Fig. 28 A e B - Formação de complexo entre PO41, BP1 e BP2. 
As amostras foram incubadas por 30 minutos a 37°C e submetidas 
à cromatografia de filtração em gel em Superdex 200 (coluna de 1,0 
x 30 cm).  
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Fig.29- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da formação de complexo 
entre as BPs e PO41. 1-Padrão de massa molecular; 2- BP1;           
3- PO41; 4- BP1+PO41; 5- BP2; 6- PO41 e 7- BP2+PO41. Gel 
corado com azul brilhante de Coomassie. 
 
 

 
Controle da inibição da atividade fibrinogenolítica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.28- Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% com SDS na 
presença de agente redutor. 1- Padrão de massa molecular;            
2- fibrinogênio; 3- fibrinogênio + PO41; 4- PO41; 5- fibrinogênio + 
DM43; 6- DM43; 7- fibrinogênio + DM40; 8-DM40;               
9- fibrinogênio+ DM64 e 10- DM64. Gel corado com azul brilhante 
de Coomassie. 
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       Após o isolamento da proteína presente no soro de 
Philander opossum verificamos que: 
 
PO41: 
  
  - É uma glicoproteína ácida (pI < 3,5); 
  - Em condições nativas  possui 61,5 kDa por filtração em gel 
e 41,330 u.m.a por MALDI-TOF;  

  - Possui alto conteúdo de resíduos hidrofóbicos; 6 meias 
cistinas e 3 metioninas; 
  - Possui identidade estrutural com DM40 e 43 nos 27 
primeiros resíduos N-terminais; 

  - Mostrou-se imunoreativo ao fator isolado do soro de 
Didelphis marsupialis; 

 
 
ISOLAMENTO DE HEMORRAGINAS DO VENENO: 
 
  - A nova metodologia desenvolvida mostrou-se mais eficaz e 
rápida para isolarmos duas hemorraginas (jararagina e 
botrolisina) do veneno de Bothrops jararaca. 

 
 
ESTUDOS DE INTERAÇÃO DAS HEMORRAGINAS COM 
PO41: 
  

- PO41 foi capaz de neutralizar as atividades hemorrágica e 
proteolítica (substrato sintético fluorogênico e atividade 
fibrinogenolítica) das hemorraginas; 

 
- PO41 formou complexos não-covalentes com jararagina 

(PIII) e botrolisina (PI) 
 

 Mediante a estas conclusões podemos inferir a grande 
possibilidade do uso deste inibidor de metaloproteases 
hemorrágicas, de diferentes classes, como agente terapêutico 
aos envenenamentos ofídicos, assim como, no estudo da 



inibição de outras metaloproteases capazes de produzir 
diferentes quadros fisiopatológicos. 

 
 
 
 

 

A resistência de diferentes espécies animais a venenos de 

serpentes já foi amplamente reportada por diversos autores (para 

revisão Domont et al., 1991; Thwin e Gopalakrishnakone, 1998; 

Fox e Bjarnason, 1998 a). A resistência do gambá Didelphis 

marsupialis aos venenos da família Viperidae foi descrita por 

Moussatché e colaboradores (1979; 1981), e parece ser uma 

propriedade natural destes animais, já que fatores inibitórios estão 

presentes tanto no soro de animais selvagens, quanto no soro de 

animais nascidos em cativeiro. Portanto, não há necessidade de 

contato prévio dos gambás com as serpentes para que adquiram 

resistência (Perales et al., 1986). Em 1994, Perales e colaboradores 

demonstraram homologia estrutural entre o fator antibotrópico 

isolado do soro do gambá Didelphis marsupialis e os isolados das 

cuícas Philander opossum e Lutreolina crasicaudata. Estudos 

posteriores de caracterização físico-química, estrutural e 

mecanística foram feitos exclusivamente com o fator antibotrópico 

do gambá.  

Esta fração antibotrópica isolada do soro de Didelphis 

marsupialis é capaz de inibir os efeitos hemorrágico, letal, 

edematogênico e hiperalgésico do veneno de Bothrops jararaca. È 

composta por 2 glicoproteínas ácidas denominadas DM40 e DM43, 

que (Neves-Ferreira et al., 2000). 

Neste trabalho, isolamos o fator antibotrópico do soro de 

Philander opossum e caracterizamos uma proteína, denominada de 



PO41, que demonstrou  grande similaridade com inibidores de 

metaloproteases, incluindo DM43. Os estudos de interação com 

metaloproteases hemorrágicas foram realizados utilizando duas 

enzimas isoladas do veneno de Bothrops jararaca, por uma nova 

metodologia também desenvolvida neste  trabalho.  

Para isolarmos o fator anti-hemorrágico do soro de Philander 

opossum (PO), utilizamos a metodologia descrita por Perales e 

colaboradores, em 1989, para o isolamento das proteínas do soro 

de Didelphis marsupialis, com algumas modificações. O primeiro 

passo cromatográfico de purificação (DEAE-Sephacel) foi mantido. 

A fração antibotrópica isolada foi submetida à cromatografia de 

interação hidrofóbica em coluna Phenyl Superose. Este gel pré-

empacotado permitiu uma melhor resolução e rapidez na obtenção  

da fração homogênea de PO. A proteína anti-hemorrágica, PO, 

demonstrou possuir massa molecular de 41.330 u.m.a. por 

MALDI-TOF, ligeiramente menor que DM43, dando origem ao 

nome PO41. Entretanto, por filtração em gel em coluna Superdex 

200, obtivemos massa molecular de 61,5 kDa para PO41. Este fato 

poderia ser explicado de acordo com as seguintes hipóteses:         

a) PO41 poderia apresenta-se em forma dimérica e estar muito 

compactada, demonstrando massa molecular menor do que a 

esperada para um dímero considerando a massa determinada por 

MALDI-TOF; b) poderia ser uma molécula dimérica e estar sendo 

adsorvida à matriz, subestimando sua massa molecular; ou ainda, 

c) PO41 apresentar-se-ia na forma monomérica, em uma 

conformação não-globular. De acordo com Preneta, 1995, 

proteínas que possuem formas não-globulares podem apresentar 

comportamento anômalo por cromatografia de filtração em gel. 



Este fato portanto, poderia conferir uma menor retenção ao gel, 

superestimando a massa obtida por filtração em gel (61,5kDa). 

 Segundo Domont e colaboradores (1991), as proteínas anti-

hemorrágicas possuem algumas características comuns, dentre 

elas a natureza glicoprotéica. De fato, verificamos que PO41 foi 

revelada por ácido periódico/reagente de Schiff. Para 

determinarmos o seu teor de glicosilação, utilizamos o método de 

desglicosilação enzimática. Neste método, são utilizadas 3 

diferentes enzimas que potencialmente clivam todos os 

oligossacarídeos N ligados e a maioria das O-glicosilações das 

glicoproteínas e glicopeptídeos. A enzima PNGase remove todas as 

ligações glicosídicas em Asn, enquanto que a combinação de 

NaNaseII e O-glicosidase PS remove a maioria das ligações 

glicosídicas em Ser/Thr.   

Infelizmente, a desglicosilação total de PO41 não foi atingida. 

De acordo com Tarentino e Plummer, 1982, a conformação 

protéica parece ser o principal fator que pode afetar a retirada dos 

carboidratos, já que proteínas no estado nativo podem manter 

seus oligossacarídeos completamente resistentes à ação de 

enzimas, restringindo o acesso ao sítio de hidrólise. A 

desnaturação, nestes casos, poderia tornar estas glicoproteínas 

susceptíveis à remoção dos carboidratos. Baseando-nos nisso, 

optamos pelo uso de um protocolo de desglicosilação em condições 

desnaturantes. Entretanto, este também não foi capaz de 

desglicosilar totalmente as proteínas, nem mesmo quando 

aumentamos o tempo de incubação e a concentração de enzima 

utilizada. Porém, observamos que com o uso deste protocolo 

desnaturante os produtos de hidrólise mostraram-se menos 

heterogêneos. Independentemente do protocolo desnaturante 



utilizado observamos que a desglicosilação foi menos eficaz em 

PO41, quando comparado com DM43. Podemos tentar explicar a 

desglicosilação incompleta de PO41, considerendo que haja 

populações de moléculas com diferentes graus de desnaturação, já 

que o grau de hidrólise enzimática é  dependente do tamanho e da 

conformação das glicoproteínas (Kobata e Endo, 1993). 

Provavelmente isto ocorreu pois os agentes desnaturantes 

utilizados não foram suficientemente drásticos para permitir 

acesso das enzimas a todos os sítios de hidrólise.  

A análise de aminoácidos de PO41 revelou uma composição 

muito semelhante à obtida para DM40 e DM43 (Neves-Ferreira et 

al., 2000), mantendo um padrão quanto ao conteúdo de 

aminoácidos hidrofóbicos (42,5%), número de pontes de enxofre    

(6 meias cistinas), número de metioninas (3) e número total de 

resíduos (272). O conteúdo de ácidos aspártico e glutâmico, ainda 

que não possam ser determinados com exatidão pela provável 

presença de glutamina e asparagina,  parece ser muito elevado, o 

que está de acordo com o baixo ponto isoelétrico encontrado para 

PO41. 

A determinação do ponto isoelétrico de PO41 pelo ensaio de 

focalização isoelétrica foi prejudicada, pois nem as amostras e nem 

os padrões ácidos utilizados não focalizaram, o que pode indicar 

uma limitação do próprio método. Porém, podemos estimar seu pI 

abaixo de 3,5, de acordo com o padrão de amiloglicosidase 

utilizado (pI 3,5). Esta natureza extremamente ácida da proteína 

pode ser função tanto do alto conteúdo de ácidos aminados ácidos 

identificados na sua composição, como de um provável conteúdo 

de ácido siálico, oligossacarídeo ácido presente na maioria das 

glicoproteínas (Manzi e Varki, 1993). 



O seqüenciamento N-terminal dos 27 primeiros resíduos de 

PO41 revelou uma grande identidade com DM40 e DM43. 

Heterogeneidades foram observadas punctualmente nos resíduos 

6, 9 e 14. Estas modificações são não-conservativas, com exceção 

da alteração serina/treonina do décimo quarto resíduo (ambos são 

aminoácidos polares não-carregados).  

Além das similaridades químicas e físico-químicas, PO41 

assemelha-se com DM40 e DM43 também antigenicamente, já que 

foi revelada por anticorpo policlonal preparado contra a fração 

antibotrópica isolada do soro de Didelphis marsupialis. Por este 

método também identificamos a presença de uma segunda 

proteína na fração antibotrópica de Philander opossum, que 

possuia uma maior mobilidade eletroforética que PO41, mas não 

havia sido identificada por SDS-PAGE nem por coloração com azul 

brilhante de Coomassie, nem por reagente de Schiff. 

Para o estudo da interação dos inibidores com 

metaloproteases de veneno de serpentes, foi desenvolvida uma 

nova metodologia de purificação de duas hemorraginas do veneno 

de Bothrops jararaca. Utilizamos, primeiramente, cromatografia de 

filtração em gel Superdex 200, por onde fracinamos o veneno total. 

De acordo com a  natureza do método utilizado, conseguimos 

agrupar os componentes do veneno em dois grupos em função das 

suas massas moleculares. O primeiro deles continha a jararagina, 

metaloprotease hemorrágica da classe PIII, onde estão incluídas as 

toxinas mais potentes dos venenos de serpentes. Este material foi  

submetido ao fracionamento segundo técnica descrita por Paine e 

colaboradores, em 1992. Por esta metodologia utiliza-se 

cromatografia de interação hidrofóbica em Phenyl-Superose e o 

material obtido é cromatografado em  troca iôntica em Mono Q.  



Nenhum dos tampões utilizados nas etapas de purificação 

continham cloreto de cálcio.  

É importante ressaltar que tanto o uso de cloreto de cálcio 

nos tampões, quanto a purificação a 4°C e a rapidez dos métodos, 

são princípios fundamentais para que as enzimas não se 

autolisem. O papel biológico destes íons metálicos ainda não está 

totalmente elucidado, contudo sabe-se que alguns deles como o 

Ca+2, Mg+2 e Mn+2 são importantes para estabilidade de certas 

proteínas do veneno, enquanto outros, em particular, Zn+2, Cu+2, 

Fe+2 e Co+2 poderiam atuar no mecanismo catalítico de certos 

componentes enzimáticos do veneno (Bjarnason e Fox, 1994).  A 

remoção do Ca2+ pode levar a mudanças conformacionais com 

concomitante perda das atividades proteolíticas e hemorrágicas. 

Estas mudanças podem muitas vezes ser irreversíveis (Iwanaga e 

Suzuki, 1979).  

A identidade da jararagina purificada foi confirmada por 

digestão tríptica seguida de análise do mapa peptídico por 

espectrometria de massas (MALDI-TOF). Dos 55% dos peptídeos 

obtidos pela hidrólise, todos demonstraram identidade com os 

peptídeos teóricos de jararagina (Paine et al., 1992). 

Um segundo grupo protéico obtido por Superdex 200, que continha proteín

cromatográficos, obtivemos uma amostra homogênea de 

aproximadamente 23kDa, por SDS-PAGE. Denominamos esta 

amostra de BP (baixo peso). Para determinarmos sua massa 

molecular nativa, submetemos à amostra a cromatografia de 

filtração em gel. O volume de eluição obtido mostrou-se anômalo, 

indicando que a proteína possuia massa molecular inferior a 

13,7kDa, dado incompatível com a análise eletroforética. 

Modificando a matriz do gel de dextran e agarose (Superdex 200) 



para poliacrilamida (Bio Gel P30), conseguimos estimar uma  

massa molecular de 22,5kDa para a proteína, sugerindo que havia 

adsorção à matriz do gel. 

Maruyama e colaboradores em 1992, também descreveram 

uma metodologia para isolamento de duas metaloproteases 

hemorrágicas do veneno de Bothrops jararaca (jararafibrase I, 

proteína de alto peso molecular e jararafibrase II, proteína de 

baixo peso molecular), porém o método descrito utilizava 

cromatografias de outras naturezas para obtenção do material 

homogêneo e um passo cromatográfico a mais para obtenção da 

jararafibrase II.  

Quando submetemos BP à cromatografia de filtração em gel  em coluna Su

verificamos uma pequena diferença nas suas mobilidades 

eletroforéticas. As amostras, denominadas BP1 e BP2, foram 

seqüenciadas  e os 20 resíduos N-terminais de ambas revelaram 

seqüências idênticas entre si e com a BP “mãe”.  

Estes resultados sugerem que pode haver alguma 

modificação na seqüência de aminoácidos das enzimas BP1 e BP2, 

que possa explicar as diferenças nos tempos de eluição em gel, 

assim como na migração eletroforética. A exemplo disto, podemos 

citar as toxinas hemorrágicas (HT-c e HT-d) isoladas de Crotalus 

atrox que diferenciam-se por apenas uma substituição no resíduo 

da posição 181 (Asp por Ala), e por isto, foram simplesmente 

denominadas como Atrolisina C (Bjarnason e Fox, 1987). Outra 

hipótese seria haver diferenças de teores de glicosilação entre elas, 

o que poderia causar modificação na eluição das enzimas por 

filtração em gel e também na migração eletroforética.  

Utilizando o programa FASTA para procura de seqüências 

homólogas, no banco de dados Swiss-Prot, obtivemos 96,43% de 



identidade entre as seqüências N-terminais da BPmãe, BP1 e BP2 

com a jararafibrase II (Maruyama et al., 1992) e 96,55% com a 

botrolisina (Tanizaki et al., 1989), nos 29 resíduos investigados. 

As enzimas isoladas neste trabalho possuem propriedades 

semelhantes às já reportadas para algumas enzimas do veneno de 

Bothrops jararaca, mas por falta de informações estruturais ficou 

difícil identificá-las. Além disto, algumas delas possuíam 3 ou 

mais denominações; a saber: metaloproteases de alto peso 

molecular: HF2 (Mandelbaum et al., 1976); botropasina 

(Mandelbaum et al., 1982); jararagina (Paine et al., 1992); 

jararafibrase I (Maruyama et al., 1992); metaloproteases de baixo 

peso molecular: jararafibrases II-IV (Maruyama et al., 1992 e 

1993); J protease (Tanizaki et al., 1989), atualmente denominada 

de botrolisina (Tanizaki, 1998), de acordo com a IUBMB 

(“International Union of Biochemistry and Molecular Biology”).  

Decidimos portanto, utilizar para enzima de alto peso molecular a denominaç

seqüência N-terminal e com suas propriedades físico-químicas 

compatíveis com as demonstradas para esta enzima. 

É importante relatar que, ao longo deste trabalho, utilizamos 

um único “pool” de veneno de Bothrops jararaca para isolar as 

enzimas. Porém, para testarmos as atividades das BPs (BP1 e 

BP2), precisou-se fazer uma nova partida de material. Este novo 

“pool” de veneno (doado pelo Instituto de Biologia do Exército),  

submetido às mesmas técnicas para o fracionamento de BP, não 

demonstrou a presença das 2 proteínas obtidas por filtração em 

gel em Superdex 75. Esta variabilidade nos venenos de serpentes 

já foi reportada por Chippaux e colaboradores, em 1991, que 

demonstraram que estes podem sofrer variações qualitativas a 

nível de famílias, gêneros, inter ou intra-espécies, até mesmo 



conforme distribuição geográfica, sazonalidade, dieta, hábitos, 

idade e sexo do ofídio. 

Para determinar a atividade proteolítica das enzimas isoladas 

utilizamos o fibrinogênio como substrato. As características do 

fibrinogênio clivado pela jararagina já haviam sido demonstradas 

por Kamiguti e colaboradores (1994b); A molécula do fibrinogênio 

(330kDa) é um dímero composto por 3 pares de cadeias Aα, Bβ e γ. 

Sua degradação por metaloproteases de venenos gera produtos de 

clivagem muito similares. A clivagem da cadeia Aα gera fragmentos 

de 43 e 24 kDa. Neste trabalho foi demonstrada uma intensa 

degradação da cadeia Aα pela jararagina, contudo sem afetar as 

cadeias Bβ e γ, indicando tratar-se de uma α-fibrogenase. 

Maruyama e colaboradores (1992), reportam a degradação total da 

cadeia Aα do fibrinogênio mais rapidamente, seguida da 

degradação total da cadeia Bβ pelas jararafibrases I e II. Nossos 

resultados corroboram parcialmente, os reportados por 

Maruyama, já que observamos a degradação total de Aα e parcial 

de Bβ quando utilizamos a jararagina e a degredação completa de 

ambas as cadeias, quando utilizamos a botrolisina. 

Todos os inibidores utilizados (PO41, DM 40 e 43) na relação 

estequiométrica de 1:1 (mol enzima/mol inibidor), foram capazes 

de inibir a atividade fibrinogenolítica de ambas as enzimas, que 

foram utilizadas em concentrações e tempos iguais (0,5µg de cada 

enzima por 5 minutos de incubação). Com exceção de DM64 que 

não inibiu, nem mesmo quando utilizamos relação molar 

enzima/inibidor de 1:2, confirmando não tratar-se de um inibidor 

de metaloprotease do veneno de serpente. 

A atividade enzimática da jararagina sobre substrato sintético 

foi totalmente inibida por PO41, quando utilizamos relações 



molares de 1:1 e 1:0,5 (mol enzima/mol de inibidor). Alguma 

inibição (60%) também foi verificada quando utilizamos 1:0,25.  

A atividade hemorrágica da jararagina foi determinada 

utilizando 15µg de proteína, que foi capaz de induzir lesão 

hemorrágica de aproximadamente 10mm de diâmetro médio, que é 

definida como a lesão mínima para indicar a dose hemorrágica a 

ser utilizada (Theakston e Reid, 1983). PO41 inibiu completamente 

esta atividade da jararagina isolada. 

Após demonstrarmos as atividades das enzimas isoladas, e testarmos suas 

realizados  juntamente com SDS-PAGE, onde verificamos a 

formação de complexos não-covalente entre PO41 e ambas 

enzimas. A formação do complexo foi evidenciada pela formação de 

um novo pico, deslocado a frente dos controles e com maior área. 

Além disto, os picos dos controles desapareceram completamente 

na relação molar de 1:1. O gráfico de áreas construído revela 

ainda, que na relação de 1:0,5 (mol de enzima: mol de inibidor) há 

sobra de enzima, e que na relação 1:2 (mol de enzima: mol de 

inibidor) há sobra de inibidor. A relação de 1mol de monômero de 

inibidor por 1mol de enzima parece ser a estequiometria entre 

PO41 e a jararagina, confirmada pela massa molecular obtida para 

o complexo formado (96,6 kDa).  

A formação de complexo entre BP1 e BP2 com PO41 foi evidenciada por SD

novo pico, e sim, o discreto aumento da área do pico referente ao 

inibidor, sugerimos a formação de complexo que é corroborada 

pelo total desaparecimento do pico referente a enzima, que estaria 

então, complexando-se com PO41. Infelizmente não pudemos 

estimar as massas moleculares das amostras deste experimento 

pelo comportamento anômalo destas proteínas em cromatografia 

de filtração, Superdex 200, como relatado.  



É importante ressaltar que esta é a primeira vez que é descrita a formação d

sugere a importância do domínio metaloprotease, presente em 

ambas enzimas para esta interação. Dados experimentais obtidos 

por Neves-Ferreira (2000) mostram a não formação de complexo 

por filtração em gel, entre DM43 e jararagina C (Usami et al., 

1994). Esta proteína é derivada do processamento da região C-

terminal da jararagina, que possui apenas os domínios tipo-

desintegrina e rico em cisteína. 
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