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RESUMO 

 

As serinoproteases e metaloproteases são as principais enzimas do 

veneno de Bothrops jararaca, elas agem sobre as proteínas dos tecidos das 

vítimas ou presas, e como resultado de suas ações diretas, essas proteases 

podem gerar peptídeos com ações específicas em células ou ainda afetar 

mecanismos fisiológicos. As fontes mais comuns de peptídeos bioativos são as 

proteínas precursoras naturais. No entanto, estudos recentes têm mostrado 

que existem outras fontes de peptídeos bioativos, as cripteínas, que fazem 

parte de uma nova classe de proteínas que não são consideradas precursoras, 

mas sob certas condições, originam peptídeos bioativos, assim eles são 

denominados criptídeos. Os criptídeos podem provocar efeitos relevantes na 

questão do envenenamento, causando efeitos secundários ou indiretos. Neste 

trabalho, esses criptídeos gerados pela ação das serinoproteases do veneno e 

pela ação da tripsina sobre substratos endógenos, foram isolados, e em 

seguida foram caracterizados bioquimicamente e biologicamente de acordo 

com suas ações em células. As serinoproteases do veneno de B. jararaca 

foram separadas do veneno total utilizando CLAE com uma coluna de exclusão 

molecular, estas serinoproteases foram então incubadas com o substrato 

mioglobina. Como também foi utilizado a tripsina, foram escolhidos os 

seguintes substratos, mioglobina, hemoglobina, immunoglobulina G e 

colágeno, que foram incubados com a tripsina.Os criptídeos gerados foram 

separados por fracionamento por CLAE e as frações foram testadas em 

culturas de células para observar efeitos citotóxicos ou proliferativos. As 

frações ativas foram repurificadas para obter criptídeos puros. Com a atividade 

desses criptídeos confirmada, estes foram sequenciados e sintetizados. A ação 

da tripsina sobre a mioglobina gerou criptídeos (ALELFR, TGHPETLEK, 

GLSDGEWQQVLNVWGK) que apresentaram atividade proliferativa em células 

do tipo fibroblastos e endoteliais. Utilizando um programa de bioinformática, 

Cn3D, observou-se que os criptídeos gerados pela hidrólise da mioglobina com 

a tripsina, estão localizados na parte externa da proteína íntegra. Também 

foram encontradas frações bioativas depois da incubação dos outros 

substratos, mencionados acima, utilizando a tripsina, mas não foi possível 



sequenciá-los. A incubação da mioglobina com as serinoproteases isoladas do 

veneno de B. jararaca gerou um cromatograma similar ao obtido com a 

incubação da tripsina, mostrando que estas serinoproteases podem gerar 

criptídeos que podem ter efeitos secundários não neutralizados por soroterapia. 

Este estudo sugere que as serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca  

podem gerar criptídeos com efeitos relevantes através de suas ações nas 

proteínas (substratos) que estão altamente disponíveis no local da picada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Serineproteases and metalloproteases are the main Bothrops jararaca 

venom enzymes acting on the victim’s tissues and proteins. As a result of their 

direct actions on tissue proteins, these proteases could generate peptides with 

specific actions in cells or other mechanisms. The most common sources for 

bioactive peptides are natural precursor proteins. Recent studies have shown 

that a new class of proteins not named as precursors, the crypteins, may, in 

some conditions, originate bioactive peptides, or cryptides. New cryptides 

generated by the action of the venom serinoproteases and by commercial 

trypsin on endogenous substrates, were isolated, then biochemically and 

biologically characterized. Serineproteases from B. jararaca venom were 

separated from the whole venom using an HPLC molecular exclusion column, 

verifying the activity of the fractions on the chosen substrates (myoglobin, 

hemoglobin, immunoglobin G and collagen). These substrates were incubated 

with the venom serineproteases as well as with trypsin. The resulting peptides 

were separated by fractionation by HPLC and the fractions were tested on cell 

cultures for proliferative or cytotoxic effects. Active fractions were 

rechromatographed in order to obtain the pure bioactive peptides. After the 

activity was confirmed, the peptides were sequenced and synthesized. Trypsin 

activity on myoglobin generated peptides (ALELFR, TGHPETLEK, 

GLSDGEWQQVLNVWGK) presenting proliferative activity on fibroblasts and 

endothelial cells. 3D modeling of myoglobin, using Cn3D software, showed that 

the three peptides are located on the surface of the protein. Bioactive fractions 

were also found after digestion of the other substrates mentioned above with 

trypsin, but they were not yet isolated and sequenced. Digestion of myoglobin 

with the venom serineproteases generated an HPLC profile similar to the one 

obtained with trypsin. This suggests that the cryptides here described may 

indeed be generated at the the snake bite site, causing secondary effects, not 

neutralized by serumtherapy. This study suggests that the venom 

serineproteases may generate cryptides with relevant effects through their 

actions on highly available protein substrates at the bite site. 
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1. Introdução 

 

 

     1.1 Aspectos gerais dos acidentes ofídicos no Brasil 

 

O ofidismo encontra-se impregnado de forma negativa no imaginário 

popular, principalmente relacionado ao aspecto anatômico repulsivo das 

serpentes. Entretanto a apreensão gerada, não tem sido suficiente para o 

controle dos acidentes. Historicamente, os acidentes ofídicos já são descritos 

desde o ano de 1838, segundos dados da Santa Casa do Rio de Janeiro, onde 

registraram um total de 1.044 óbitos, e um caso refere-se à picada de cobra e o 

registro feito pela Princesa Isabel em seu diário, datado de 8 de Novembro de 

1884, onde o então príncipe herdeiro da coroa Brasileira, Dom Pedro de 

Orleans e Bragança, quase teve um acidente com Bothrops jararaca (Karasch, 

2000). 

As serpentes são animais que despertam grande interesse na sociedade 

pela capacidade que alguns grupos apresentam em causar acidentes graves. 

O Brasil possui uma fauna de serpentes composta por aproximadamente 265 

espécies, classificadas dentro de aproximadamente 73 gêneros, em 9 famílias 

(Ministério da Saúde,2001) 

Segundo o Ministério da Saúde (2001), no Brasil há quatro tipos de 

acidente que são considerados de interesse em saúde: botrópico, crotálico, 

laquético e elapídico. Já os acidentes por serpentes não peçonhentas que são 

relativamente frequentes, mas, não determinam acidentes graves, e, por isso, 

são considerados de menor importância médica.  

O gênero Bothrops representa o grupo mais importante de serpentes 

peçonhentas, com mais de 60 espécies encontradas em todo território 

brasileiro (incluindo os gêneros Bothriopsis e Bothrocophias). As principais 

espécies são: Bothrops atrox, é o ofídio mais encontrado na Amazônia, 

principalmente, em beiras de rios e igarapés; Bothrops erythomelas, abundante 

nas áreas litorâneas e úmidas da região Nordeste; Bothrops jararaca, tem 

grande capacidade adaptativa, ocupa e coloniza áreas silvestres, agrícolas e 

periurbanas, sendo a espécie mais comum da região Sudeste; Bothrops 
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jararacussu, é a espécie que pode alcançar maior comprimento e a que produz 

maior quantidade de veneno dentre as serpentes do gênero, predominante no 

Sul e Sudeste; Bothrops moojeni, principal espécie dos cerrados, capaz de se 

adaptar aos ambientes modificados, com comportamento agressivo e porte 

avantajado e Bothrops alternatus, vive em campos e outras áreas abertas, 

desde a região Centro-oeste até o Sul, como pode ser observado na figura 

1(Melgarejo, 2003). 

 

 

 

Figura 1: Distribuição das espécies de Bothrops no Brasil, adaptado de Melgarejo, 2003. 
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Nos primeiros instantes após a picada, o acidente botrópico se evidencia 

com a presença de edema, dor e equimose na região da picada, que progride 

ao longo do membro acometido. As principais ações do veneno de Bothrops 

jararaca são: ação proteolítica, coagulante e hemorrágica. Já as complicações 

locais são decorrentes da necrose e da infecção secundária que podem levar à 

amputação e/ou déficit funcional do membro. Também pode haver 

manifestações sistêmicas como, sangramento em pele e mucosas, hematúria, 

hematêmese e hemorragia em outras cavidades que podem determinar risco 

ao paciente. Estudos mostram que, bioquimicamente, essas complicações são 

resultados do consumo sequencial dos fatores da coagulação, especialmente o 

fibrinogênio, com drástico aumento da fibrinólise, complexo trombina-

antitrombina, presença de produtos da degradação do fibrinogênio (FfDP – 

Fibrinogen degradation products) e severa trombocitopenia (Kamigutti et al., 

1991; Santoro ET AL., 2008; Santoro e Sano-Martins, 2004).  

A administração do soro antiveneno é realizado de acordo com o 

acidente, ou seja, é utilizado o soro antiveneno específico, respeitando a 

gravidade do envenenamento e também respeitando as doses indicadas como 

mostra na figura 2. 

 

 

Figura 2: Número de ampolas de soro antiofídico indicado para cada tipo de gravidade do 
acidente (Ministério da Saúde,2009). 
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Os antivenenos são produtos feitos essencialmente de imunoglobulina 

G, estes são produzidos pelo fracionamento do plasma de animais, eqüinos, 

que são hiperimunizados com o veneno do animal específico. A fabricação 

destes antivenenos tem uma longa história de eficácia e induz poucas reações 

adversas devido a natureza heteróloga mas, pode causar reações de 

hipersensibilidade imediata. Por outro lado os testes de sensibilidade cutânea 

não são recomendados, pois, além de terem baixo valor preditivo, retardam o 

início da soroterapia( Segura ET AL., 2009; Chippaux ET AL., 1998; Gutierrez 

ET AL., 2006).  

De acordo com o Guia de Vigilância Epidemiológica (Ministério da 

Saúde, 2009), o número de notificações de ofidismo tem aumentado 

consideravelmente desde 2001, alcançando o maior índice em 2005 (Figura 3). 

Desde então vem apresentando decréscimo, com registro de 26.156 acidentes 

em 2008, correspondendo à incidência de 13,8 casos por 100.000 habitantes 

no Brasil, a menor desde 2005. Apresentando uma variação significativa por 

região, com os coeficientes mais elevados no Norte e Centro-oeste como 

mostra a figura 4. 

 

Figura 3: Incidência dos acidentes ofídicos ocorridos no Brasil, 1987 a 2008 (Ministério da 
Saúde, 2009). 
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Figura 4: Incidência de acidentes ofídicos por regiões.(Ministério da Saúde, 2009). 

 

Dos quatro gêneros de serpentes peçonhentas, verifica-se o predomínio 

do acidente botrópico, dos casos de ofidismo notificados no país, seguidos do 

crotálico, laquético e elapídico, como pode ser visto na figura 5, havendo 

pequenas variações de acordo com a região e distribuição geográfica das 

serpentes. 

 

 

 

Figura 5: Ocorrência por tipo de envenenamento indicando predomínio dos acidentes 
botrópicos em todo o país, dados do Ministério da Saúde. (Ministério da Saúde, 2001). 

 

A variação regional é bastante significativa, se comparado a região 

Sudeste com as Regiões Norte e Centro-oeste é possível verificar que existe 

de 7 a 2 vezes mais acidentes ofídicos nestas regiões respectivamente.  
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É importante ressaltar que, estes acidentes ocorrem predominantemente 

nas áreas rurais, principalmente adultos jovens do sexo masculino, mas 

existem diferenças regionais, ou seja, o ofidismo apresenta sazonalidade 

marcada pelo predomínio de casos nos meses quentes e 

chuvosos,constituindo-se em frequente agravo à saúde dos trabalhadores 

dessas regiões onde, em geral, o acesso aos serviços de saúde é precário. 

(França e Málaque, 2003). 

Apesar do baixo índice de letalidade dos acidente botrópicos, esses  têm 

grande importância em saúde uma vez que podem resultar em severas 

complicações locais gerando sequelas permanentes como perda de função ou 

amputação do membro afetado (Gutierrez et al., 2007).  

 

 

     1.2 Principais atividades do veneno de Bothrops jararaca 

 

Os venenos de serpente têm como seus componentes neurotoxinas, 

citotoxinas, cardiotoxinas, fator de crescimento neural, lectinas, proteínas de 

ligação do fator de Von Willebrand (VWF), proteínas de ligação do fator IX/X, 

disintegrinas, peptídeos potenciadores de bradicinina (BPP – Bradykinin-

potentiating peptides), peptídeos natiuréticos, várias enzimas (exemplo: 

proteases, fosfodiesterases, aminotransferases, L-aminoácido oxidase, 

catalase, ATPase, hialuronidase, entre outras) e também enzimas inibitórias 

(Matsui, Fujimura e Titani, 2000).  

Considerando-se que os venenos são uma fonte abundante de material 

com variada atividade biológica, que são produzidos e armazenados em um 

ambiente altamente especializado, a glândula de veneno (Warrel, 1989), estes 

têm a principal função de paralisação da presa para obtenção de alimento e 

sua digestão. As várias enzimas inoculadas podem também dar início ao 

processo de digestão dos tecidos da presa e a sua morte é devido ao 

comprometimento no sistema respiratório ou circulatório causados por várias 

neurotoxinas, cardiotoxinas, fatores coagulantes e outros fatores que agem de 

forma isolada ou sinergicamente. Deste modo, o veneno contém substâncias 

destinadas a afetar processos vitais, atuando no sistema nervoso, 
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cardiovascular, locomotor, afetando a coagulação do sangue, a migração 

celular e a permeabilidade de membranas (Melgarejo, 2003). 

A maior parte das toxinas de serpentes exibe suas atividades 

farmacológicas, no entanto, algumas proteínas de forma covalente ou não 

covalente formam complexos com outras proteínas para expor com mais 

potência suas atividades farmacológicas. Essas interações sinérgicas entre as 

proteínas do veneno são capazes de aumentar a potência letal do veneno de 

serpente (Kini, 1990; Doley e Kini, 2009). 

Adicionalmente os venenos de serpentes e outras secreções tóxicas 

contêm um número significativo de substâncias farmacológicas ativas com um 

modo de ação específico. Nos venenos de serpentes da família Viperidae as 

proteínas podem ser hidrolases como as lectinas, desintegrinas e precursores 

de peptídeos bioativos (Kamigutti, 1991). Entre os peptídeos biologicamente 

ativos conhecidos encontram-se os peptídeos potenciadores de bradicinina, 

peptídeos natriuréticos, etc.  

O estudo desses venenos tem propiciado a elucidação de diversos 

mecanismos farmacológicos. Dentre eles, é destacado o descobrimento da 

bradicinina e, posteriormente o peptídeo BPP5a que levou ao desenvolvimento 

do fármaco Captopril®,(Rocha e Silva et al., 1949) que é um inibidor da enzima 

conversora de angiotensina (ECA)(Ferreira, 1965). 

Os envenenamentos causados pelas serpentes Bothrops jararaca, são 

caracterizados com fisiopatologia complexa incluindo danos teciduais rápidos e 

drásticos e manifestações sistêmicas (França e Málaque,2003). 

 

1.2.1 Atividade inflamatória aguda 

 

A atividade inflamatória aguda é causada por um conjunto de frações do 

veneno botrópico, bioquimicamente heterogêneas, com especificidades 

diversas, responsáveis pelos fenômenos locais.  

O estudo sobre a atividade inflamatória tem evidenciado que após o 

envenenamento, os principais componentes mediadores da formação do 

edema induzido pelo veneno da serpente Bothrops jararaca, tem sido os 

derivados do ácido araquidônico (Trebien e Calixto, 1989; Perales et al., 1992; 

Gonçalves et al., 2000). Adicionalmente também foi demonstrado que o veneno 



30 
 

de B. jararaca induz aumento das concentrações de leucotrieno B 4 e 

tromboxano A 2 , correlacionando o aumento destes mediadores ao acúmulo de 

células inflamatórias (Farsky et al., 1997). 

Evidências mostram que vários mediadores endógenos participam do 

processo inflamatório induzido por veneno botrópico. Dentre eles, podemos 

citar componentes do sistema complemento, óxido nítrico e citocinas, como o 

TNF-α, interleucina (IL)-1β e IL-6 (Farsky et al., 2000; Zamuner et al., 2001; 

Moura-da-Silva et al., 1996; Rucavado et al., 2002). Esses mediadores  podem 

agir em um ou em alguns tipos de células, terem vários alvos ou mesmo 

apresentar efeitos em diferentes tipos celulares, sendo uma vez ativados e 

liberados pelas células, a maioria desse mediadores têm uma meia-vida curta 

(Kumar et al., 2005). 

Em resumo, segundo Cabral et al. (2005), o processo inflamatório inclui a 

liberação de substâncias pró- e antiinflamatórias pelo organismo afetado, na 

tentativa de regular o processo, retornando a homeostasia  

 

 

1.2.2 Atividade sobre a coagulação e plaquetas 

 

A atividade sobre a coagulação ocorre pelo fato do veneno botrópico 

possuir capacidade de ativar fatores da coagulação sanguínea, ocasionando 

consumo de fibrinogênio e formação de fibrina intravascular, induzindo 

frequentemente, incoagulabilidade sanguínea. São descritos fatores com 

atividades sobre agregação e aglutinação plaquetária (França e Málaque, 

2003). 

A hemostasia envolve não somente a formação do coágulo, mas 

também sua dissolução, como pode ser visualizado na figura 6, os dois 

processos opostos estão em equilibrio, mantendo as propriedades 

hemodinâmicas constantes (Braud et al., 2000).  

A injúria causada pelos venenos botrópicos, ativa, de modo isolado ou 

simultâneo, o fator X e a protrombina. Possuem também ação semelhante à 

trombina, convertendo o fibrinogênio em fibrina. Essas ações produzem 

distúrbios da coagulação, caracterizados por consumo dos seus fatores, 

geração de produtos de degradação de fibrina em fibrinogênio, podendo 



31 
 

ocasionar incoagubilidade sanguínea. Este quadro é semelhante ao da 

coagulação intravascular disseminada. Também podem levar a alteração da 

função plaquetária, bem como plaquetopenia (Kamigutti, 1991; Braud et al., 

2000). 
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Figura 6: Os processos fisiológicos da hemostasia. Ação de várias famílias de proteínas do 
veneno nas três vias de hemostasia. A- Agregação plaquetária. B- Coagulação. C-Fibrinólise. 
As serinoproteases estão em caixas retangulares, lectinas do tipo C estão em caixas 
arredondadas, desintegrinas estão em cinza e ecarina é uma metaloprotease.Fonte: Braud et 
al.,2000. 
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1.2.3 Atividade hemorrágica 

 

A atividade hemorrágica é atribuída por componentes específicos, 

denominados hemorraginas, metaloproteinases que contém zinco. Sendo que 

essas hemorraginas podem romper a integridade do endotélio vascular e têm 

atividade de desintegrina, degradando vários componentes da matriz 

extracelular, como colágeno tipo IV, fibronectina e laminina. Além disto, são 

potentes inibidores da agregação plaquetária (França e Málaque, 2003). 

A inoculação do veneno de B. jararaca, em dose baixa, na bolsa escrotal 

de ratos, demonstram alterações importantes no tecido conjuntivo, tais como 

desestruturação de fibras colágenas próximas a vasos e feixes nervoso, 

desgranulação de mastócitos e hemorragia (Gonçalves e Mariano, 2009).  

Embora a principal responsável pelo sangramento nos envenenamentos 

por viperídeos seja a ação das metaloproteinases, as alterações da coagulação 

podem contribuir para a hemorragia local e sistêmica. A maioria desses 

venenos tem enzimas coagulantes, sendo a mais comum a enzima tipo 

trombina, que atua diretamente sobre o fibrinogênio, produzindo microtrombos 

de fibrina e originando depleção dos níveis de fibrinogênio com consequente 

incoagulabilidade, contribuindo para a hemorragia (Matsui, Fujimura, Titani, 

2000). 

 

 

     1.3 Composição do veneno 

 

O veneno de Bothrops jararaca, contém uma grande quantidade e 

diversidade de proteinases, como a bothrombina, que tem atividade específica 

na coagulação (Nishida et al.,1994). PA-BJ é outra serinoprotease do veneno 

de B. jararaca, que foi isolada como uma enzima que induz à agregação 

plaquetária (Serrano et al.,1995). Portanto, venenos de serpentes da família 

Viperidae contêm uma grande variedade de enzimas proteolíticas que 

evoluíram por milhões de anos no sentido de adquirir alta especificidade e 

potência contra sistemas vitais de suas presas, sendo que, desempenham 

papel importante no quadro do envenenamento.  
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1.3.1 Complexos das proteases 

 

Os venenos de serpentes, particularmente das famílias Viperidae e 

Crotalidae, contém proteases que afetam a cascata de coagulação sanguínea 

e ajudam na digestão das presas. Embora a maioria delas serem 

farmacologicamente ativas por si só, algumas exigem componentes adicionais 

para exibir uma atividade ideal (Kini, 1990, Doley e Kini, 2009) 

 

 

1.3.1.1 Metaloproteinases: 

 

As metaloproteinases são enzimas abundantes em venenos de serpente 

da família Crotalines e Viperides. Elas são relevantes na fisiopatologia do 

envenenamento, sendo responsável pela ação local e sistêmica da hemorragia, 

freqüentemente observadas nas vítimas.  

As SVMPs (Snake Venom Metaloproteinase), juntamente com as 

ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) e as ADAMTs (A Disintegrin And 

Metalloproteinase with Thrombospondin motifs), compõem a subfamília M12B 

das metaloproteinases, também conhecidas como reprolisinas. Essas enzimas 

apresentam grande homologia no domínio metaloproteinase e em alguns 

casos, nos domínios localizados na porção carboxi-terminal subsequente (Fox; 

Serrano, 2008). As reprolisinas fazem parte de uma superfamília de 

metaloproteinases, conhecida como metzincinas, que também incluem as 

astacinas, MMPs (Matrix Metalloproteinases) e serralisinas. As metzincinas são 

caracterizadas por sua dependência catalítica por íons metálicos, 

especialmente o zinco, e são amplamente expressas em eucariotos e 

procariotos (Bode, Gomis-Ruth, Stocker, 1993). 

Assim, nos últimos anos, há um crescente esforço para compreender os 

mecanismos induzidos por SVMP responsável pela reação inflamatória e os 

determinantes estruturais do efeito (Teixeira et al., 2005). Anteriormente as 

metaloproteinases/desintegrinas isoladas dos venenos, eram agrupadas, em 

quatro classes estruturais, relacionadas de acordo com a presença de seus 

domínios, P-I, P-II, P-III e P-IV (Bjarnason e Fox, 1994; Hite et al, 1994). 
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Recentemente Fox e Serrano (2008), propuseram uma classificação onde 11 

classes e subclasses de SVMPs foram identificadas: P-Ia, P-IIa, P-IIb, P-IIc, P-

IId, P-IIe, D-I, P-IIIa, P-IIIb, P-IIIc e P-IIId. 

A diversidade estrutural das SVMPs é muito grande e confere às 

mesmas a capacidade de interferir em diversos sistemas fisiológicos. Essas 

atividades dependem da presença de cada um dos domínios, organizados 

durante a biossíntese das SVMPs. Portanto, as metaloproteinases têm suas 

ações gerais não apresentando alta seletividade pelo substrato como as 

serinoproteases. 

 

 

1.3.1.2 Serinoproteases 

 

As serinoproteases são enzimas proteolíticas com um único resíduo de 

serina ativo no seu sítio catalítico. Elas representam aproximadamente 0,6% de 

todas as proteínas do genoma humano (Yousef et al., 2003). 

As serinoproteases exibem preferência para catalisar a hidrólise de 

ligações peptídicas adjacentes a uma classe particular de aminoácidos. No 

grupo das enzimas semelhantes à tripsina, as proteases catalisam a hidrólise 

de ligações peptídicas envolvendo os aminoácidos básicos, arginina (Arg) e 

lisina (Lis), uma vez que elas têm um resíduo de aspartato ou glutamato no 

sítio de ligação do substrato, que pode formar uma forte ligação eletrostática 

com aqueles resíduos (Yousef et al., 2003), assim como as serinoproteinases 

de mamíferos que regulam a hemostasia (Serrano e Maroun, 2005). 

As serinoproteases desempenham um papel importante na regulação de 

muitos processos biologicamente relevantes, como por exemplo, a tripsina na 

digestão e a trombina na cascata da coagulação sanguínea. Esta classe de 

enzimas é um importante alvo na química medicinal contemporânea uma vez 

que, muitas doenças são decorrentes do mau funcionamento desta regulação. 

Assim, compostos que interagem especificamente com as serinoproteases 

podem ser úteis no tratamento de várias doenças (Talhout e Engberts, 2001). 

A tripsina é uma das serinoproteases mais bem estudadas e 

caracterizadas; por isso, é uma das enzimas melhor compreendidas tanto na 

sua estrutura, especificidade como no seu mecanismo catalítico. Em virtude 
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disso, a tripsina é uma enzima utilizada como modelo experimental para 

estudos de caracterização de outras serinoproteases. A tripsina é uma enzima 

proteolítica com ampla especificidade com relação ao substrato. O seu centro 

ativo é constituído de um sítio aniônico, ao qual ligam-se substratos e 

inibidores, carregados positivamente; um sítio hidrofóbico, adjacente ao sítio 

aniônico, ao qual ligam-se substratos e inibidores, por suas cadeias 

hidrocarbonadas, e o sítio catalítico propriamente dito, que é constituído da 

tríade catalítica His57, Ser195 e Asp102 (Mares-Guia et al., 1965). Ela catalisa 

a hidrólise de ligações peptídicas envolvendo a carboxila terminal dos 

aminoácidos Arg e Lis nas proteínas (Craik et al., 1985). 

As serinoproteinases de venenos de serpentes (SVSPs – Snake Venom 

Serine Proteases) são enzimas que afetam o sistema hemostático, agindo em 

uma variedade de componentes da cascata de coagulação, do sistema 

fibrinolítico e do sistema calicreína-cininas das células, sendo capaz de 

provocar um desequilíbrio do sistema hemostático (Seegers e Ouyang,  

1979; Markland, 1997; Pirkle, 1998).  

Sendo assim, as serinoproteases podem agir sob substratos endógenos 

gerando compostos bioativos.  

 

 

     1.4 Geração de compostos bioativos a partir de componentes 

presentes em venenos 

 

Os peptídeos bioativos podem ser obtidos através de proteínas 

adquiridas na alimentação (Kitts, 1994). Além da digestão, é possível obter 

peptídeos bioativos pela proteólise de macromoléculas endógenas (Richter et 

al., 1999), de origem bacteriana, fungos e/ou através da ação de venenos 

animais, como de serpentes, vespas, anfíbios, entre outros.  

Esses peptídeos encontram-se na forma inativa dentro das cadeias 

polipeptídicas das proteínas originais, chamadas de precursores peptídicos. 

Diversos resultados indicam que os fragmentos peptídicos gerados após a 

hidrólise dessas macromoléculas são capazes de atravessar as membranas 

biológicas, atingindo os tecidos periféricos, via circulação sistêmica, podendo 

apresentar ações específicas no local ou em sítios mais distantes, alterando o 
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metabolismo celular ou ainda, atuando como vasorreguladores, fatores de 

crescimento, liberadores de hormônios ou neurotransmissores (Roberts & 

Zagola, 1994).  

A biossíntese de peptídeos bioativos envolve, entre outros processos, a 

ação de enzimas proteolíticas.  Segundo Robert & Zagola (1994), esta classe 

de enzimas atua em processos vitais do organismo que podem ser: 

 

 Gerais, como na nutrição, no reparo de estruturas somáticas, e;  

 Específicas, em reações de agressão e defesa, onde a atividade 

proteolítica é capaz de desempenhar funções especializadas ou 

em cascata, neste caso é denominada proteólise limitada como, 

por exemplo, a cascata da coagulação ou a geração de 

peptídeos a partir de precursores.  

 

Foi demonstrado (Murayama et al, 1997) que os peptídeos 

potenciadores de bradicinina (BPPs) encontram-se em uma proteína 

“precursora” no veneno de Bothrops jararaca, podendo ser considerado como 

um  exemplo de “criptídeo precursor”. Os BPPs, inicialmente isolados e 

identificados no veneno da Bothrops jararaca, foram os primeiros inibidores 

naturais da enzima conversora da angiotensina (ECA) descritos, e constituem 

uma família de moléculas, cuja diversidade estrutural parece ser fundamental 

para determinar e modular a sua atividade biológica (Rioli et al., 2008). A 

utilização de métodos de bioquímica associados à tecnologia de espectrometria 

de massas, para a análise de amostras de indivíduos ou de grupos de 

espécimes determinados, permite identificar novas estruturas destas moléculas 

até então desconhecidas. Além disto, o estudo farmacológico permite 

determinar que as atividades dos BPPs não se restrinjam à sua capacidade de 

inibição da ECA. Por fim, o uso das técnicas de biologia molecular, permitem a 

determinação da sequência da proteína precursora destes peptídeos, além de 

proporcionar ferramentas para a determinação da distribuição destes peptídeos 

em tecidos além da glândula de veneno da serpente. Além disso, podem 

possibilitar a identificação de seu correlato endógeno expresso em mamíferos, 

onde devem agir como peptídeos vasoativos.  
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Segundo Autelitano et al. (2006), há evidências crescentes de que a 

clivagem proteolítica dá origem a peptídeos “escondidos” com atividade 

biológica que são muitas vezes imprevisíveis e totalmente distinta da proteína 

“precursora”. Um amplo espectro de proteases tem sido implicadas na geração 

de cripteínas naturais, que parecem desempenhar um papel na modulação de 

diversos processos biológicos, tais como a angiogênese, função imune e 

crescimento celular.  A liberação proteolítica das cripteínas com novas 

atividades, representa um mecanismo importante para a crescente diversidade 

da função da proteína e, potencialmente, oferece novas oportunidades para a 

terapêutica utilizando como base as proteínas. 

Ueki et al. (2007), propôs que há um número não identificado de 

peptídeos funcionais na natureza, pelas seguintes razões: i) múltiplos 

fragmentos de peptídeos que são produzidos a partir de cada uma das 

proteínas precursoras de mensageiros peptidérgicos, que parecem ter várias 

atividades biológicas, ii) muitos fragmentos de peptídeos que são produzidos 

durante a maturação ou processos de degradação de proteínas funcionais, 

como enzimas mitocondriais e outras proteínas reguladoras, têm diversas 

atividades biológicas, muitas vezes distintas das proteínas “precursoras”. Esses 

peptídeos funcionais, são chamados de criptídeos, que estão “escondidos” em 

estruturas de proteínas. 

 

 

     1.5 Cripteínas 

 

As cripteínas são definidas como proteínas que não são consideradas 

precursoras específicas para peptídeos bioativos, mas são capazes de, sob 

certas condições, gerar peptídeos bioativos com propriedades fisiológicas 

relevantes (Pimenta e Lebrun, 2007). 

 Com isso, podemos citar como dois exemplos importantes; uma proteína 

precursora multifuncional a POMC (Próopiomelanocortina) que é capaz de 

gerar diversos peptídeos biologicamente ativos dependendo da forma pela qual 

é processada, e várias proteínas existentes no leite como a caseína e a 

lactoglobulina que são consideradas cripteínas (Ueki et al. 2007; Autelitano et 

al. 2006). 
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 Existe também cripteínas que são derivadas da matriz extracelular, 

como o colágeno. Segundo Autelitano et al (2006), as cadeias α do colágeno 

além de suas propriedades estruturais, têm sido, inequivocamente, 

demonstrado que contêm vários polipeptídeos crípticos que podem ser 

liberados da matriz extracelular para atuar como moduladores da angiogênese 

e crescimento de células tumorais, como mostra a figura 7. 
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Figura 7: Domínios estruturais e peptídeos crípticos de colágeno XVIII e colágeno IV de 
mamíferos. (a) Uma única cadeia de colágeno XVIII é composto por um domínio N-terminal, em 
domínio central composto por vários domínios helicoidais triplos e não colagennosos e um 
domínio C-terminal NC1. (b) O domínio NC1 do colágeno XVIII é 
composto de subdomínios, incluindo uma região responsável pela trimerização, uma dobradiça 
de domínio que é alvo de várias proteases e um componente anti-angiogênico, a endostatina, 
que pode ser liberado após a clivagem. (c) A estrutura linear de uma única cadeia de colágeno 
IV α1 é retratado, mostrando o típico N-terminal do domínio 7S rico em cisteína, o domínio 
central helicoidal triplo interrompido por pequenas regiões não colagenosas e um domínio C-
terminal globular NC1. (d) Feixes helicoidais triplos de colágeno tipo IV são monatdos através 
de uma interação entre os domínios NC1 e associação covalente do domínio 7S. Várias 
proteases podem atuar para liberar fragmentos crípticos anti-angiogênico, como “canstatina, 
tumstatina e arresten”, a partir de domínios NC1 de várias cadeias. Fonte: Autelitano et al., 
2006. 
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As cripteínas são classificadas em tres tipos de classes (Autelitano et al., 

2006). Essas classes se diferenciam pela sua funcionalidade e tipo de 

proteólise, como mostra a tabela 1. 

  

Tabela 1: Classificação das cripteínas em três tipos 

Classes das cripteínas  

  

Tipo 1 Clivagem proteolítica natural da proteína “mãe” 
gerando produtos com nova atividade biológica ou 
não relatada. 

  

Tipo 2  Clivagem proteolítica natural da proteína “mãe” 
gerando produtos com atividade biológica similar a 
molécula “mãe”, mas com mudanças nas suas 
propriedades. 

  

Tipo 3 Geração de fragmentos de proteínas-peptídeos in 
vitro com atividades biológicas novas. Fragmentos 
idênticos ou similares não precisam, 
necessariamente, serem gerados naturalmente. 

Fonte: Autelitano et al, 2006. 
 
 
     1.6 Proteínas consideradas cripteínas 
 

Já existem diversas proteínas que, atualmente, estão sendo 

consideradas como cripteínas, tendo também suas funções descritas. A figura 

8 mostra as principais proteínas endógenas que tem gerado peptídeos 

bioativos com propriedades biológicas relevantes enquanto que a figura 9 

revela a possível correlação evolutiva entre estas proteínas o que sugere que 

estas proteínas têm desempenhado este papel ao longo da evolução e que 

esta “função” analogamente a diversas outras proteínas tem se conservado. 
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Figura 8: Peptídeos humanos clássicos e precursores crípticos, sendo: AMP: peptídeo 
antimicrobiano; HYP: hipotensivo; VC: vasoconstritor; OP: opioide; BPP: peptídeo potenciador 
de bradicinina; PEI: inibidor de enzima proteolítica; ANG: analgésico; HR: liberador de 
hormônio; AT: antitrombótico; HO: hormonal. 

a 
Cripteínas; 

b 
Proteína bovina, não encontrada 

em humanos; 
c
 Proteína de serpente; 

d 
Proteína de controle.  

Fonte: Pimenta e Lebrun, 2007. 
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Figura 9: Possível correlação evolutiva das cripteínas, árvore críptica (Pimenta e Lebrun, 2007). 

 

Baseado nesta nova classificação das proteínas, foi observado quais os 

principais tecidos afetados pela picada e foram escolhidos os substratos que 

estão mais envolvidos nos acidentes ofídicos. Lembrando também de sua 

função no organismo, por sua localização nos tecidos e órgãos, e também por 

serem alvos primários da ação das enzimas presentes nos venenos botrópicos. 

Para os testes realizados no presente, foram selecionados a partir dos 

criptídeos descritos (Figura 8 e 9), aqueles que estão localizados na superfície 

(Colágeno), na musculatura (Mioglobina), na circulação (Hemoglobina) e 

também a porção Fc da cadeia pesada da Imunoglobulina G (Fc IgG).  

A atuação de proteases exógenas como as de venenos, bactérias ou 

proteases tóxicas sobre proteínas endógenas pode ter importância na geração 

de peptídeos que podem atuar como sinalizadores nos processos fisiológicos 

do indivíduo analogamente aos peptídeos bioativos gerados a partir dos 

precursores endógenos. 
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Baseado neste conceito avaliou-se até que ponto proteínas endógenas 

são passíveis de sofrer a ação de proteases como no caso do envenenamento 

e, após sua digestão gerarem peptídeos bioativos que poderiam atuar sobre o 

hospedeiro de forma indireta, acarretando efeitos não relacionados aos 

componentes do veneno e ainda não descritos. 

Desta forma além das ações próprias do veneno, neste trabalho será 

possível verificar principalmente se as enzimas proteolíticas presentes no 

veneno da Bothrops jararaca são capazes de gerarem compostos ativos sobre 

a ação de componentes endógenos, o que explicaria, em parte, a ineficácia da 

neutralização dos anticorpos contidos no soro antibotrópico para algumas 

ações encontradas no envenenamento. 

Em constatação, as principais enzimas contidas no veneno de Bothrops 

jararaca, que são capazes de gerar peptídeos bioativos são as 

metaloproteases e as serinoproteases. Devido as serinoproteases serem mais 

específicas, estas foram utilizadas neste trabalho. 
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2 Objetivos 

 

O objetivo principal deste trabalho foi estudar a geração de 

peptídeos bioativos a partir de proteases do veneno de Bothrops jararaca sobre 

substratos endógenos para melhor compreender o fenômeno do 

envenenamento. 

Sendo assim, os objetivos específicos são: 

1. Isolar as serinoproteases do veneno total de Bothrops jararaca. 

2. Identificar o melhor tempo de hidrólise. 

3. Isolar os possíveis peptídeos bioativos provenientes das hidrólises. 

4. Sequenciar e sintetizar os peptídeos. 

5. Caracterizar bioquimicamente os peptídeos e verificar as propriedades 

biológicas desses em cultura de células. 
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3. Material e Métodos 

 

 

     3.1 Material 

 

 

           3.1.1 Veneno 

 

Neste trabalho foi utilizada uma mistura de 10 mg de veneno total de 

Bothrops jararaca, de animais adultos, na forma liofilizada obtido da Seção de 

Venenos do Instituto Butantan. 

 

 

               3.1.2 Células 

 

Foram utilizadas neste trabalho, linhagens de células do tipo 

Fibroblastos Humanos Normais (FN-1) (ATCC PCS-201-012) e Células 

Endoteliais (Human Umbilical Vein Endothelial Cell - HUVEC´s) (ATCC PCS-

100-010). Estas células foram, gentilmente, cedidas pelo Prof. Dr. Durvanei 

Augusto Maria do Laboratório de Bioquímica e Biofísica do Instituto Butantan. 

 

 

              3.1.3 Lista de reagentes 

 

 Tripsina comercial (Sigma Aldrich); 

 Solução de bicarbonato de amônio 0,2 M pH 8,1 (Merck);  

 Colágeno tipo I (Sigma Aldrich); 

 Mioglobina de cavalo (Calbiochem); 

 Hemoglobina de cavalo (Sigma Aldrich); 

 Porção Fc da cadeia pesada da imunoglobulina G (Seção de produção 

de soros e vacinas do Instituto Butantan); 

 Solução de Tris HCl 50 mM pH 8,0 (Sigma Aldrich); 
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 Solução de ácido acético 0,1 N (Vetec); 

 Solução de 0,1% de ácido Trifluoroacético (TFA) (Sigma Aldrich); 

 Solução de 90% de acetonitrila (ACN) (J.T.Baker) com 10% de solução 

de 0,1% de TFA; 

 Meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab); 

 Soro fetal bovino inativado (Cultilab); 

 Solução tripsina/EDTA 250 mg% (1:250) (Cultilab); 

 Solução de MTT [3 -(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazolio brometo] 

(5 mg/mL) (Sigma Aldrich); 

 Álcool Metílico (Synth); 

 Solução de Bowin; 

 Solução de ácido pícrico; 

 Solução de HCl 0,01 M; 

 Solução de NaOH 0,1 M; 

 Soroalbumina bovina (Sigma Aldrich); 

 Reagente de Bradford (Biorad); 

 Tampão de amostra: 

o 350 mM de Tris/HCl;  

o 10% de SDS; 

o  30% de glicerol; 

o 1,2 mg de azul de bromofenol; 

o  9,3% de 2-mercaptoetanol. 

 Azul de Coomassie R-250; 

 Solução de EDTA 10 mM (Reagen); 

 Tampão fosfato 100 mM pH 7,4; 

 Ácido tricloroacético (TCA) 5%; 

 Solução 1% de caseína (Merck); 

 Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (BApNA) (Sigma Aldrich); 

 Solução de 0,01 M de ácido clorídrico (HCl); 

 Solução de 0,1 M de NaOH; 

 Padrão de massa molecular (Sigma Aldrich). 
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3.1.4. Lista de equipamentos 

 

 pHmetro Jenway 3510; 

 coluna Protein Pak Glass (200 SW) 8 x 300 mm (Waters); 

 CLAE (Hewlett Packard), série 1100, com injector manual, detector UV 

variável, bomba binária; 

 Banho-maria (Cientec); 

 Espectrofotômetro (Ultrospec III, Pharmacia-Biotech); 

 Coluna C18 fase reversa; 

 Aparelho de seqüenciamento automático, PPSQ-21A (Shimadzu); 

 Aparelho de síntese de peptídeo automatizado (Shimadzu); 

 Centrífuga (Sorvall Super speed RC2-B); 

 Banho-seco (Accu block Digital Dry Bath, Labnet). 

 

 

     3.2 Métodos 

 

            3.2.1 Isolamento de Serinoproteases do veneno de Bothrops 

jararaca 

 

Para o isolamento das serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca 

foi realizada uma cromatografia por exclusão molecular de acordo com Ponce-

Soto (2007) com modificações. O procedimento foi realizado utilizando 10 mg 

do veneno total de Bothrops jararaca dissolvido em 400 µL de solução de 

bicarbonato de amônio 0,2 M com pH 8,1 e essa solução final do veneno 

dissolvido foi centrifugada por 2 (dois) minutos e o sobrenadante sendo 

reservado para aplicação no CLAE, que foi estabilizado com água ultra pura 

(Milli-Q) e depois com a solução de bicarbonato de amônio 0,2 M pH 8,1. 

Depois de estabilizado a coluna e a lâmpada UV  à 280 nm, ressaltando que a 

coluna permaneceu refrigerada em banho de gelo, foi então injetado 320 µL da 

amostra, contendo 8 mg do veneno total. A análise da amostra foi programada 

para ter um tempo total de 145 minutos com 100% da concentração da solução 

de bicarbonato de amônio 0,2 M pH 8,1, com pressão máxima de 30 bar, fluxo 
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de 0,3 mL/minutos, sendo monitorado no comprimento de onda de 280 nm e as 

frações foram coletadas no intervalo de 2 minutos, liofilizadas e armazenadas a 

-20 °C. Esse procedimento foi realizado por 5 (cinco) vezes para obtenção da 

quantidade necessária de serinoproteases. 

 

 

3.2.2 Dosagem de proteínas  

 

As proteínas foram dosadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976). 

A soroalbumina bovina (BSA) foi utilizada como padrão de referência. As 

amostras foram incubadas com 200 µL do reagente de Bradford por 5 minutos 

a temperatura ambiente. Logo após, a densidade óptica foi medida em um 

espectrofotômetro com comprimento de onda à 595 nm e a concentração de 

proteínas calculada a partir de uma curva padrão com BSA, utilizando o 

programa GraphPad InStat 3. 

 

 

3.2.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS  

 

As proteínas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 

na presença de SDS (Laemmli, 1970). As amostras foram diluídas em um 

mesmo volume de tampão de amostra (350 mM de Tris/HCl; 10% de SDS; 30% 

de glicerol; 1,2 mg de azul de bromofenol; 9,3% de 2-mercaptoetanol) e 

fervidas em banho seco por 5 minutos. O material foi então aplicado em um gel 

de empacotamento de 5% e gel de resolução de 15% de poliacrilamida e 

submetido à eletroforese com corrente constante de 110 volts. Os géis foram 

corados com azul de Coomassie R-250 e também com nitrato de prata. Da 

mesma maneira também foi utilizado um gel de resolução de 12,5% de 

poliacrilamida. 
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3.2.4 Atividade proteolítica das frações isoladas do veneno de 

Bothrops jararaca 

 

Para determinação da atividade proteolítica das frações isoladas do 

veneno de Bothrops jararaca foi utilizado o método de Kunitz (1947) modificado 

por Lomonte & Gutierrez (1983). As amostras foram incubadas previamente 

com 100 µL de solução de EDTA 10 mM, com 1 mL de caseína 1% em tampão 

fosfato 100 mM, pH 7,4, durante 30 minutos a 37 °C. Após 30 (trinta) minutos 

foi adicionado 1 mL ácido tricloroacético (TCA) 5%, posteriormente submetidos 

à centrifugação a 23.500 g, durante 15 minutos sendo a densidade óptica dos 

sobrenadantes determinada em espectrofotômetro Ultrospec III, Pharmacia-

Biotech a 280 nm. Para determinar a atividade proteolítica das frações isoladas 

também foi realizado o mesmo experimento, mas utilizando uma caseína com 

fluoróforo (leitura com excitação à 365 nm e emissão à 525 nm) e também foi 

utilizado Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (BAPNA) (leitura à 410 nm). 

 

 

3.2.5 Hidrólise dos substratos endógenos 

 

Os substratos foram hidrolisados utilizando a enzima tripsina (T), ou a 

mistura contendo as serinoproteases isoladas do veneno total de B. jararaca 

(pSPBJ – pool serinoproteases Bothrops jararaca). Para a hidrólise foi pesado 

2 mg do substrato endógeno e dissolvido em solução de Tris/HCl 50 mM pH 

8,0. O tubo contendo essa solução adicionado o substrato foi colocado no 

banho maria à 37 °C e então adicionado a enzima de escolha, sendo que a 

tripsina foi adicionada em uma concentração de 100 µg e a mistura das 

serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca na concentração de 200 µg. 

Antes de adicionar as serinoproteases no tubo com o substrato endógeno, foi 

adicionado 100 µL de solução de EDTA 10 mM, para inibir as 

metaloproteinases que poderiam gerar uma hidrólise não desejada. Em 

seguida, as amostras permaneceram em banho maria por 18 e 36 horas, para 

T ou pSPBJ, respectivamente. Esse tempo foi pré-estabelecido levando-se em 
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conta a cinética de hidrólise. Esta cinética de hidrólise, que determinou o 

melhor tempo para geração de peptídeos, foi realizada coletando alíquotas das 

amostras incubadas seguindo os seguintes tempos: 0 minutos, 30 minutos, 1 

hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 horas, 14 horas, 16 

horas, 18 horas e 24 horas. Essas alíquotas foram analisadas de acordo com 

seu perfil cromatográfico. 

 

 

3.2.6 Precipitação dos hidrolisados 

 

Depois da hidrólise de 18 e 36 horas, os hidrolisados foram precipitados 

utilizando a solução de ácido acético 0,1 N, em banho de gelo, obedecendo a 

relação volume: volume (v:v), e 30 (trinta) minutos depois os hidrolisados foram 

centrifugados, em uma  ultra centrifuga SORVAL refrigerada à 4 °C, por 1 

(uma) hora à 7.600 g, e o sobrenadante foi coletado e liofilizado, o precipitado 

foi descartado. 

 

 

3.2.7 Purificação dos peptídeos obtidos pela hidrólise dos 

substratos endógenos 

 

 Uma alíquota da amostra hidrolisada e já precipitada foi injetada no 

CLAE para análise, sendo que o aparelho já estava programado para uma 

análise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% 

de solução B, monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressão 

máxima de 300 bar, com coluna C18, fase reversa. Os picos gerados foram 

coletados, liofilizados e armazenados a -20 °C. Esse procedimento foi realizado 

mais de uma vez para obter a quantidade necessária de material. 

 

 

3.2.8 Sequenciamento de peptídeo 
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Após a purificação dos peptídeos pelo método de CLAE, esses 

peptídeos foram analisados pela Dra. Isabel de Fátima Correia Batista e ao Dr. 

Rafael Marques Porto, laboratório de Bioquímica e Biofísica do Instituto 

Butantan, para serem submetidos ao sequenciamento por degradação de 

Edman. Pehr Edman estabeleceu um método para marcar o aminoácido N-

terminal e clivá-lo sem romper as ligações peptídicas entre os outros 

aminoácidos. A degradação de Edman remove sequencialmente um 

aminoácido por vez da extremidade amínica do peptídeo. Esse peptídeo reage 

com fenilisotiocinato que se combina com o grupo amino do N-terminal, 

levando esse peptídeo à tratamento com ácido diluído  em baixas temperaturas 

onde ocorre a remoção do resíduo N-terminal, que pode ser identificado por 

cromatografia. O restante da cadeia será submetida a outra série destas 

reações, permitindo a identificação do novo resíduo N-terminal. Assim a 

sequência pode ser determinada (Edman, 1950). 

 

 

3.2.9 Síntese de peptídeos 

 

Os peptídeos, depois de seqüenciados, foram submetidos à síntese, que 

foi realizada pelo Dr. Robson de Mello, no Laboratorio do CAT/CEPID do 

Instituto Butantan. A síntese foi feita pelo método de fase sólida, utilizando um 

sintetizador automático, empregando a estratégia Fmoc. Essa estratégia é um 

processo pelo qual as transformações químicas podem ser realizadas em 

suporte sólido a fim de preparar uma vasta gama de compostos sintéticos 

(Merrifield, 1963). 

 

 

3.2.10 Cultura de células 

 

As células foram cedidas pelo Dr. Durvanei Augusto Maria, do 

Laboratório de Bioquímica e Biofísica do Instituto Butantan. As células foram 

distribuídas em placas e foram levadas para a incubadora a uma atmosfera de 

37 °C e 5% CO2 e examinadas ao microscópio invertido, 3 vezes por semana. 
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O meio de cultura foi trocado neste mesmo intervalo de tempo. Ao atingirem a 

confluência, as células foram tripsinizadas e plaqueadas em garrafas de 25 

cm2. Ao atingirem a confluência nesta nova garrafa foi desprezado o meio da 

garrafa e adicionado 2 mL de tripsina 0,4% para remover as células da 

superfície da garrafa. A tripsina foi retirada depois das células se soltarem e 

assim adicionou-se o meio RPMI com soro fetal bovino (SFB). As amostras de 

células foram transferidas para um tubo e esse foi centrifugado à 270 g, por 10 

minutos em centrifuga refrigerada à 5 °C. Depois de centrifugado o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 10 mL de 

meio RPMI.  Após homogenização, a concentração de células foi ajustada para 

2 x 105 células por placa. 

 

 

3.2.11 Teste de viabilidade celular  

 

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT 

[3 -(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazolio brometo]. Este método é baseado 

na redução do MTT a cristais de formazan pelas células vivas. Foi determinada 

a atividade proliferativa das suspensões das linhagens celulares, incubadas em 

placas de 96 poços. Foram adicionados 10 mL de MTT (5 mg/ml) às células, e 

estas incubadas por três horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C. Após 

este período, o meio foi removido e acrescentou-se 100 mL de álcool metílico 

para dissolver os cristais de formazana formados e precipitados. A 

quantificação da absorbância foi realizada em leitor de ELISA com 

comprimento de onda de 540 nm.  Através deste ensaio colorimétrico foi 

avaliada a atividade proliferativa do composto nas linhagens celulares, e a 

determinação matemática pela equação da reta para a definição da melhor 

concentração proliferativa (Wilson,2000; Mosman, 1983). 

 

 

 

 

3.2.12 Quantificação de produção de colágeno pelos peptídeos 

bioativos por espectrofotometria com Picrosirius red 
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Inicialmente foram preparadas soluções de colágeno tipo I bovino 

(Sigma®) em PBS. A solução mãe de colágeno foi preparada na concentração 

de 1 mg/mL e realizada a curva padrão (1) nas seguintes concentrações: 300; 

200; 100; 50; 25; 12,5 e 6 µg/mL e a curva padrão (2) nas concentrações: 160; 

80; 60; 40; 20; 10 e 5 µg/mL.  

Como controle do meio de cultura o procedimento também foi realizado 

com colágeno diluído em RPMI (10% de SFB) a mesma utilizada nas culturas 

de fibroblastos e HUVEC´s. 

Após a adição de 50µL de cada uma das diluições de colágeno em 

placas de 96 poços de fundo chato em quadruplicata as placas foram secas em 

estufa a 37 oC overnight. Após 24 horas as culturas foram fixadas com 200 µL 

de solução saturada de bowin por 1 hora preparada no momento de sua 

utilização. O fixador foi removido cuidadosamente de cada poço e adicionado 

300 µL de água destilada e remoção dos precipitados. As placas foram secas à 

temperatura ambiente durante 2 horas e acrescentado 200 µL do corante 

picrossírius-red diluído em solução saturada de ácido pícrico por 1 hora, sob 

leve agitação, ao abrigo da luz. Removido o corante cuidadosamente em 

bomba de vácuo por sucção, lavados com 250 µL de ácido clorídrico (HCl) a 

0,01 M para remoção do corante não aderido. Após a adição de 150 µL da 

solução da NaOH a 0,1 M em cada poço sob agitação por 30 minutos. O 

corante aderido foi eluído. A leitura da placa foi realizada em espectrofotômetro 

com comprimento de onda de 550 nm. Os valores médios foram plotados e 

construído um gráfico de dispersão com as concentrações conhecidas de 

colágeno com os valores do eixo X e as densidades óticas correspondentes a 

cada concentração com os valores do eixo Y e calculado a equação da reta e o 

coeficiente de correlação R2. 

A determinação da quantificação da produção de colágeno das amostras 

foi baseado na curva padrão. 

 

 

 

3.2.13 Análise por bioinformática 
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Com os peptídeos obtidos foi feito uma análise utilizando três tipos de 

software de bioinformática, um para avaliar as características bioquímicas dos 

peptídeos (Programa Hidropathicity Plots, disponibilizado pelo site 

http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html, outro software para 

análise das possíveis regiões de clivagem da proteína (Peptide Cutter, 

disponibilizado no site http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/) e foi utilizado o 

programa de modelagem, Cn3D que é um software de livre acesso, obtido pelo 

site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml), com 

esse programa foi feito a localização dos peptídeos na molécula íntegra de 

mioglobina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 Resultados 

 

http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html
http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml
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4.1 Isolamento de serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca 

 

Nesta primeira etapa, foi realizada uma CLAE, por exclusão molecular, 

com tempo total de 145 minutos, onde a mistura do veneno total de Bothrops 

jararaca foi fracionado, com o objetivo de isolar a mistura contendo as 

serinoproteinases (pSPBJ). A coleta foi realizada a cada 2 minutos. As frações 

foram agrupadas seguindo a seguinte ordem: fração I (tempo 60 a 65), fração II 

(65 a 72), fração III (72 a 90), fração IV (90 a 99), fração V (99 a 105), fração VI 

(105 a 126) e fração VII (126 a 145), como pode ser visto na figura 10.  

 Para obter a quantidade necessária de material, foram realizados 5 

procedimentos de isolamento para a coleta das frações. 

 

Figura 10: Cromatograma obtido por CLAE, mostrando as frações coletadas, correspondente 
da mistura de serinoproteinases provenientes do veneno total de Bothrops jararaca, onde 
foram obtidas 7 (sete) frações, indicadas pelos números em vermelho, pelas linhas rosa 
observa-se as áreas das frações coletadas, mostrando começo e fim do pico em relação a 
fração. Esse cromatograma foi obtido a 280 nm, utilizando uma coluna de exclusão molecular, 
equilibrada e eluida com solução de bicarbonato de amônio 0,2 M pH 8,1, por 145 minutos com 

fluxo de 0,3 mL/minuto. 

Posteriormente, essas frações foram analisadas em eletroforese 

(SDS-PAGE 15%), para avaliar a massa molecular das proteínas contidas nas 

frações coletadas, como pode ser visualizado na figura 11. 
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Figura 11: Gel de SDS-PAGE 15% corado com azul de Coomassie R-250 mostrando as 
frações obtidas do veneno total de Bothrops jararaca. 1- Marcador de massa molecular – 
Fermentas. 2- Fração 1 proveniente do isolamento de serinoprotease.  3- Fração 2. 4- Fração 
3. 5- Fração 4. 6- Fração 5. 7- Fração 6. 8- Fração 7.  

 

Foi observado por SDS-PAGE 15%, a presença de contaminações entre 

as frações coletadas, mas sendo possível verificar a diferença entre as frações 

2 e 3, onde na fração 2 observa-se uma banda mais concentrada entre 50 kDa 

a 120 kDa e na fração 3 uma banda concentrada entre 20 kDa a 40 kDa. A 

partir da fração 4 observa-se que essas bandas que aparecem mais fortemente 

coradas permanecem aparecendo nas outras frações coletadas. Para saber 

qual destas frações era a de interesse, no caso pSPBJ, avaliamos 

subsequentemente a atividade proteolítica das frações. 

 

 

 

 

4.2 Atividade proteolítica das frações isoladas do veneno de Bothrops 

jararaca 

 

P.M 
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A atividade proteolítica das frações obtidas por CLAE, foi avaliada 

utilizando diferentes substratos, com o intuito de localizar a fração de interesse, 

pSPBJ.  

Primeiro, para avaliar se as frações coletadas apresentavam atividade, 

foi feito o teste de atividade proteolítica utilizando uma caseína acoplada a um 

fluoróforo, sendo testadas todas as frações (I à VII). Este teste mostrou que 

todas as frações testadas apresentavam atividade proteolítica. Entretanto, foi 

observado que a fração II e III, apresentaram uma atividade maior, como 

mostra a figura 12.  

 

 

Figura 12: A atividade proteolítica das frações obtidas do fracionamento do veneno total de 
Bothrops jararaca por CLAE. 
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Com as frações que revelaram maior atividade proteolítica, fração II e III, 

foi realizado outro teste de atividade proteolítica, utilizando caseína 1%, para 

observar se as frações coletadas reproduziam os resultados anteriores. Então, 

de acordo com as bandas resultantes da eletroforese SDS-PAGE 15% e com 

os resultados anteriores, foram selecionados para este teste as frações II e III, 

que apresentaram maior atividade proteolítica e também a fração IV, pois 

observando o gel de SDS-PAGE 15% é visto que esta fração tem menos 

contaminantes, portanto foi testada, no intuito de poder utilizá-la.  

Com as frações já determinadas, foram incubadas com caseína e 

solução de Tris 0,1 M pH 8,0. Para controle foi feito um branco, onde foi 

colocado água ultra pura (Milli-Q) com caseína 1% e solução Tris 0,1 M pH 8,0, 

nas mesmas condições, estas foram incubadas em tempos determinados. 

Assim, foi visto quais frações coletadas tinham atividade proteolítica, 

confirmando o teste anterior, como mostra a figura 13. 

 

 

Figura 13: A atividade proteolítica das frações obtidas por CLAE do  veneno total de Bothrops 
jararaca, utilizando como substrato caseína 1%. 
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Posteriormente foi realizado o teste de atividade proteolítica, utilizando 

caseína 1%, mas na presença de EDTA para inibir a atividade das 

metaloproteases, que podem estar presentes nas frações coletadas, assim 

evitando ações não desejadas. Portanto, neste ensaio foi visto que nas duas 

frações, fração II e III, houve uma redução na atividade proteolítica, indicando a 

inibição das metaloproteases. Na figura 14 é possível notar que a densidade 

óptica que é referente à atividade proteolítica, tem uma diminuição maior na 

fração II, assim indicando que a fração II tem mais metaloproteases do que 

serinoproteases, quando comparado à fração III. 

 

 

Figura 14: A atividade proteolítica das frações obtidas por CLAE, do veneno total de Bothrops 
jararaca, utilizando como substrato a caseína 1% na presença de EDTA. 

 

Visto que houve uma diminuição da atividade proteolítica quando 

colocado EDTA, e essa diminuição foi maior na fração II, foi feito o teste de 

atividade proteolítica utilizando BAPNA, substrato específico para 

serinoproteases, onde foram colocadas as amostras e adicionado BAPNA, e 

em intervalos de 10 minutos foi lida a densidade óptica à 410 nm. Com este 

teste de atividade proteolítica foi visto que a fração III continha as 

serinoproteases, pois neste teste na fração II não houve atividade, já a fração 

III apresentou atividade, pois somente as serinoproteases são capazes de 

clivar o substrato BAPNA como mostra a figura 15.  

Estes testes de atividade proteolítica foram feitos de forma pontual, 

somente uma vez, só para descartar as frações que continham as 

metaloproteases. Determinado que a fração III era a que continha as 
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serinoproteases, e que estas estavam ativas, foi realizado a hidrólise dos 

substratos utilizando a fração III que passou a ser chamada de pSPBJ. 

 

Figura 15: A atividade proteolítica utilizando BAPNA, um substrato que as metaloproteinases 
não são capazes de clivar. Observa-se que a fração II não teve atividade sobre o substrato 
BAPNA diferente da fração III, que teve atividade proteolítica. 

 

 

4.3  Hidrólise dos susbtratos endógenos 

 

Antes de hidrolisar as proteínas (substratos) escolhidas com o pSPBJ, 

foi feito a hidrólise desses substratos (mioglobina, hemoglobina, colágeno tipo 

I, porção Fc da cadeia pesada da IgG) utilizando a tripsina como controle, 

sendo que a tripsina é uma enzima da classe das serinoproteinases. Após os 

testes com a tripsina foi então utilizado o pSPBJ. Assim, foram incubados os 

substratos com tripsina, inicialmente para determinação do melhor tempo de 

hidrólise dos substratos 

Depois de feita a hidrólise, foi realizada a precipitação das proteínas 

remanescentes utilizando ácido acético 0,1 N, e os peptídeos obtidos foram 

purificados por CLAE. 
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Feito a precipitação, o sobrenadante foi liofilizado e então utilizado o 

método de Bradford para observar a quantidade de peptídeos presentes, como 

mostra a tabela 2. 

 

Tabela 2: Concentração estimada das amostras hidrolisadas, determinado por 
Bradford. 

Substrato Concentração (µg) 

Mioglobina 28,76  

Porção Fc da cadeia pesada da IgG 48,64  

Colágeno   5,93  

Hemoglobina 22,47  

  

Os hidrolisados também foram observados por eletroforese em gel SDS-

PAGE 15%, corado por nitrato de prata, como mostra a figura 16. No gel foi 

aplicado 0,06 µg da hidrólise de colágeno com T, 0,22 µg de hemoglobina com 

T, 0,48 µg de IgG com T e 0,3 µg  de mioglobina com T. As amostras foram 

aplicadas no gel em concentrações diferentes pois o volume total destas 

amostras eram pequenos e foi somente uma averiguação se a hidrólise tinha 

ocorrido da forma esperada. 

 

Figura 16: Gel de SDS-PAGE 15%, corado com nitrato de prata mostrando a hidrólise dos 
substratos pela tripsina. 1- Hidrólise do substrato IgG. 2- Hidrólise mioglobina.3- Hidrólise 
hemoglobina.4- Hidrólise colágeno.5- Marcador de massa molecular – Sigma.  

 



63 
 

Baseado nas bandas de baixa massa molecular que são vistas neste gel 

de SDS-PAGE, é possível afirmar que a hidrólise foi realizada com sucesso e 

gerou fragmentos de baixa massa molecular, os peptídeos, pois sabendo as 

massas moleculares das proteínas antes da hidrólise que são: mioglobina (17 

kDa); hemoglobina (cada cadeia 16 kDa); colágeno (193 kDa) e Fc IgG (45 

kDa).  

Para fazer uma comparação também foi feito uma eletroforese SDS-

PAGE 12,5%, utilizando as proteínas antes da hidrólise, em duas diferentes 

concentrações. A figura 17 mostra as bandas das proteínas antes da hidrólise, 

podendo confirmar, em comparação com a figura 16, que a hidrólise ocorreu 

com sucesso, pois é possível visualizar as bandas referentes a massa 

molecular de cada proteína íntegra. 

 

 

 

 

Figura 17: Gel de SDS-PAGE 12,5%, corado com azul de Comassie R-250, mostrando as 
proteínas íntegras, antes da hidrólise. 1- Marcador de massa molecular – Sigma. 2- Colágeno 
10 µg. 3- Colágeno 5 µg. 4- Mioglobina 5 µg. 5- Mioglobina 10 µg. 6- Fc IgG 5 µg. 7- Fc IgG 10 
µg. 8- Hemoglobina 5 µg. 9-  Hemoglobina 10 µg. 
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     4.4 Determinação do tempo ideal de incubação para a hidrólise dos 

substratos 

  

Após a incubação dos substratos com tripsina durante o tempo 

determinado, as amostras foram submetidas à precipitação, para 

posteriormente ser analisada e determinar o melhor tempo para cada amostra, 

utilizando CLAE para avaliar o rendimento e a qualidade da hidrólise destes 

substratos. 

Foi investigado o melhor tempo de hidrólise para cada substrato, 

realizando a cinética com tempo máximo de hidrólise de 24 horas. Nesse 

período, foram coletadas alíquotas de 100 µL nos tempos determinados, 

sendo: 0 minutos, 30 minutos, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 

horas, 16 horas, 18 horas e 24 horas. Essas alíquotas foram analisadas por 

CLAE, observando o perfil dos cromatogramas.  

As figuras 18, 19, 20 e 21, mostram os perfis desses hidrolisados 

utilizando como enzima a tripsina, no tempo de 18 horas. Esta determinação do 

melhor tempo foi padronizada utilizando os substratos com tripsina.  

 

 

Figura 18: Cromatograma do hidrolisado de mioglobina com T, por 18 horas. Análise feita em 
45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solução B (90% de ACN 
com 10% de solução 0,1% de TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com 
pressão máxima de 300 bar, com coluna C18fase reversa. 

 



65 
 

 

Figura 19: Cromatograma do hidrolisado de hemoglobina com T, por 18 horas.Análise  feita em 
45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solução B (90% de ACN 
com 10% solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressão 
máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa 

 

 

Figura 20: Cromatograma do hidrolisado da porção Fc da cadeia pesada da IgG com T, por 18 
horas.Análise feita em 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de 
solução B (90% de ACN com 10% de solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de 
onda de 214 nm, com pressão máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. 

 



66 
 

 

Figura 21: Cromatograma do hidrolisado de colágeno com T, por 18 horasAnálise feita em 45 
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solução B (90% de ACN 
com 10% de solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com 
pressão máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. 

 

 

4.5 Isolamento e caracterização dos compostos obtidos através da 
hidrólise da mioglobina com tripsina 

 

Estabelecido o tempo de hidrólise, sendo de 18 horas, os peptídeos 

gerados foram separados utilizando CLAE. Primeiro esses peptídeos foram 

separados por frações e avaliados quanto sua atividade em cultura celular.   

 

4.5.1 Isolamento das frações obtidas do hidrolisado de 
mioglobina com tripsina 

  

Feito a hidrólise da mioglobina com tripsina durante 18 horas e esse 
hidrolisado, já precipitado,foi purificado utilizando CLAE. 

Primeiro o hidrolisado foi coletado em frações, conforme mostra a figura 
22.  
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Figura 22: Coleta das frações do hidrolizado de mioglobina com T, utilizando o 
cormatograma obtido por CLAE, com uma análise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, 
com gradiente de 5% a 90% de solução B, monitorado com comprimento de onda de 214 
nm, com pressão máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa.  

 

 

4.5.2 Teste de viabilidade celular (Fn1) com as frações da hidrólise 

de mioglobina com tripsina 

 

Essas frações coletadas foram testadas em cultura de células, linhagem 

fibroblastos humanos normais (Fn1), onde foram incubadas, por 24 horas Após 

esse período foi verificada a viabilidade celular utilizando a técnica de MTT. 

Com esta técnica foi analisado a viabilidade celular e assim consequentemente 

a proliferação celular, com base na porcentagem do crescimento celular de 

acordo com o composto aplicado. Como controle foi utilizado somente as 

células. Essas foram incubadas durante o mesmo período somente com meio 

de cultura. 

A técnica de MTT foi empregada para um teste preliminar, com o intuito 

de verificar quais frações obtidas após a digestão da mioglobina com a tripsina 

alterariam o crescimento celular.  

Com isso, pôde ser visualizado que as frações peptídicas do hidrolisado 

de mioglobina com tripsina induziram atividade proliferativa. De acordo com 

esta atividade proliferativa foram determinadas algumas frações para serem 
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repurificadas e retestadas para confirmar sua atividade proteolítica e assim 

identificar novos peptídeos. As frações escolhidas foram, VI, VII e VIII, do 

hidrolisado de mioglobina com tripsina, que apresentaram um pouco mais de 

atividade proliferativa neste teste, como pode ser visto na figura 23. 

 

 

 

Figura 23: Teste de viabilidade celular utilizando a técnica de MTT com as frações do 
hidrolisado da mioglobina com T. As setas demonstram que as frações que tiveram maior 
atividade proliferativa e que foram escolhidas para novos experimentos. 

 

 

4.5.3 Purificação dos peptídeos 

 

Após a confirmação das frações com maior atividade, utilizou-se o 

mesmo princípio do técnica de MTT e a mesma metodologia, foi possível 

determinar que a fração VIII tinha um maior rendimento na purificação, visto 

que na atividade proliferativa as diferenças entre as frações não eram muito 

significativas. Esta fração, VIII, foi submetida novamente a etapa de 

purificação, utilizando CLAE. Nesta nova etapa de purificação foram coletados 

os picos referentes a fração VIII, como mostra a figura 24.  

Esses picos coletados serão testados e seqüenciados para caracterizar 

novos peptídeos, sendo que estes, depois de coletados foram liofilizados e 

armazenados a -4 °C. 
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Figura 24: Cromatograma do hidrolisado de mioglobina com T, por 18 horas. Análise de 45 
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solução B (90% de ACN 
com 10% de solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com 
pressão máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este cromatograma mostra a coleta 
dos picos referentes à fração VIII, da hidrólise de mioglobina com T, podendo visualizar pelas 
setas, quais são os picos coletados e seus respectivos números. 

 

 

4.5.4 Sequenciamento de peptídeo 

 

Após os picos purificados, estes foram submetidos ao sequenciamento de 

peptídeo por degradação de Edman, para determinar sua sequencia de 

aminoácidos e assim poder fazer também a localização desses peptídeos na 

estrutura da proteína íntegra. 

Pela degradação de Edman, foi observado a sequência dos peptídeos 

proveniente da hidrólise da mioglobina com T por 18 horas, sendo que foram 

obtidos a sequência de 3 peptídeos (tabela 3). Sendo que o peptídeo referente 

ao pico 25 e ao pico 26 não foram sequenciados, por não haver quantidade 

suficiente de material. 
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Tabela 3: Sequência, obtida por degradação de Edman, dos peptídeos gerados 

pela hidrólise da mioglobina com T. 

Pico da hidrólise de mioglobina com T Sequência do peptídeo 

Pico 24 TGHPETLEK 

Pico 27 GLSDGEWQQVLNVWGK 

Pico 28 ALELFR 

 

 Obtido as sequências dos peptídeos foi então analisado as 

características bioquímicas, como mostrado na tabela 4. 

  

Tabela 4: Peptídeos sequenciados com suas características bioquímicas 

determinadas pelo programa de bioinformática Expasy. 

Peptídeo 
N° 

aminoácidos 

Massa 

molecular 
pI Polaridade 

GLSDGEWQQVLNVWGK 16 1816.0 4.37 Anfipático 

TGHPETLEK 9 1011.1 5.37 Hidrofílico 

ALELFR 6 747.8 6.05 Hidrofóbico 

 

A polaridade destes peptídeos, foram analisados, utilizando o programa 

Hidropathicity Plots, disponibilizado pelo site 

http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html, como mostram as 

figuras 25, 26 e 27, também foi analisado a possibilidade destas clivagens 

ocorrerem nestes locais, como mostrado na figura 27. Essas análises foram 

feitas utilizando o programa PeptideCutter, disponibilizado no site 

http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/. 
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Figura 25: Análise da polaridade do peptídeo GLSDGEWQQVLNVWGK (27), utilizando a 
escala de Kyte-Doolittle (traço amarelo) que representa a hidrofobicidade e Hoop-Woods (traço 
roxo) que representa a hidrofilicidade. 

 

Figura 26: Análise da polaridade do peptídeo TGHPETLEK (24), utilizando a escala de Kyte-
Doolittle (traço amarelo) que representa a hidrofobicidade e Hoop-Woods (traço roxo) que 

representa a hidrofilicidade. 

 

Figura 27: Análise da polaridade do peptídeo ALELFR (28), utilizando a escala de Kyte-Doolittle 
(traço amarelo) representando a hidrofobicidade e Hoop-Woods ( traço roxo) representando a 
hidrofilicidade. 
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Figura 28: Análise das possíveis clivagens, indicadas em azul (porcentagem), que podem 
ocorrer na hidrólise da mioglobina utilizando como enzima a tripsina, utilizando o programa de 
bioinformática PeptideCutter, marcado com o retângulo vermelho estão os peptídeos que foram 
sequenciados.  

 

 Determinada as sequências dos peptídeos, foi realizado a localização 

desses peptídeos na proteína íntegra para observar se estes peptídeos 

estavam na parte externa ou interna da proteína íntegra. Utilizando o programa 

Cn3D 4.1, disponibilizado pelo site NCBI, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml, foi observado que os 

peptídeos gerados se localizavam na parte externa da proteína, assim sendo 

de fato um alvo mais evidente para as proteases. Essa localização pode ser 

vista na figura 29 (A e B). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml
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Figura 29: A e B - Localização dos peptídeos, obtidos através da hidrólise da mioglobina com 
T, na proteína íntegra da mioglobina, utilizando um programa de modelagem, Cn3D. 
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4.5.5 Síntese de peptídeos 

 

O peptídeo referente ao pico 28, ALELFR, foi submetido a síntese de 

peptídeo, pois o rendimento era mais baixo do que o esperado e assim seria 

preciso muito tempo para conseguir a quantidade necessária deste peptídeo. 

A síntese deste peptídeo foi realizada pela estratégia de Fmoc, onde foi 

obtido o peptídeo sintético do peptídeo de referência ALELFR e este foi 

analisado por CLAE e visto que o sintético estava puro. 

 

 

4.5.6 Teste de viabilidade celular (Fn1) com os picos 

purificados da hidrolise da mioglobina com tripsina 

 

Depois de identificado as frações ativas, sendo a fração VIII da hidrólise 

da mioglobina, essa fração foi purificada utilizando CLAE, e os picos coletados 

foram testados novamente na mesma linhagem celular, Fn1, para avaliar qual 

pico contido na fração VIII teve atividade proliferativa. 

Neste experimento foram testados apenas os picos 24, 27 e 28, sendo 

que os peptídeos 24 e 27 apresentaram melhor rendimento na purificação e o 

peptídeo 28 foi sintetizado, pois seu rendimento era abaixo do esperado. 

A atividade proliferativa dos picos 24, 27 e 28 desta fração, foi analisada 

pelo teste ANOVA com valor de significância de P<0,05. Esses picos induziram 

proliferação celular, sendo que para os picos 24 e 27 tiveram essa indução 

diminuída de acordo com a diminuição da concentração aplicada do peptídeo 

(figura 30 e 31 respectivamente). Utilizando o peptídeo 28 observou-se uma 

proliferação, mas diferentemente da indução de proliferação dos outros 

peptídeos, nas concentrações intermediárias houve uma indução de 

proliferação maior, como pode ser visto na figura 32. 

 



75 
 

 

Figura 30: Teste de MTT, utilizando o peptídeo 24 em diferentes concentrações em cultura de 
células do tipo Fn-1. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com 
significância de P<0,05. 

 

Figura 31: Teste de MTT, utilizando o peptídeo 27 em diferentes concentrações em cultura de 
células do tipo Fn-1. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com 
significância de P<0,05. 

 

Controle 2 1 0.5 0.25 0.125 0.062
0

50

100

150

*

[ ] g/mL

%
 v

ia
b

il
id

a
d

e
 c

e
lu

la
r

Controle 1.66 0.83 0.415 0.2075 0.103 0.051
0

50

100

150

200

***

*

[ ] g/mL

%
 v

ia
b

il
id

a
d

e
 c

e
lu

la
r



76 
 

 

Figura 32: Teste de MTT, utilizando o peptídeo 28 em diferentes concentrações em cultura de 
células do tipo Fn-1 Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com 
significância de P<0,05. 

 

Depois de testados os picos referentes à fração VIII, foi também testado 

o peptídeo sintético para observar a atividade, podendo ser comparado com o 

peptídeo natural, obtido pela purificação do hidrolisado de mioglobina. Com 

este teste foi possível observar que o sintético induziu a proliferação celular tal 

como o peptídeo natural (figura 33). 
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Figura 33: Teste de MTT, utilizando o peptídeo sintético, referente ao peptídeo 28, em 
diferentes concentrações em cultura de células do tipo Fn1. Os resultados deste teste foram 
analisados pelo teste ANOVA com significância de P<0,05. 
 

 

4.5.7 Quantificação da produção de colágeno por 

espectrofotometria com picrosirius red 

 

Depois de realizado o MTT,  foi feito também o ensaio de Picrosirius red, 

para quantificar o colágeno produzido pela interação da amostra aplicada com 

a cultura celular, pois sabe-se que a linagem Fn1 tem como sua função 

produzir colágeno e com este ensaio foi possível observar que quando 

incubado as células com os peptídeos, obtidos da mioglobina, a produção de 

colágeno não foi igual a produção de colágeno das células controle, que foram 

incubadas somente com meio de cultura, esse resultado se observa para todos 

os peptídeos aplicados  nas células com execeção do peptídeo 28 e sintético 

que a diminuição não foi tão significativa já que se pode observar que em 

concentrações intermediárias ficou muito semelhante ao controle (figura 34, 35, 

36 e 37 respectivamente).  
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Figura 34: Gráfico obtido pelo resultado do teste de Picrosirius red, para quantificar a 
porcentagem de estimulação da produção de colágeno, utilizando o peptídeo 24 em diferentes 
concentrações em cultura de células do tipo Fn-1. 

 

 

Figura 35: Gráfico obtido pelo resultado do teste de Picrosirius red, para quantificar a 
porcentagem de estimulação da produção de colágeno, utilizando o peptídeo 27 em diferentes 
concentrações em cultura de células do tipo Fn-1.  
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Figura 36: Gráfico obtido pelo resultado do teste de Picrosirius red, para quantificar a 
porcentagem de estimulação da produção de colágeno, utilizando o peptídeo 28 em diferentes 
concentrações em cultura de células do tipo Fn-1. 
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Figura 37: Gráfico obtido pelo resultado do teste de Picrosirius red, para quantificar a 
porcentagem de estimulação da produção de colágeno, utilizando o peptídeo sintético em 
diferentes concentrações em cultura de células do tipo Fn-1. 
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4.5.8 Teste viabilidade celular em HUVEC´s com peptídeos da 

mioglobina 

 

As sequências dos peptídeos obtidos da mioglobina após a hidrólise 

com tripsina, foram testados também em linhagem celular, HUVEC´s, para 

observar se também induziam  atividade proliferativa. Neste ensaio foi visto que 

todos os peptídeos utilizados induziram a proliferação celular desta linhagem, 

em diferentes concentrações, como pode ser visto nas figuras 38, 39 e 40. 

 

Figura 38: Teste de MTT, utilizando o peptídeo 24 em diferentes concentrações em cultura de 
células do tipo HUVEC´s. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com 
significância de P< 0,05. 
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Figura 39: Teste de MTT, utilizando o peptídeo 27 em diferentes concentrações em cultura de 
células do tipo HUVEC´s. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com 
significância de P< 0,05. 

 

Figura 40: Teste de MTT, utilizando o peptídeo sintético em diferentes concentrações em 
cultura de células do tipo HUVEC´s. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste 
ANOVA com significância de P< 0,05. 

 

Com este teste de MTT, para avaliação da atividade proliferativa dos 

peptídeos obtidos pela hidrólise da mioglobina com T, foi possível observar que 

os peptídeos apresentaram atividade proliferativa, que foi determinada como 

significante utilizando o teste ANOVA com P< 0,05, sendo que entre esses 

peptídeos, o mais ativo foi a concentração de 0,00775 do peptídeo sintético, 

ALELFR.  
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4.6 Isolamento e caracterização dos compostos obtidos através da 

hidrólise da hemoglobina com tripsina 

 

4.6.1 Isolamento das frações obtidas do hidrolisado de 

hemoglobina com tripsina 

 

Com o objetivo de produzir outros peptídeos, realizamos os 

experimentos empregando a hemoglobina como substrato e utilizando a 

mesma metodologia empregada para a mioglobina. Após a incubação por 18 

horas foi feito o procedimento de precipitação. As amostras foram fracionadas 

utilizando CLAE. Essas frações foram, primeiro, separadas por frações e essas 

frações foram coletados para observar sua atividade em cultura celular. As 

frações foram coletados como mostra a figura 41. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41: Cromatograma do hidrolisado de hemoglobina com T, por 18 horas.Análise de 45 
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solução B (90% de ACN 
com 10% de solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com 

pressão máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa.  
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4.6.2 Teste de viabilidade celular (FN1) com as frações da 

hidrolise de hemoglobina com tripsina 

 

A viabilidade celular foi testada nas linhagens Fn1, que foram tratadas, 

primeiro com as frações coletadas por CLAE. Essa atividade foi analisada pela 

metodologia do MTT, onde foi determinada a atividade proliferativa destas 

frações nas culturas de células. Com este ensaio, foi possível observar que as 

frações coletadas do hidrolisado de hemoglobina com T induziram proliferação 

celular discreta. A melhor indução de proliferação foi obtida com as duas 

primeiras frações (figura 42). 

 

 

Figura 42: Teste de MTT com as frações do hidrolisado da hemoglobina com T em cultura de 
células do tipo Fn1. As setas indicam as frações que induziram melhor uma proliferação, 
mesmo sendo discreta. 

 

 Estas frações foram testadas novamente em cultura de células, 

utilizando a mesma metodologia, foi determinada a utilização da fração I do 

hidrolisado da hemoglobina com T, pois a indução de proliferação permaneceu, 

em outros ensaios, maior. 
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4.6.3 Purificação dos peptídeos 

 

Com a fração escolhida, fração I, esta foi purificada utilizando CLAE, e 

os picos foram coletados e testados em células, utilizando a mesma 

metodologia já descrita do teste de viabilidade celular utilizando o MTT. 

Os picos referentes à fração I, da hidrólise da hemoglobina com T, foram 

coletados como mostra a figura 43, e depois esses picos foram testados. 

 

 

Figura 43: Cromatograma do hidrolisado de hemoglobina com T, por 18 horas.Análise de 45 
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solução B (90% de ACN 
com 10% solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressão 
máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. As setas indicam os picos que foram 
coletados. 

 

 

4.6.4 Teste de viabilidade celular (Fn1) com picos da hidrólise 

de hemoglobina com tripsina 

 

Depois de identificada a fração ativa, fração I da hidrólise da 

hemoglobina com T, essa fração foi repurificada e os picos coletados. Esses 

picos foram testados, utilizando o teste de MTT na mesma linhagem celular, 

Fn1.  Dos picos testados, o pico 1 apresentou maior indução de proliferação 

celular. 
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O pico 1, proveniente da fração I da hidrólise da hemoglobina com T, foi 

testado em diferentes concentrações. É possível observar na figura 44 que o 

pico 1 induziu proliferação celular nas diferentes concentrações, sendo que em 

concentrações menores teve maior indução de proliferação. Essa indução da 

atividade proliferativa foi avaliado utilizando o método ANOVA com significância 

de P< 0,05. 

 

Figura 44: Teste de MTT com o pico 1, proveniente da fração I, em diferentes concentrações 
em cultura de células do tipo Fn1. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste 
ANOVA com significância de P<0,05. 

 

 

4.6.5 Picrosirius red 

 

Após feito o teste de MTT para avaliar a atividade proliferativa do pico 1, foi 

realizado o ensaio de picrosirius red, para quantificar o colágeno produzido 

pela interação do peptídeo, pico 1, com a cultura de células do tipo Fn1. Os 

resultados deste experimento foram expressos em porcentagem, de acordo 

com o controle, sendo que neste teste utilizando o pico 1 proveniente da fração 

I da hidrólise de hemoglobina com T. Foi observado que este pico apresenta 

estimulação da produção de colágeno nas culturas de células do tipo Fn1, 

como é mostrado na figura 45. 
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Figura 45: Gráfico obtido pelo resultado do teste de picrosirius red, para quantificar a 
porcentagem de estimulação da produção de colágeno utilizando o pico 1, proveniente da 
fração I da hidrólise da hemoglobina com T, em diferentes concentrações em cultura de células 
do tipo Fn1. 

 

 

4.6.6 Análise de peptídeos gerados pela hidrólise de 

hemoglobina com tripsina 

 

 Foi realizado a análise das possibilidades de ocorrerem as clivagens na 

proteína da hemoglobina, utilizando um programa de bioinformática, 

PeptideCutter, disponibilizado pelo site 

HTTP://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/. Essa análise pode ser visualizada na 

figura 46. 

 

Controle 5,095 2,54750 1,27375 0,63680 0,31840 0,15921
0

50

100

150

200

250

**

[ ] g/mL

%
 e

s
ti

m
u

la
ç
ã
o

 c
o

lá
g

e
n

o

http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/


87 
 

 

Figura 46: Análise das possíveis clivagens que podem ocorrer na hidrólise de hemoglobina 
utilizando como enzima a tripsina. Para isto foi utilizado o programa Peptidecutter. 

 

 

4.7 Isolamento e caracterização dos compostos obtidos através da 

hidrolise do colágeno com tripsina 

 

4.7.1 Isolamento das frações obtidas dos hidrolisados de 

colágeno com tripsina 

 

Seguindo a mesma metodologia empregada para os outros substratos, 

foi feito o mesmo com o colágeno. Após incubação por 18 horas, precipitação e 

fracionamento utilizando CLAE (figura 47). As amostras foram, primeiro, 

separadas por frações e essas coletadas coletadas para observar sua atividade 

em cultura celular.  
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Figura 47: Cromatograma do hidrolisado de colágeno com T, por 18 horas, utilizando CLAE, 
com uma análise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de 
solução B, monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressão máxima de 300 bar, 
com coluna C18 fase reversa. Este cromatograma mostra a coleta das frações (quadrados 
pretos) da hidrólise de colágeno com T. 

 

 

4.7.2 Teste viabilidade celular com frações da hidrolise de 

colágeno com tripsina 

 

A viabilidade celular foi testada nas linhagens Fn1, que foram tratadas, 

primeiro com as frações coletadas por CLAE, para assim observar a atividade 

destas frações. Essa atividade foi observada pela metodologia do MTT, onde 

foi determinada a atividade proliferativa induzida pelas frações nas culturas de 

células. Neste ensaio foi possível observar que as frações testadas induziram 

proliferação celular, sendo que as frações VIII, IX e X apresentaram maior 

indução de proliferação celular, como pode ser visto na figura 48. 
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Figura 48: Teste de MTT utilizando as frações do hidrolisado do colágeno com T, onde é 
mostrado com setas as frações que tiveram  maior atividade proliferativa em cultura de células 
do tipo Fn1, e que foram testados novamente e depois purificados. 

 

 

4.7.3 Purificação dos peptídeos 

 

Cada fração coletada foi testada e observada sua atividade proliferativa. 

Essas frações que induziram atividade proliferativa em células foram 

novamente testadas em cultura de células. No segundo teste celular foi 

confirmada as atividades proliferativas das frações, portanto foi determinado 

que as frações IX e X fossem repurificadas, como pode ser visto na figura 49.    
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Figura 49: Cromatograma do hidrolisado de colágeno com T, por 18 horas.Análise de 45 
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solução B (90% ACN com 
10% solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressão 
máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este cromatograma mostra a coleta dos 
picos (setas), referentes a fração IX e X da hidrólise de colágeno com T. 
 
 

Como pode ser visto o colágeno não obteve um rendimento muito bom 

de peptídeos, inviabilizando a realização do teste de viabilidade celular após a 

incubação com os picos purifcados.  

 

 

4.8 Isolamento e caracterização dos compostos obtidos através da 

hidrolise da porção Fc da cadeia pesada da IgG com tripsina 

 

4.8.1 Isolamento das frações obtidas dos hidrolisados da 

porção Fc da cadeia pesada da IgG com tripsina 

 

Seguindo a mesma metodologia empregada para os outros substratos, 

foi feito o mesmo com a porção Fc da cadeia pesada da IgG.  Após  incubação 

por 18 horas e precipitação, a amostra foi fracionada utilizando CLAE (figura 

50).  
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Figura 50: Cromatograma do hidrolisado da porção Fc da cadeia peasada da IgG com T, por 
18 horas.Análise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de 
solução B (90% ACN com 10% de solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda 
de 214 nm, com pressão máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este 
cromatograma mostra a coleta das frações (quadrados pretos). 

 

 

4.8.2 Teste viabilidade celular com frações da hidrólise de Fc 

IgG com tripsina 

 

A viabilidade celular foi testada nas linhagens Fn1, que foram tratadas, 

primeiro com as frações coletadas por CLAE, para assim observar a atividade 

destas frações. Essa atividade foi observada pela metodologia do MTT, onde 

foi determinada a atividade proliferativa destas frações nas culturas de células, 

como pode ser visto na figura 51. 
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Figura 51: Teste de MTT utilizando as frações coletadas do hidrolisado da porção Fc da cadeia 
pesada da IgG com T, em cultura de células do tipo Fn1, onde pode ser visto que não houve 
uma atividade significativa de nenhuma das frações. 

 

Como pode ser observado na figura 51 as frações coletadas do 

hidrolisado da Fc IgG com T, não apresentaram atividade proliferativa 

significativa. Por outro lado a fração IV apresentou citotoxicidade, sendo assim 

a fração IV foi submetida novamente a purificação, com a tentativa de isolar 

algum peptídeo. 

 

 

4.8.3 Purificação dos peptídeos 

 

Essas frações foram purificadas novamente utilizando CLAE, e estes 

picos coletados foram também testados em cultura de células do tipo Fn1, pelo 

teste de MTT, para avaliar novamente sua atividade proliferativa ou citotóxica. 

A coleta desses picos foi realizada como mostra a figura 52. 
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Figura 52: Cromatograma do hidrolisado da porção Fc da cadeia pesada da IgG com T, por 18 
horas.Análise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de 
solução B (90% ACN com 10% de solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda 
de 214 nm, com pressão máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este 
cromatograma mostra a coleta dos picos (setas) referentes a fração IV da hidrólise da porção 
Fc da cadeia pesada da IgG com T. 

 

Como pode ser visto na figura 52, a hidrólise da porção Fc da cadeia 

pesada da IgG não apresentou um cromatograma satisfatório, pois os picos 

presentes neste cromatograma não se apresentaram muito bem separados, 

sendo assim esses picos coletados não foram testados em cultura de células 

do tipo Fn1. 

 

 

5. Determinar o melhor tempo de hidrólise dos substratos utilizando 

pSPBJ 

 

Com relação ao controle de hidrólise com T e visto que este tempo foi 

estabelecido com 18 horas, foi então feito a hidrólise com pSPBJ, isolada do 

veneno total de Bothrops jararaca. Para isso foi preciso determinar o tempo de 

hidrólise utilizando a pSPBJ, realizando uma cinética até o tempo total de 36 

horas. Durante o período da cinética foram coletadas alíquotas da seguinte 

forma: 0 minutos, 30 minutos, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 
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horas, 16 horas, 18 horas, 24 horas, 26 horas, 28 horas, 30 horas, 32 horas, 34 

horas e 36 horas. Após a cinética essas alíquotas foram analisadas por por 

CLAE.  

Nesta etapa foi utilizado como substrato a mioglobina, pois foi o 

substrato que apresentou melhor hidrólise utilizando T e também o substrato 

que gerou peptídeos que foram seqüenciados.  

Estabelecido então o substrato para incubar com pSPBJ, foi 

determinado o melhor tempo de hidrólise utilizando análise dos cromatogramas 

obtidos e definido como sendo 36 horas. 

 

 

5.1 Precipitação do hidrolisado com pSPBJ 

 

Determinado o tempo de hidrólise, (36 horas), foi então empregada a 

mesma metodologia utilizada com a hidrólise da mioglobina pela T,  

obedecendo o protocolo de v:v de ácido acético 0,1 N e quantidade de 

hidrolisado. 

 

 

5.2 Purificação dos peptídeos gerados a partir da hidrólise de 

mioglobina com pSPBJ 

 

O hidrolisado precipitado foi  analisado por CLAE, onde foi comparado 

com o perfil do hidrolisado de mioglobina com T, como mostram as figuras 53 

(A, B, C e D) onde o traço azul é hidrolise da mioglobina com T e a vermelha é 

a hidrólise com pSPBJ. 

 

 

 

 

 

 

 

 



95 
 

 

Figura 53: Cromatograma comparativo das hidrólises de mioglobina com T (traço azul) e 
pSPBJ (traço vermelho), por 18  e 36 horas respectivamente. Foi utilizado CLAE, com análise 
de 45 minutos, fluxo de 1 mL/minuto,  gradiente de 5% a 90% de solução B (90% ACN com 
10% solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, pressão máxima 
de 300 bar, em coluna C18 fase reversa.  A – Comparação entre os cromatogramas com 
escala de -40 a 100 mAU e escala de tempo de 0 a 30 minutos; B – Comparação entre os 
cromatogramas com escala de -40 a 80 mAU e escala de tempo de 17 a 22 minutos; C – 
Comparação entre os cromatogramas com escala de -40 a 80 mAU e escala de tempo de 17 a 
25 minutos; D – Comparação entre os cromatogramas com escala de -40 a 80 mAU e escala 
de tempo de 11 a 22 minutos. 
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No conjunto da figura 53, é possível observar que os picos 24, 27 e 28 

referentes à hidrólise da mioglobina com T, são semelhantes aos picos da 

hidrólise da mioglobina com pSPBJ, tendo o tempo de retenção muito 

semelhante.  

No geral, os perfis apresentaram um tempo de retenção semelhante, 

mas com relação aos picos encontrados na hidrólise utilizando a pSPBJ, foi 

determinado que esses picos seriam analisados através de sequenciamento  

de aminoácidos. Por outro lado, como a concentração destes picos 

apresentavam-se abaixo do necessário pelo aparelho de sequenciamento, foi 

preciso mudar a estratégia e posteriormente esses criptídeos serão 

sequenciados através de análise por espectrômetro de massas. Assim será 

possível avaliar a homologia existente entre os criptídeos gerados por T e os 

criptídeos gerados por pSPBJ. 
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6. Discussão 

 

Os acidentes ofídicos passaram a ser de notificação obrigatória no país 

em 1987, estabelecendo-se, entre o Ministério da Saúde e as Secretarias 

Estaduais de Saúde, um sistema de troca de soros por informações 

epidemiológicas (Cardoso et al., 2003). A implantação desse sistema, 

incorporando elementos do sistema de vigilância epidemiológica já existente 

em São Paulo, permitiu um melhor dimensionamento do ofidismo (Cardoso et 

al., 2003). 

O Brasil possui uma riquíssima fauna de serpentes e, apesar de contar 

com tradicionais instituições e especialistas no assunto, muitas espécies dessa 

fauna são ainda mal conhecidas ou pouco estudadas, embora essa situação 

venha se modificando nos últimos anos. O gênero Bothrops possui algumas 

das espécies mais importantes do ponto de vista médico, já que produzem a 

maioria dos acidentes ofídicos no Brasil (Melgarejo, 2003). Quando ocorre um 

acidente botrópico, na maioria dos casos há uma inoculação subcutânea ou 

intramuscular de veneno na vítima. O sangramento, no sítio de inoculação do 

veneno, é frequentemente observado, porém sua presença nem sempre indica 

comprometimento sistêmico, também ocorrendo o edema precocemente, 

sendo firme, rígido, com coloração violácea em decorrência do sangramento 

subcutâneo (França e Malaque, 2003). Já o quadro clínico sistêmico apresenta 

pequenos sangramentos, sem repercussão hemodinâmica, sendo comum 

gengivorragia, hematúria microscópicas, púrpuras e sangramentos em feridas 

recentes (Kamiguti, 1991). 

O tratamento é feito utilizando o antiveneno, sua indicação baseia-se 

nos critérios clínicos de gravidade. O antiveneno tem sido utilizado mesmo 

tardiamente no acidente botrópico. A demonstração da presença do veneno 

botropico no soro de pacientes, num período superior a 72 horas após o 

acidente, mostra a necessidade da administração de soro antibotrópico, 

mesmo após a admissão tardia da vítima ao atendimento hospitalar.(Barral-

Netto, 1991). Entretanto, permanece ainda por ser definido até quando a 

soroterapia ainda é benéfica. 
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 A presença do edema e sua extensão, é utilizada como critério de 

gravidade, mas a utilização desse critério como única variável na avaliação 

deve ser feito de modo criterioso, sendo que a capacidade neutralizante do 

processo inflamatório pelo antiveneno é limitada. È discutível a administração 

de dose adicional de antiveneno aos pacientes, baseado apenas na progressão 

do edema (França e Malaque, 2003).  

A constatação de que a eficácia dos antivenenos na neutralização dos 

efeitos locais é limitada (Gutierrez ET AL., 1998; Homma e Tu, 1970), abre 

espaço para investigações sobre possíveis drogas a serem associadas à 

soroterapia (Leon ET AL., 1998; Rucavado ET AL., 2000).  

Com isso neste trabalho pode ser visto até que ponto proteínas 

endógenas são passíveis de sofrer a ação de proteases como no caso do 

envenenamento e, após sua digestão gerarem peptídeos bioativos que podem 

atuar sobre o hospedeiro, acarretando efeitos não relacionados aos 

componentes do veneno e ainda não descritos. Assim, verificou-se que é 

possível as enzimas proteolíticas presentes no veneno de B. jararaca gerarem 

compostos ativos sobre componentes endógenos. 

Neste trabalho foi visto que é possível a obtenção desses peptídeos 

bioativos a partir de serinoproteinases, como já foi publicado por outros 

autores, como Richter et al. (1999), que afirmam ser possível a obtenção de 

peptídeos bioativos pela proteólise de macromoléculas endógenas. Esses 

componentes podem ter origem bacteriana, fúngica e podem ser provenientes 

da ação de venenos animais, como de serpentes, vespas, anfíbios, entre 

outros. Esses peptídeos encontram-se na forma inativa dentro das cadeias 

polipeptídicas das proteínas originais, chamadas de precursores peptídicos. 

Atualmente existem trabalhos publicados mostrando que os peptídeos 

bioativos não são provenientes somente de proteínas precursoras, mas podem 

ser provenientes de cripteínas, como Ueki et al., (2007) que sugerem que os 

peptídeos bioativos podem estar ‘escondidos’ nas proteínas de vários 

organismos, no entanto, podem não estar envolvidos na regulação fisiológica. 

Smith et al. (2006) nomearam este processo de busca por peptídeos bioativos 

produzidos pela digestão enzimática de várias proteínas, como criptoma.  
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Segundo Pimenta e Lebrun (2007), o criptoma é um subconjunto único 

de proteínas que tem a capacidade de gerar peptídeos bioativos, quando 

submetidos à clivagem proteolítica, em vez dos caminhos de transformação 

clássica.  

Utilizando a digestão enzimática, Tsuruki et al. (2003) encontraram o 

‘soymetide’, um peptídeo derivado da soja β-conglicinina pela digestão tríptica, 

sendo um promotor de fagocitose de neutrófilos. 

Baseado nesta nova classificação, foram utilizados substratos que 

primeiro foram hidrolisados com tripsina. A tripsina foi utilizada como proteína 

padrão de hidrólise para que pudéssemos através de um estudo comparativo 

compreender o mecanismo de geração de peptídeos bioativos utilizando 

serinoproteases do veneno botrópico como modelo de estudo.  

Os substratos foram escolhidos por sua biodisponibilidade, ou seja, 

quais destes tem mais acessibilidade com o veneno no momento da picada. 

Portanto foram escolhidos os seguintes substratos; presente na pele, o 

colágeno; no músculo, mioglobina; na circulação, hemoglobina e presente na 

resposta imune a Fc IgG, apesar de atualmente o soro ser fabricado somente 

com a porção F(ab), na tentativa de diminuir as reações adversas (Otero et al, 

1998), mas há estudos que demonstram que não há vantagem na clivagem 

enzimática das imunoglobulinas com relação ao poder neutralizante e 

especificidade em soros produzidos com a molécula de IgG ou F(ab´)2 contra o 

veneno de Bothrops (Leon et al, 2001). Assim a porção Fc IgG tem a 

capacidade de ligar-se a componentes do sistema complemento (Basta & 

Dalakas, 1994; Basta, 1996). Sendo assim alguns efeitos do envenamento não 

são provenientes somente do veneno, mas também de possíveis peptídeos 

obtidos através da hidrólise destes substratos pela ação da serinoprotease do 

veneno de B. jararaca. 

Destes substratos utilizados, o que gerou melhor hidrólise foi a 

mioglobina, sendo esta, uma proteína bastante utilizada como padrão para 

espectrometria de massa, juntamente com a tripsina (Zaia et al, 1992). A 

hidrólise da mioglobina com a tripsina permitiu a obtenção de alguns peptídeos 
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que puderam ser comparados com os peptídeos gerados para padrão de 

espectrometria de massas (Zaia et al, 1992). 

Além da mioglobina, a hemoglobina também apresentou um bom 

resultado na geração de peptídeos bioativos, mostrando que foi possível isolar 

dois peptídeos com atividade proliferativa em células Fn1, sendo um deles com 

maior atividade. Já existe publicado alguns trabalhos descrevendo o tratamento 

proteolítico da hemoglobina gerando uma série de peptídeos, como no trabalho 

de Brantl et AL. (1986), que encontrou uma série de peptídeos, denominados 

hemorfinas com atividades similares a opióides. 

 Somente em 1990 se tornou claro que a hemoglobina serve in vivo como 

poderosa fonte de peptídeos bioativos que deve ter um papel profundo na 

homeostase, como descrito por Ivanov et al. (1997).  

Diferentemente da mioglobina e da hemoglobina, o colágeno tipo I e a 

porção Fc da cadeia pesada da imunoglobulina G (Fc IgG), que também foram 

utilizados neste trabalho, não apresentaram obtenção de peptídeos bioativos 

significantes. Houve a geração de peptídeos, mas estes não puderam ser 

testados como peptídeo puro devido ao baixo rendimento da hidrólise. Esse 

baixo rendimento pode ser dado, talvez, pelo tempo da hidrólise desses 

substratos. 

Existem 24 tipos de colágeno e cada um deles apresenta características 

próprias, tanto em sua natureza química como no padrão de organização 

estrutural. As moléculas de colágeno também estão envolvidas, direta ou 

indiretamente, na adesão e diferenciação celular, quimiotaxia e outras funções 

importantes para o desenvolvimento e funcionamento do organismo (Bateman, 

1996).Existem na literatura, trabalhos que mostram a atividade dos fragmentos 

gerados por proteólise derivados do colágeno tipo IV, XV e XVIII, da membrana 

basal, que está envolvido com reguladores de angiogenese (Marneros & Olsen, 

2001). 

 Com os peptídeos obtidos da mioglobina e da hemoglobina, foram 

realizados testes em células, gerando um resultado positivo para atividade 

celular proliferativa, sendo que para mioglobina chegou-se até 3 (três) 
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peptídeos isolados e puros, sendo um deles sintetizado. Já os peptídeos da 

hemoglobina, foram testados puros, mas não foi possível determinar a 

sequeência, pois o tempo de retenção muito curto, assim quando analisado 

pelo sequenciador, pela técnica de degradação de Edman, tem a interferência 

de alguns aminoácidos livres.  

Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre esses peptídeos, foram 

utilizados programas de bioinformática para a caracterização das propriedades 

físico-químicas dos peptídeos, analisando massa molecular, PI, númeor de 

aminoácidos e polaridade. Com isso foi possível verificar que os peptídeos 

eram totalmente diferentes, o peptídeo 24 é constituído por 9 aminoácidos, 

possuindo característica hidrofílica. Já o peptídeo 27 é constituído por 16 

aminoácidos e possui característica anfipática, e por fim o peptídeo 28, que foi 

sintetizado devido ao seu baixo rendimento, que é constituído de 6 

aminoácidos, tendo característica hidrofóbica.  

Além da caracterização das propriedades físico-químicas, foi também 

analisado por bioinformática a localização desses peptídeos na molécula 

íntegra, no caso a mioglobina. Com essa análise foi possível observar que 

esses peptídeos encontram-se na parte externa da proetína, assim sendo 

realmente um alvo mais evidente para as serinoproteases do veneno de B. 

jararaca. 

 Com o peptídeo da hemoglobina e os peptídeos da mioglobina, foi 

observado a porcentagem da indução de proliferação celular pela técnica de 

MTT, um método colorimétrico fundamentado na capacidade de enzimas do 

tipo succinato desidrogenases, presentes na mitocôndria, quando as células 

viáveis degradam o substrato fornecido pelo reagente MTT (Mosman, 1983; 

Wilson, 2000). Com esta metodologia foi possível observar, em cultura de 

célula FN1, que houve proliferação celular desde a concentração de 0,159 

µg/mL até 5,09 µg/mL do peptídeo da hemoglobina e do peptídeo 24 da 

mioglobina. A melhor atividade foi na concentração de 2 µg/mL, sendo que nas 

outras concentrações também houve proliferação celular. Por outro lado, a 

melhor atividade foi na concentração inicial do 27, a melhor atividade foi na 

concentração inicial de 1,66 µg/mL e no 28 a melhor atividade foi obtida com a 
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utilização de 0,25 µg/mL, assim com o peptídeo sintético foi visto que a 

atividade proliferativa se confirma, tendo uma melhor atividade nas 

concentrações de 0,25  e 0,5 µg/mL.  

Nas culturas de células da linhagem endotelial, HUVEC´s, os peptídeos 

da mioglobina também apresentaram a atividade de proliferação celular, sendo 

que com a utilização do peptídeo 24 a melhor atividade proliferativa foi 

observada obtida na concentração de 1 µg/mL, com o peptídeo 27 a melhor 

atividade foi obtida na concentração de 0,41 µg/mL e como já havia sido visto 

que o peptídeo 28 e o sintético possuem a mesma atividade, como deveria ser, 

foi utilizado nas HUVEC´s o peptídeo sintético, onde foi obtido a melhor 

atividade na concentração de 0,25 µg/mL. 

Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre a ação destes peptídeos 

foi realizado a avaliação da degradação oxidativa dos ácidos graxos presentes 

no sobrenadante das células (lipoperoxidação lipídica –LPO) tratadas com o 

peptídeo da hemoglobina (dados não mostrados). A lipoperoxidação lipídica é 

iniciada pela reação de um radical livre com um ácido graxo insaturado e 

propagada por radicais peroxilas, resultando na formação de hidroperóxidos 

lipídicos e aldeídos, tais como malonaldeido, 4-hidroximonenal e isopostanos, 

que podem ser detectados em amostras biológicas e utilizados para se avaliar 

o estresse oxidativo (Lima et al, 2001). 

Para isso, foi utilizada a técnica de Ohkawa et al (1979), baseada na 

formação de susbstâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs), 

predominantemente o malonaldeído, que ocorre após a lipoperoxidação das 

membranas celulares. Baseado nesta técnica foi visto que quando utilizou-se o 

peptídeo da hemoglobina não houve uma significativa degradação oxidativa 

dos ácidos graxos. Por outro lado, na concentração de 5,09 µg/mL houve um 

aumento da quantidade da degradação oxidativa dos ácidos graxos,medida de 

nmol MDA/mL. Diferente do peptídeo da mioglobina que foi obtido uma 

quantidade significativa de nmol MDA/mL que o controle (dados não 

mostrados).  

A maioria dos estudos biológicos de LPO, envolvem metais de transição, 

e é geralmente aceito que o ferro é fundamental para catalisar mudanças 
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oxidativas nos tecidos (Gutteridge e Halliwell, 1990). Por outro lado, o 

mecanismo pelo qual a mioglobina induz peroxidação de ácidos graxos 

polinsaturados ainda é uma questão de disputa, Baron e Andersen (2002), 

sugerem que a peroxidação induzida pela presença de mioglobina é altamente 

dependente do pH. 

Depois de obtidos os peptídeos bioativos pela ação da tripsina, foi então 

feito a hidrólise da mioglobina com pSPBJ, lembrando que foi o substrato que 

obteve melhor rendimento com a tripsina. Para essa hidrólise foi feito uma 

cinética de hidrólise utilizando pSPBJ, onde constatou-se que o melhor tempo 

de hidrólise foi o 36 horas, baseado na análise do perfil cromatográfico feito por 

CLAE.  

Com isso, esta hidrólise foi possível observar que também houve a 

obtenção dos peptídeos, e se comparado ao perfil do hidrolisado de mioglobina 

com tripsina, é possível ver a semelhança. O cromatograma mostrou a eluição 

de peptídeos com tempos de retenção muito semelhantes, indicando dessa 

forma, que a hidrólise com pSPBJ pode gerar peptídeos com potencial bioativo 

sobre a mioglobina.  

Dessa forma, utilizando a clivagem de vários substratos utilizando 

tripsina como molécula de referência, esse estudo permitiu a padronização 

detalhada de testes que viabilizem a utilização da pSPBJ como modelo para 

geração de peptídeos bioativos em cultura celular, a partir da hidrólise de 

diferentes substratos. A padronização foi detalhadamente realizada utilizando a 

tripsina como molécula de referência para estudos futuros com pSPBJ. Ensaios 

futuros em culturas celulares poderão contribuir para a compreensão do 

fenômeno do envenenamento botrópico a partir da ação de serinoproteases na 

hidrólise de substratos endógenos, gerando peptídeos bioativos (criptídeos). 
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7. Conclusão 

 

De acordo com os resultados obtidos, até o presente momento, neste 

trabalho pode-se concluir previamente que:  

 A mioglobina e a hemoglobina tem em sua estrutura, peptídeos que ao 

serem liberados pela hidrólise apresentam atividade proliferativa. 

 Os peptídeos gerados pela hidrolise de mioglobina utilizando a tripsina 

tiveram atividade em cultura de célula FN1 e HUVEC´s. 

 Os peptídeos gerados pela hidrolise da hemoglobina, utilizando a 

tripsina tiveram atividade em cultura de célula FN1  

 Os aspectos físico-químico destes peptídeos provenientes da hidrólise 

da mioglobina apresentaram diferenças sendo hidrofílico (24), 

hidrofóbico (28) e anfipático (24). 

 A localização dos peptídeos na proteína integra, viu-se que os peptídeos 

estão na parte externa da proteína. 

 A trispina pode ser utilizada como serinoproteinase de referência, visto 

que tanto a tripsina quanto a serinoproteinase isolada do veneno de 

Bothrops jararaca, gerou frações peptídicas semelhantes quanto ao seu 

perfil de hidrólise pelo tempo de retenção. 
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Anexo 1: Certificado do Comitê de ética em pesquisa animal 
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ABSTRACT 

 

Serineproteases and metalloproteases are the main Bothrops jararaca 

venom enzymes acting on the victim’s tissues and proteins. As a result of their 

direct actions on tissue proteins, these proteases could generate peptides with 

specific actions in cells or other mechanisms. The most common sources for 

bioactive peptides are natural precursor proteins. Recent studies have shown 

that a new class of proteins not named as precursors, the crypteins, may, in 

some conditions, originate bioactive peptides, or cryptides. New cryptides 

generated by the action of the venom serinoproteases and by commercial 

trypsin on endogenous substrates, were isolated, then biochemically and 

biologically characterized. Serineproteases from B. jararaca venom were 

separated from the whole venom using an HPLC molecular exclusion column, 

verifying the activity of the fractions on the myoglobin. This substrate was 

incubated with the venom serineproteases as well as with trypsin. The resulting 

peptides were separated by fractionation by HPLC and the fractions were tested 

on cell cultures for proliferative or cytotoxic effects. Active fractions were 

rechromatographed in order to obtain the pure bioactive peptides. After the 

activity was confirmed, the peptides were sequenced and synthesized. Trypsin 

activity on myoglobin generated peptides (ALELFR, TGHPETLEK, 

GLSDGEWQQVLNVWGK) presenting proliferative activity on fibroblasts and 

endothelial cells. 3D modeling of myoglobin, using Cn3D software, showed that 

the three peptides are located on the surface of the protein. Digestion of 

myoglobin with the venom serineproteases generated an HPLC profile similar to 

the one obtained with trypsin. This suggests that the cryptides here described 

may indeed be generated at the the snake bite site, causing secondary effects, 
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not neutralized by serumtherapy. This study suggests that the venom 

serineproteases may generate cryptides with relevant effects through their 

actions on highly available protein substrates at the bite site. 

 

INTRODUÇÃO 

As serpentes são animais que despertam grande interesse na sociedade 

pela capacidade que alguns grupos apresentam em causar acidentes graves. 

O Brasil possui uma fauna de serpentes composta por aproximadamente 265 

espécies, classificadas dentro de aproximadamente 73 gêneros, em 9 famílias 

(Ministério da Saúde,2001) 

Segundo Melgarejo (2003), o gênero Bothrops representa o grupo mais 

importante de serpentes peçonhentas, com mais de 60 espécies encontradas 

em todo território brasileiro (incluindo os gêneros Bothriopsis e Bothrocophias). 

Nos primeiros instantes após a picada, o acidente botrópico se evidencia 

com a presença de edema, dor e equimose na região da picada, que progride 

ao longo do membro acometido. As principais ações do veneno de Bothrops 

jararaca são: ação proteolítica, coagulante e hemorrágica. Já as complicações 

locais são decorrentes da necrose e da infecção secundária que podem levar à 

amputação e/ou déficit funcional do membro. Também pode haver 

manifestações sistêmicas como, sangramento em pele e mucosas, hematúria, 

hematêmese e hemorragia em outras cavidades que podem determinar risco 

ao paciente. Estudos mostram que bioquimicamente essas complicações são 

resultados do consumo seqüencial dos fatores da coagulação, especialmente o 

fibrinogênio, com drástico aumento da fibrinólise, complexo trombina-

antitrombina, presença de produtos da degradação do fibrinogênio (FfDP – 

Fibrinogen degradation products) e severa trombocitopenia (Kamigutti et al., 

1991; Santoro ET AL., 2008; Santoro e Sano-Martins, 2004).  

Apesar do baixo índice de letalidade dos acidente botrópicos, esses  têm 

grande importância em saúde uma vez que podem resultar em severas 

complicações locais gerando sequelas permanentes como perda de função ou 

amputação do membro afetado (Gutierrez et al., 2007).  

Os venenos de serpente têm como seus componentes neurotoxinas, 

citotoxinas, cardiotoxinas, fator de crescimento neural, lectinas, proteínas de 

ligação do fator de Von Willebrand (VWF), proteínas de ligação do fator IX/X, 
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disintegrinas, peptídeos potenciadores de bradicinina (BPP – Bradykinin-

potentiating peptides), peptídeos natiuréticos, várias enzimas (exemplo: 

proteases, fosfodiesterases, aminotransferases, L-aminoácido oxidase, 

catalase, ATPase, hialuronidase, entre outras) e também enzimas inibitórias 

(Matsui, Fujimura e Titani, 2000).  

Os envenenamentos causados pelas serpentes Bothrops jararaca, são 

caracterizados com fisiopatologia complexa incluindo danos teciduais rápidos e 

drásticos e manifestações sistêmicas (França e Málaque,2003). 

Os venenos de serpentes, particularmente das famílias Viperidae e 

Crotalidae, contém proteases que afetam a cascata de coagulação sanguínea 

e ajudam na digestão das presas. Embora a maioria delas serem 

farmacologicamente ativas por si só, algumas exigem componentes adicionais 

para exibir uma atividade ideal (Kini, 1990, Doley e Kini, 2009). 

As metaloproteinases são enzimas abundantes em venenos de serpente 

da família Crotalines e Viperides. Elas são relevantes na fisiopatologia do 

envenenamento, sendo responsável pela ação local e sistêmica da hemorragia, 

freqüentemente observadas nas vítimas.  

Portanto, as metaloproteinases têm suas ações gerais não apresentando 

alta seletividade pelo substrato como as serinoproteases. 

As serinoproteases exibem preferência para catalisar a hidrólise de 

ligações peptídicas adjacentes a uma classe particular de aminoácidos. No 

grupo das enzimas semelhantes à tripsina, as proteases catalisam a hidrólise 

de ligações peptídicas envolvendo os aminoácidos básicos, arginina (Arg) e 

lisina (Lis), uma vez que elas têm um resíduo de aspartato ou glutamato no 

sítio de ligação do substrato, que pode formar uma forte ligação eletrostática 

com aqueles resíduos (Yousef et al., 2003), assim como as serinoproteinases 

de mamíferos que regulam a hemostasia (Serrano e Marroun, 2005). 

As serinoproteases desempenham um papel importante na regulação de 

muitos processos biologicamente relevantes, como por exemplo, a tripsina na 

digestão e a trombina na cascata da coagulação sanguínea. Esta classe de 

enzimas é um importante alvo na química medicinal contemporânea uma vez 

que, muitas doenças são decorrentes do mau funcionamento desta regulação. 

Assim, compostos que interagem especificamente com as serinoproteases 

podem ser úteis no tratamento de várias doenças (Talhout e Engberts, 2001). 
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Os peptídeos bioativos podem ser obtidos através de proteínas 

adquiridas na alimentação (Kitts, 1994). Além da digestão, é possível obter 

peptídeos bioativos pela proteólise de macromoléculas endógenas (Richter et 

al., 1999), de origem bacteriana, fungos e/ou através da ação de venenos 

animais, como de serpentes, vespas, anfíbios, entre outros.  

Segundo Autelitano et al. (2006), há evidências crescentes de que a 

clivagem proteolítica dá origem a peptídeos “escondidos” com atividade 

biológica que são muitas vezes imprevisíveis e totalmente distinta da proteína 

“precursora”. Um amplo espectro de proteases tem sido implicadas na geração 

de cripteínas naturais, que parecem desempenhar um papel na modulação de 

diversos processos biológicos, tais como a angiogênese, função imune e 

crescimento celular.  A liberação proteolítica das cripteínas com novas 

atividades, representa um mecanismo importante para a crescente diversidade 

da função da proteína e, potencialmente, oferece novas oportunidades para a 

terapêutica utilizando como base as proteínas. 

As cripteínas são definidas como proteínas que não são consideradas 

precursoras específicas para peptídeos bioativos, mas são capazes de, sob 

certas condições, gerar peptídeos bioativos com propriedades fisiológicas 

relevantes (Pimenta e Lebrun, 2007). 

A atuação de proteases exógenas como as de venenos, bactérias ou 

proteases tóxicas sobre proteínas endógenas pode ter importância na geração 

de peptídeos que podem atuar como sinalizadores nos processos fisiológicos 

do indivíduo analogamente aos peptídeos bioativos gerados a partir dos 

precursores endógenos. 

Baseado neste conceito avaliou-se até que ponto proteínas endógenas 

são passíveis de sofrer a ação de proteases como no caso do envenenamento 

e, após sua digestão gerarem peptídeos bioativos que poderiam atuar sobre o 

hospedeiro de forma indireta, acarretando efeitos não relacionados aos 

componentes do veneno e ainda não descritos. 

Desta forma além das ações próprias do veneno, neste trabalho será 

possível verificar principalmente se as enzimas proteolíticas presentes no 

veneno da Bothrops jararaca são capazes de gerarem compostos ativos sobre 

a ação de componentes endógenos, o que explicaria, em parte, a ineficácia da 
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neutralização dos anticorpos contidos no soro antibotrópico para algumas 

ações encontradas no envenenamento. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Isolamento de Serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca 

 

Para o isolamento das serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca 

foi realizada uma cromatografia por exclusão molecular de acordo com Ponce-

Soto (2007) com modificações. O procedimento foi realizado utilizando 10 mg 

do veneno total de Bothrops jararaca dissolvido em 400 µL de solução de 

bicarbonato de amônio 0,2 M com pH 8,1 e essa solução final do veneno 

dissolvido foi centrifugada por 2 (dois) minutos e o sobrenadante sendo 

reservado para aplicação no CLAE, que foi estabilizado com água ultra pura 

(Milli-Q) e depois com a solução de bicarbonato de amônio 0,2 M pH 8,1. 

Depois de estabilizado a coluna e a lâmpada UV  à 280 nm, ressaltando que a 

coluna permaneceu refrigerada em banho de gelo, foi então injetado 320 µL da 

amostra, contendo 8 mg do veneno total. A análise da amostra foi programada 

para ter um tempo total de 145 minutos com 100% da concentração da solução 

de bicarbonato de amônio 0,2 M pH 8,1, com pressão máxima de 30 bar, fluxo 

de 0,3 mL/minutos, sendo monitorado no comprimento de onda de 280 nm e as 

frações foram coletadas no intervalo de 2 minutos, liofilizadas e armazenadas a 

-20 °C. Esse procedimento foi realizado por 5 (cinco) vezes para obtenção da 

quantidade necessária de serinoproteases. 

Atividade proteolítica das frações isoladas do veneno de Bothrops 

jararaca 

Para determinação da atividade proteolítica das frações isoladas do 

veneno de Bothrops jararaca foi utilizado o método de Kunitz (1947) modificado 

por Lomonte & Gutierrez (1983). As amostras foram incubadas previamente 

com 100 µL de solução de EDTA 10 mM, com 1 mL de caseína 1% em tampão 

fosfato 100 mM, pH 7,4, durante 30 minutos a 37 °C. Após 30 (trinta) minutos 

foi adicionado 1 mL ácido tricloroacético (TCA) 5%, posteriormente submetidos 

à centrifugação a 23.500 g, durante 15 minutos sendo a densidade óptica dos 

sobrenadantes determinada em espectrofotômetro Ultrospec III, Pharmacia-
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Biotech a 280 nm. Para determinar a atividade proteolítica das frações isoladas 

também foi realizado o mesmo experimento, mas utilizando uma caseína com 

fluoróforo (leitura com excitação à 365 nm e emissão à 525 nm) e também foi 

utilizado Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (BAPNA) (leitura à 410 nm). 

Hidrólise da mioglobina 

A mioglobina foi hidrolisada, primeiro utilizando a enzima tripsina (T) e 

depois também a mistura contendo as serinoproteases isoladas do veneno total 

de B. jararaca (pSPBJ – pool serinoproteases Bothrops jararaca). Para a 

hidrólise foi pesado 2 mg do substrato endógeno e dissolvido em solução de 

Tris/HCl 50 mM pH 8,0. O tubo contendo essa solução adicionado o substrato 

foi colocado no banho Maria à 37 °C e então adicionado a enzima de escolha, 

sendo que a tripsina foi adicionada em uma concentração de 100 µg e a 

mistura das serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca na concentração 

de 200 µg. Antes de adicionar as serinoproteases no tubo com o substrato 

endógeno, foi adicionado 100 µL de solução de EDTA 10 mM, para inibir as 

metaloproteinases que poderiam gerar uma hidrólise não desejada. Em 

seguida, a amostra permaneceu em banho maria por 18 e 36 horas, para T ou 

pSPBJ, respectivamente. Esse tempo foi pré-estabelecido levando-se em conta 

a cinética de hidrólise. Esta cinética de hidrólise, que determinou o melhor 

tempo para geração de peptídeos, foi realizada coletando alíquotas das 

amostras incubadas seguindo os seguintes tempos: 0 minutos, 30 minutos, 1 

hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 horas, 14 horas, 16 

horas, 18 horas e 24 horas. Essas alíquotas foram analisadas de acordo com 

seu perfil cromatográfico. 

Precipitação dos hidrolisados 

Depois da hidrólise de 18 e 36 horas, utilizando tripsina e pSPBJ, 

respectivamente, os hidrolisados foram precipitados utilizando a solução de 

ácido acético 0,1 N, em banho de gelo, obedecendo a relação volume: volume 

(v:v), e 30 (trinta) minutos depois os hidrolisados foram centrifugados, em uma 

centrifuga SORVAL refrigerada à 4 °C, por 1 (uma) hora à 7.600 g, e o 

sobrenadante foi coletado e liofilizado, o precipitado foi descartado. 

Purificação dos peptídeos obtidos pela hidrólise da mioglobina 
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Uma alíquota da amostra hidrolisada e já precipitada foi injetada no 

CLAE para análise, sendo que o aparelho já estava programado para uma 

análise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% 

de solução B, monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressão 

máxima de 300 bar, com coluna C18, fase reversa. Os picos gerados foram 

coletados, liofilizados e armazenados a -20 °C. Esse procedimento foi realizado 

mais de uma vez para obter a quantidade necessária de material. 

Sequenciamento de peptídeo 

Após a purificação dos peptídeos pelo método de CLAE, esses 

peptídeos foram submetidos ao sequenciamento por degradação de Edman. A 

degradação de Edman remove sequencialmente um aminoácido por vez da 

extremidade amínica do peptídeo. Esse peptídeo reage com fenilisotiocinato 

que se combina com o grupo amino do N-terminal, levando esse peptídeo à 

tratamento com ácido diluído  em baixas temperaturas onde ocorre a remoção 

do resíduo N-terminal, que pode ser identificado por cromatografia. O restante 

da cadeia será submetida a outra série destas reações, permitindo a 

identificação do novo resíduo N-terminal. Assim a sequência pode ser 

determinada (Edman, 1950). 

 

Síntese de peptídeos 

Os peptídeos, depois de seqüenciados, foram submetidos à síntese pelo 

método de fase sólida, utilizando um sintetizador automático, empregando a 

estratégia Fmoc. Essa estratégia é um processo pelo qual as transformações 

químicas podem ser realizadas em suporte sólido a fim de preparar uma vasta 

gama de compostos sintéticos (Merrifield, 1963). 

 

Cultura de células 

As células foram distribuídas em placas e foram levadas para a 

incubadora a uma atmosfera de 37 °C e 5% CO2 e examinadas ao microscópio 

invertido, 3 vezes por semana. O meio de cultura foi trocado neste mesmo 

intervalo de tempo. Ao atingirem a confluência, as células foram tripsinizadas e 

plaqueadas em garrafas de 25 cm2. Ao atingirem a confluência nesta nova 



125 
 

garrafa foi desprezado o meio da garrafa e adicionado 2 mL de tripsina 0,4% 

para remover as células da superfície da garrafa. A tripsina foi retirada depois 

das células se soltarem e assim adicionou-se o meio RPMI com soro fetal 

bovino (SFB). As amostras de células foram transferidas para um tubo e esse 

foi centrifugado à 270 g por 10 minutos em centrifuga refrigerada à 5 °C. 

Depois de centrifugado o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi 

ressuspendido em 10 mL de meio RPMI.  Após homogenização, a 

concentração de células foi ajustada para 2 x 105 células por placa. 

 

Teste de viabilidade celular  

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT 

[3 -(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazolio brometo]. Este método é baseado 

na redução do MTT a cristais de formazan pelas células vivas. Foi determinada 

a atividade proliferativa das suspensões das linhagens celulares, incubadas em 

placas de 96 poços. Foram adicionados 10 mL de MTT (5 mg/ml) às células, e 

estas incubadas por três horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C. Após 

este período, o meio foi removido e acrescentou-se 100 mL de álcool metílico 

para dissolver os cristais de formazana formados e precipitados. A 

quantificação da absorbância foi realizada em leitor de ELISA com 

comprimento de onda de 540 nm (Wilson,2000; Mosman, 1983). 

 

Análise por bioinformática 

Com os peptídeos obtidos foi feito uma análise utilizando três tipos de software 

de bioinformática, um para avaliar as características bioquímicas dos peptídeos 

(Programa Hidropathicity Plots, disponibilizado pelo site 

http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html, outro software para 

análise das possíveis regiões de clivagem da proteína (Peptide Cutter, 

disponibilizado no site http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/) e foi utilizado o 

programa de modelagem, Cn3D que é um software de livre acesso, obtido pelo 

site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml), com 

esse programa foi feito a localização dos peptídeos na molécula íntegra de 

mioglobina. 

 

http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html
http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml
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RESULTADOS 

Nesta primeira etapa, foi realizada uma CLAE, por exclusão molecular, 

com tempo total de 145 minutos, onde a mistura do veneno total de Bothrops 

jararaca foi fracionado, com o objetivo de isolar a mistura contendo as 

serinoproteinases (pSPBJ). A coleta foi realizada a cada 2 minutos. As frações 

foram agrupadas seguindo a seguinte ordem: fração I (tempo 60 a 65), fração II 

(65 a 72), fração III (72 a 90), fração IV (90 a 99), fração V (99 a 105), fração VI 

(105 a 126) e fração VII (126 a 145), como pode ser visto na figura 1.  

 

 

Figura 1 – Cromatograma obtido por CLAE, mostrando as frações coletadas, correspondente 
da mistura de serinoproteinases provenientes do veneno total de Bothrops jararaca, onde 
foram obtidas 7 (sete) frações, indicadas pelos números em vermelho, pelas linhas rosa 
observa-se as áreas das frações coletadas, mostrando começo e fim do pico em relação a 
fração. Esse cromatograma foi obtido a 280 nm, utilizando uma coluna de exclusão molecular, 
equilibrada e eluida com solução de bicarbonato de amônio 0,2 M pH 8,1, por 145 minutos com 

fluxo de 0,3 mL/minuto. 

Posteriormente, essas frações foram analisadas em eletroforese 

(SDS-PAGE 15%), para avaliar a massa molecular das proteínas contidas nas 

frações coletadas. Há presença de contaminações entre as frações coletadas, 

mas sendo possível verificar a diferença entre as frações 2 e 3, onde na fração 

2 observa-se uma banda mais concentrada entre 50 kDa a 120 kDa e na fração 

3 uma banda concentrada entre 20 kDa a 40 kDa. A partir da fração 4 observa-
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se que essas bandas que aparecem mais fortemente coradas permanecem 

aparecendo nas outras frações coletadas (figura 2). Para saber qual destas 

frações era a de interesse, no caso pSPBJ, avaliamos subsequentemente a 

atividade proteolítica das frações. 

 

Figura 2 – Gel de SDS-PAGE 15% corado com azul de Coomassie R-250 mostrando as 
frações obtidas do veneno total de Bothrops jararaca. 1- Marcador de massa molecular – 
Fermentas. 2- Fração 1 proveniente do isolamento de serinoprotease.  3- Fração 2. 4- Fração 
3. 5- Fração 4. 6- Fração 5. 7- Fração 6. 8- Fração 7.  
 

A atividade proteolítica das frações obtidas por CLAE, foi avaliada 

utilizando diferentes substratos, com o intuito de localizar a fração de interesse, 

pSPBJ e foi determinado que a fração que continha a pSPBJ era a fração III 

(dados não mostrados).  

 Com isso, essa fração foi incubada com mioglobina. Da mesma maneira 

também foi incubado a mioglobina com tripsina, gerando frações peptídicas, 

que foram testadas previamente por teste de viabilidade celular para observar 

suas ações. Após os testes prévios, foram isoladas as frações peptídicas de 

interesse como mostra a figura 3. 
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Figura 3 – Cromatograma do hidrolisado de mioglobina com T, por 18 horas. Análise de 45 
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solução B (90% de ACN 
com 10% de solução 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com 
pressão máxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este cromatograma mostra a coleta 
dos picos referentes à fração VIII, da hidrólise de mioglobina com T, podendo visualizar pelas 
setas, quais são os picos coletados e seus respectivos números. 

 

Estes picos coletados foram submetidos a seqüenciamento de aminoácidos. 

Somente os picos 25 e 26 não puderem ser seqüenciados, pois a concentração 

era baixa. Por outro lado, os peptídeos 24, 27 e 28 foram seqüenciados (tabela 

1), sendo que o peptídeo 28 teve pouco rendimento por isso este foi 

sintetizado. 

Tabela 1 – Sequência, obtida por degradação de Edman, dos peptídeos 

gerados pela hidrólise da mioglobina com T. 

Pico da hidrólise de mioglobina com T Sequência do peptídeo 

Pico 24 TGHPETLEK 

Pico 27 GLSDGEWQQVLNVWGK 

Pico 28 ALELFR 

 

Com a sequência desses peptídeos foi realizada análises de bioinformática 

para maiores informações físico-químicas destes. Sendo que foi visto que o 

pico 24 é hidrofílico, o pico 27 é anfipático e o pico 28 é hidrofóbico. Assim para 

aprofundar o estudo sobre esses peptídeos foi realizado, com ajuda de um 
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programa de modelagem, a localização desses peptídeos na molécula íntegra 

da mioglobina (figura 4). 

 

Figura 4 – A e B - Localização dos peptídeos, obtidos através da hidrólise da mioglobina com 
T, na proteína íntegra da mioglobina, utilizando um programa de modelagem, Cn3D. 

  

Adicionalmente foi realizado o teste de viabilidade celular, em células do 

tipo Fn1. Com este teste de viabilidade celular foi possível observar que os 

peptídeos induziam a proliferação celular (figura 5, 6, 7). 
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Figura 5 – Teste de MTT, utilizando o peptídeo 24 em diferentes concentrações em cultura de 
células do tipo Fn-1. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com 
significância de P<0,05. 
 

 
Figura 6 – Teste de MTT, utilizando o peptídeo 27 em diferentes concentrações em cultura de 
células do tipo Fn-1. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com 
significância de P<0,05. 
 

 
Figura 7 – Teste de MTT, utilizando o peptídeo 28 em diferentes concentrações em cultura de 
células do tipo Fn-1 Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com 
significância de P<0,05. 
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Da mesma maneira que foi possível gerar peptídeos bioativos utilizando como 
enzima a tripsina, também pode-se observar a geração de frações peptídicas 
com tempo de retenção semelhante aos encontrados na hidrólise da 
mioglobina com a tripsina (figura 8). 
 
 

 
Figura 8 – Cromatograma comparativo das hidrólises de mioglobina com tripsina (traço azul) e 
pSPBJ (traço vermelho), por 18 e 36 horas respectivamente. 

 

No geral, os perfis apresentaram um tempo de retenção semelhante, 

mas com relação aos picos encontrados na hidrólise utilizando a pSPBJ, foi 

determinado que esses picos seriam analisados através de sequenciamento  

de aminoácidos. Por outro lado, como a concentração destes picos 

apresentavam-se abaixo do necessário pelo aparelho de sequenciamento, foi 

preciso mudar a estratégia e posteriormente esses criptídeos serão 

sequenciados através de análise por espectrômetro de massas. Assim será 

possível avaliar a homologia existente entre os criptídeos gerados por T e os 

criptídeos gerados por pSPBJ. 

 

DISCUSSÃO 

A constatação de que a eficácia dos antivenenos na neutralização dos 

efeitos locais é limitada (Gutierrez ET AL., 1998; Homma e Tu, 1970), abre 

espaço para investigações sobre possíveis drogas a serem associadas à 

soroterapia (Leon ET AL., 1998; Rucavado ET AL., 2000).  
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Com isso neste trabalho pode ser visto até que ponto proteínas 

endógenas são passíveis de sofrer a ação de proteases como no caso do 

envenenamento e, após sua digestão gerarem peptídeos bioativos que podem 

atuar sobre o hospedeiro, acarretando efeitos não relacionados aos 

componentes do veneno e ainda não descritos. Assim, verificou-se que é 

possível as enzimas proteolíticas presentes no veneno de B. jararaca gerarem 

compostos ativos sobre componentes endógenos. 

Neste trabalho foi visto que é possível a obtenção desses peptídeos 

bioativos a partir de serinoproteinases, como já foi publicado por outros 

autores, como Rudolf et al. (1999), que afirmam ser possível a obtenção de 

peptídeos bioativos pela proteólise de macromoléculas endógenas. Esses 

componentes podem ter origem bacteriana, fúngica e podem ser provenientes 

da ação de venenos animais, como de serpentes, vespas, anfíbios, entre 

outros. Esses peptídeos encontram-se na forma inativa dentro das cadeias 

polipeptídicas das proteínas originais, chamadas de precursores peptídicos. 

Atualmente existem trabalhos publicados mostrando que os peptídeos 

bioativos não são provenientes somente de proteínas precursoras, mas podem 

ser provenientes de cripteínas, como Ueki et AL., (2007) que sugerem que os 

peptídeos bioativos podem estar ‘escondidos’ nas proteínas de vários 

organismos, no entanto, podem não estar envolvidos na regulação fisiológica. 

Smith et al. (2006) nomearam este processo de busca por peptídeos bioativos 

produzidos pela digestão enzimática de várias proteínas, como criptoma.  

Segundo Pimenta e Lebrun (2007), o criptoma é um subconjunto único 

de proteínas que tem a capacidade de gerar peptídeos bioativos, quando 

submetidos à clivagem proteolítica, em vez dos caminhos de transformação 

clássica.  

Com os peptídeos obtidos da mioglobina e da hemoglobina, foram 

realizados testes em células, gerando um resultado positivo para atividade 

celular proliferativa, sendo que para mioglobina chegou-se até 3 (três) 

peptídeos isolados e puros, sendo um deles sintetizado. Já os peptídeos da 

hemoglobina, foram testados puros, mas não foi possível determinar a 

sequeência, pois o tempo de retenção muito curto, assim quando analisado 
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pelo sequenciador, pela técnica de degradação de Edman, tem a interferência 

de alguns aminoácidos livres.  

Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre esses peptídeos, foram 

utilizados programas de bioinformática para a caracterização das propriedades 

físico-químicas dos peptídeos, analisando massa molecular, PI, númeor de 

aminoácidos e polaridade. Com isso foi possível verificar que os peptídeos 

eram totalmente diferentes, o peptídeo 24 é constituído por 9 aminoácidos, 

possuindo característica hidrofílica. Já o peptídeo 27 é constituído por 16 

aminoácidos e possui característica anfipática, e por fim o peptídeo 28, que foi 

sintetizado devido ao seu baixo rendimento, que é constituído de 6 

aminoácidos, tendo característica hidrofóbica.  

Além da caracterização das propriedades físico-químicas, foi também 

analisado por bioinformática a localização desses peptídeos na molécula 

íntegra, no caso a mioglobina. Com essa análise foi possível observar que 

esses peptídeos encontram-se na parte externa da proetína, assim sendo 

realmente um alvo mais evidente para as serinoproteases do veneno de B. 

jararaca. 

Depois de obtidos os peptídeos bioativos pela ação da tripsina, foi então 

feito a hidrólise da mioglobina com pSPBJ, lembrando que foi o substrato que 

obteve melhor rendimento com a tripsina. Para essa hidrólise foi feito uma 

cinética de hidrólise utilizando pSPBJ, onde constatou-se que o melhor tempo 

de hidrólise foi o 36 horas, baseado na análise do perfil cromatográfico feito por 

CLAE.  

Com isso, esta hidrólise foi possível observar que também houve a 

obtenção dos peptídeos, e se comparado ao perfil do hidrolisado de mioglobina 

com tripsina, é possível ver a semelhança. O cromatograma mostrou a eluição 

de peptídeos com tempos de retenção muito semelhantes, indicando dessa 

forma, que a hidrólise com pSPBJ pode gerar peptídeos com potencial bioativo 

sobre a mioglobina.  

Dessa forma, utilizando a clivagem de vários substratos utilizando 

tripsina como molécula de referência, esse estudo permitiu a padronização 
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detalhada de testes que viabilizem a utilização da pSPBJ como modelo para 

geração de peptídeos bioativos em cultura celular, a partir da hidrólise de 

diferentes substratos. A padronização foi detalhadamente realizada utilizando a 

tripsina como molécula de referência para estudos futuros com pSPBJ. Ensaios 

futuros em culturas celulares poderão contribuir para a compreensão do 

fenômeno do envenenamento botrópico a partir da ação de serinoproteases na 

hidrólise de substratos endógenos, gerando peptídeos bioativos (criptídeos). 

CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir 

que a mioglobina tem em sua estrutura, peptídeos que ao serem liberados pela 

hidrólise apresentam atividade proliferativa. De acordo com os aspectos físico-

químicos destes peptídeos provenientes da hidrólise da mioglobina que 

apresentaram diferenças sendo hidrofílico (24), hidrofóbico (28) e anfipático 

(24) e sua localização dos peptídeos na proteína íntegra (parte externa), pode-

se afirmar que a trispina pode ser utilizada como serinoproteinase de 

referência, visto que tanto a tripsina quanto a serinoproteinase isolada do 

veneno de Bothrops jararaca, gerou frações peptídicas semelhantes quanto ao 

seu perfil de hidrólise pelo tempo de retenção. 
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