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RESUMO 
 

Sanson, André Luiz. Caracterização estrutural e funcional de uma proteína 
isolada do plasma de serpentes Bothrops jararaca, relacionada ao cininogênio 
de alta massa molecular de mamíferos. 2012. 80 f. Dissertação (Toxinologia). 

Instituto Butantan, São Paulo, 2012. 
 

O plasma da serpente Bothrops jararaca é rico em inibidores de proteases, alguns 
dos quais com atividade inibitória sobre toxinas presentes no veneno de serpentes 
da mesma espécie. Um desses inibidores apresenta massa molecular de 110 kDa, é 
um potente inibidor de cisteíno-peptidase e libera um peptídeo que induz contração 
de musculatura lisa homóloga. Por estas características, essa proteína, denominada 
BjHK (Bothrops jararaca High Molecular Weight Kininogen), foi correlacionada ao 
cininogênio de alta massa molecular de mamíferos. Além dessas propriedades, 
verificou-se que essa proteína inibe metaloproteases presentes no veneno de B. 
jararaca. Esse efeito também foi observado no cininogênio de alta massa molecular 
humano e correlacionado a porções do domínio 5 dessa proteína. O objetivo do 
presente projeto é procurar possíveis homologias entre a BjHK e o cininogênio 
humano, além de possíveis atividades inibitórias sobre agregação plaquetária e 
adesão celular, atividades estas também descritas no cininogênio de alta massa 
molecular humano. Por espectrometria de massas identificamos homologia para a 
proteína BJ46a isolada do plasma da mesma serpente, descrita com um fator anti-
hemorrágico. A BJ46a (BjHK) não apresenta homologia com o cininogênio humano, 
porém possui características comuns a essa proteína. Foram identificadas prováveis 
regiões responsáveis pela inibição de cisteíno-peptidase e metaloproteases, além de 
sequencias descritas como hipotensoras e inibidoras de agregação plaquetária. 
Quanto ao efeito sobre plaquetas, o BjHK apresentou uma atividade inibitória sobre 
plaquetas, quando foi utilizada a trombina como agonista. Além disso, o BjHK inibiu 
as alterações na interação leucócito-endotélio induzidas pelo veneno de B. jararaca, 
provavelmente devido a sua atividade inibitória sobre metaloproteases do veneno. 
Até o momento, nossos dados sugerem que a proteína BjHK e a BJ46a sejam a 
mesma proteína, encontradas em diferentes estados de complexação. A BjHK 
poderia ser a forma dimerizada ou trimerizada da BJ46a, sendo uma proteína 
pertencente a super família das cistatinas do tipo 3, devido ao fato de apresentar 
homologia estrutural as fetuínas. 
 
 
 
Palavras-chave: Espectrometria de massas, Purificação de proteínas, Serpentes, 
Cininogênio e Calicreina. 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 
 
 
Sanson, André Luiz. Structural and functional characterization of a protein 
isolated from Bothrops jararaca snake plasma, related to the mammalian high 
molecular weight kininogen. 2012. 80 p. Master thesis (Toxinology). Instituto 
Butantan, São Paulo, 2012. 
 
The Bothrops jararaca snake plasma is rich in protease inhibitors, some of which 
have inhibitory activity on toxins from its own venom. One of these, which has a 
molecular mass of 110 kDa, is a potent inhibitor of cysteine-peptidase and releases a 
peptide that induces contraction of homologous smooth musculature. For these 
characteristics this protein, named BjHK (Bothrops jararaca High Molecular Weight 
Kininogen) was correlated to mammalian high molecular weight kininogens. 
Moreover, it was found that this protein inhibits metalloproteases present in the B. 
jararaca venom. This effect was also observed in human high molecular weight 
kininogen and correlated to portions of the domain 5 of this protein. The aim of this 
project is to search for homologies between BjHK and the human kininogen, as well 
as a possible inhibitory activity of this protein on platelet aggregation and cells 
adhesion. These activities were also described in human high molecular weight 
kininogen. By mass spectrometry we identified the presence of homology to the 
protein BJ46a isolated from the same snake plasma, described with an anti-
hemorrhagic factor. The BJ46a (BjHK) shows no homology with the human 
kininogen, but it has common characteristics to this protein. We identified probable 
regions responsible for the cysteine-peptidase and metalloproteinases inhibition and 
sequences described as hypotensive peptides from B jararaca plasma and a 
sequence possibly responsible for the inhibition of platelet aggregation. On platelets, 
the BjHK presented an inhibitory activity when thrombin was used as agonist. In 
addition, BjHK inhibited changes in leukocyte-endothelium interactions induced by 
the B. jararaca venom, probably due to its inhibitory activity on the venom 
metalloproteases. Our data have suggested that BjHK and BJ46a are the same 
protein, in different states of complex. The BjHK could be the dimerized or trimerized 
structure of BJ46a, being a protein belonging to the type 3 cystatins superfamily due 
to the fact that it has structural homology to the fetuins.   
 
 
 
Key words: Mass spectrometry, Purification of protein, Snakes, Kininogen and 
Kallikrein 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

Os acidentes ofídicos constituem um importante problema de saúde pública 

por sua frequência e gravidade, sendo, atualmente, reconhecidos pela Organização 

Mundial de Saúde como parte do grupo de Doenças Tropicais Negligenciadas 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). No Brasil, as serpentes do gênero 

Bothrops são responsáveis por 87% dos acidentes por serpentes peçonhentas 

(OLIVEIRA et al., 2009). 

O gênero Bothrops compreende mais de 30 espécies e subespécies que 

estão distribuídas desde o sul do México até a Argentina, e em algumas Ilhas do 

Caribe. No Brasil, esse gênero compreende várias espécies, dentre as quais estão 

as serpentes popularmente conhecidas como jararaca (Bothrops jararaca) (figura 1), 

jararacussu (Bothrops jararacussu), urutu-cruzeiro (Bothrops alternatus), jararaca-

pintada (Bothrops neuwiedi) e caiçaca (Bothrops moojeni) (MELGAREJO, 2003). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bothrops jararaca é uma serpente peçonhenta cuja distribuição geográfica no 

Brasil compreende desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul, sendo a espécie 

mais comum no Sudeste e a principal causadora de acidentes nesta vasta área 

Figura 1 – Serpente Bothrops jararaca 
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geográfica. Possui colorido muito variável, apresentando desde tons castanhos 

claros até coloração quase completamente preta, que formam figuras em padrões de 

“V” invertido. Ágil, sobe com facilidade em arbustos e telhados baixos.  

 O tamanho médio dessa serpente é de aproximadamente 1 metro de 

comprimento; nasce principalmente entre fevereiro e março, em ninhadas 

compostas de 3 a 35 filhotes, medindo em torno de 20 cm de comprimento, podendo 

atingir de 90 a 120 cm de comprimento na fase adulta. Sua dentição é solenóglifa: 

possui o osso maxilar reduzido e carrega em cada maxila um desenvolvido dente 

para inoculação de veneno, o qual possui internamente, ao longo do seu 

comprimento, um canal por onde passa o veneno (HOGE; ROMANO HOGE, 1978, 

1979). 

O aparelho de veneno consiste de pares de glândulas, dutos e presas. Com 

relação à glândula, esta é formada por uma bainha de tecido conjuntivo invadida por 

músculos que se contraem durante a descarga de veneno e se localiza na região 

supralabial, posterior aos olhos (KLEMMER, 1968). 

Nos envenenamentos botrópicos ocorrem sérios distúrbios hemostáticos e 

intensa reação inflamatória no local da picada, com presença de edema, dor e 

hemorragia, podendo haver necrose, resultando em graves perdas teciduais com 

sequelas que podem desabilitar o indivíduo no trabalho (ROSENFELD, 1971; 

CARDOSO et al., 1993; FRANÇA; MÁLAQUE, 2003). 

A resistência de serpentes e de alguns mamíferos aos efeitos tóxicos do 

veneno de serpentes é conhecida de longa data. Várias proteínas foram isoladas do 

sangue destes animais sendo descritas como fatores anti-hemorrágicos (DOMONT 

et al., 1991; THWIN; GOPALAKRISHNAKONE, 1998). Esses fatores são 

glicoproteínas acídicas, termoresistentes e sem atividade enzimática (DOMONT et 

al., 1991). Aparentemente inibem especificamente metaloproteinases dos venenos 

ofídicos através da formação de complexos não covalentes, não atuando sobre 

serinoproteinases (DOMONT et al., 1991; THWIN; GOPALAKRISHNAKONE, 1998). 

O plasma de serpentes Bothrops jararaca é rico em inibidores de proteinases 

(CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 1995). Duas proteínas foram isoladas do plasma da 

serpente Bothrops jararaca capazes de inibir metaloproteinases isoladas de venenos 

ofídicos tais como jararagina, atrolisina C e bothropasina (TANIZAKI et al., 1991; 

VALENTE et al., 2001). 
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Além destas, um potente inibidor de cisteíno-peptidases também foi isolado 

do plasma dessa serpente (CHUDZINSKI et al., 1989). Essa proteína foi relacionada 

ao cininogênio de mamíferos pertencente ao sistema calicreína-cinina e foi 

denominada de Bothrops jararaca High molecular weight Kininogen – BjHK. Essa 

relação deve-se ao fato dessa proteína apresentar massa molecular de 110 kDa, 

liberar peptídeo ativo sobre musculatura lisa homóloga, além de ser um potente 

inibidor de cisteíno-peptidases (CHUDZINSKI et al., 1989). 

A BjHK, bem como o cininogênio de alta massa molecular isolado do plasma 

humano, apresentaram uma potente atividade inibitória sobre atividades 

hemorrágicas decorrentes do veneno de Bohtrops jararaca dependentes de 

metaloproteinases, atividade até então não descrita para essas proteínas 

(GONÇALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004).  

Estudos posteriores mostraram que, no cininogênio humano, a região 

responsável pela inibição de jararagina, uma metaloproteinase isolada do veneno de 

Bothrops jararaca, é uma porção rica em histidina e glicina localizada no domínio 5 

dessa proteína (GONÇALVES et al., 2003). 

Quanto à BjHK, ou qualquer outro cininogênio de répteis, não se conhece a 

estrutura química ou função fisiológica. 

 

1.1. O sistema calicreína-cinina 

 

O sistema calicreína-cinina é composto de pró-calicreína, calicreína tecidual 

ou pré-calicreína, calicreína plasmática, cininogênios, cininas, cininases e enzimas 

conversoras de cininas. Pró-calicreína dá origem a calicreína tecidual que age sobre 

cininogênio de baixa massa molecular liberando calidina. A calidina pode sofrer ação 

de aminopeptidases dando origem a bradicinina. Cininases podem degradar tanto 

cininas quanto seus precursores. (MORAIS et al., 1999). 

O primeiro relato sobre o sistema calicreína-cinina data de 1928 por Frey e 

Kraut. Esses autores observaram o efeito hipotensivo da urina humana quando 

injetada na corrente sanguínea de cachorros.  

Anos depois, descobriu-se que a origem desta substância hipotensora era no 

pâncreas, resultando no nome de calicreína, pois em grego Kallikreas significa 

pâncreas. Eugen Werle, em 1937, realizou experimentos com calicreína misturada 
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ao soro sanguíneo e concluiu que uma nova substância estava sendo gerada, a qual 

era capaz de contrair o íleo isolado de cobaias.  

A ativação do sistema calicreína-cinina por mecanismos fisiológicos e 

fisiopatológicos abrange várias atividades vasculares e celulares que derivam 

dessas vias. A atividade vascular do sistema calicreína-cinina inclui regulação da 

pressão sanguínea e risco de trombose. A atividade celular inclui proliferação 

celular, angiogênese, apoptose e inflamação (SCHMAIER; MCCRAE, 2007). 

O contato do plasma com superfícies carregadas negativamente ocasiona a 

ligação e ativação do fator XII (fator Hageman), resulta na ativação da pré-calicreína 

plasmática para calicreína pela ativação do fator XII e clivagem do cininogênio de 

alta massa molecular pela calicreína produzindo bradicinina (KAPLAN, 1997). 

A bradicinina foi relatada primeiramente em 1949 por Rocha e Silva e 

colaboradores, que descreveram um potente agente vasodilatador liberado do 

plasma humano utilizando o veneno da serpente Bothrops jararaca. Mais tarde 

estudos mostraram que a calicreína poderia ser encontrada em outros tecidos 

participando do sistema calicreína-cinina em uma grande diversidade de processos 

fisiopatológicos (COSTA-NETO et al., 2008). 

As cininas fazem parte de um grupo de peptídeos que incluem um 

nonapeptídeo bradicinina (BK) e um decapeptídeo Lys-BK, também chamado de 

calidina. A Lys-BK pode ser convertida em bradicinina pela ação de 

aminopeptidases. A formação das cininas ocorre pela ação das calicreínas 

plasmática e tecidual, as quais clivam os cininogênios liberando um peptídeo 

vasoativo denominado cinina (bradicinina) ou lys-bradicinina (calidina). A calicreína 

plasmática é uma serinoproteinase sintetizada nos hepatócitos e circula no plasma 

na forma inativa pré-calicreína ligada ao cininogênio de alta massa molecular 

(BHOOLA, 1992; MANDLE, 1976). A calicreína tecidual é uma glicoproteína ácida, a 

qual difere da calicreína plasmática por possuir ampla distribuição em rins, vasos 

sanguíneos, sistema nervoso central, pâncreas, intestino, glândulas salivares, baço 

e neutrófilos (BHOOLA, 1992; ZHAO, 2001; MAHABEER et al., 2000). Calicreína 

tecidual é sintetizada como uma proenzima chamada pró-calicreína, a qual é ativada 

por plasmina ou calicreína plasmática. A calicreína tecidual libera Lys-BK pela ação 

da calicreína tecidual sobre o cininogênio de baixa massa molecular 

(DOBROVOLSKY et al., 2002). 
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As cininas desempenham um papel importante na contração da musculatura 

lisa visceral, vasodilatação por promover a liberação de óxido nítrico (NO) do 

endotélio vascular, aumento da permeabilidade vascular, promoção da quimiotaxia 

dos leucócitos, transmissão da resposta de dor através do nervo terminal sensorial e 

desenvolvimento de hipotensão sanguínea (SAXENA et al., 2011). 

As ações biológicas e efeitos farmacológicos das cininas são mediados por 

dois tipos diferentes de receptor, denominados B1 e B2, que são membros da 

superfamília da proteína G (figura 2). As atividades das cininas estão diretamente 

relacionadas aos efeitos em seus receptores. Os receptores B1 e B2 estão 

localizados no endotélio vascular, nervo sensorial aferente, células da musculatura 

lisa e células epiteliais (SAXENA et al., 2011). 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Esquema de vários componentes do sistema calicréina-cinina 
adaptado de Saxena e cols. (2011). 
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Os receptores B1 raramente são expressos em tecido normal. Existe aumento 

do número de receptores B1 em tecidos inflamados, carcinomas, artrite reumatóide, 

rejeição a transplante e glomerulonefrite (BHOOLA, 1992; DRAY et al., 1993). A 

atividade farmacológica do receptor B1 é regulada por des-Arg9-BK e des-Arg10-

kallidin (figura 2). Os receptores B2 estão presentes na maioria dos tecidos, sendo 

ativados pela BK e lys-BK, são responsáveis pela maioria dos efeitos das cininas. 

Sua ativação implica em hipotensão, broncoespasmo e no desenvolvimento de 

edema (WOLLERT et al., 1997). 

A quantidade de cininas depende do aumento da produção e do metabolismo 

de um grupo de enzimas denominadas cininases. As cininas são degradadas em 

fluidos extracelulares e dentro de células por 2 enzimas (cininases I e II). A cininase 

I, uma carboxipeptidase, metaboliza a cinina pela remoção da arginina da porção 

carboxi-terminal; e a cininase II, pela remoção de Phe-Arg da porção carboxi-

terminal. Cininase II é a mesma enzima conversora de angiotensina que inativa 

angiotensina I (SAXENA et al., 2011). 

Em animais filogeneticamente distintos como os répteis, principalmente 

jacarés e tartarugas, ocorre a liberação de cininas quando o plasma entra em 

contato com superfícies carregadas negativamente, como observado em mamíferos. 

Durante a evolução, aves perderam uma enzima da fase de contato, possuindo 

todos os componentes menos o fator XII, no entanto esse fator pode ser transferido 

do plasma de mamíferos ou répteis, o que comprova essa perda (ERDÖS et al., 

1967; SEKI et al., 1973; CONLON, 1998). 

Por muitos anos, a existência do sistema calicreína-cinina em espécies 

diferentes dos mamíferos foi controversa. Estudos mostram que o tratamento do 

plasma de certas aves (ex. pombos e patos) e répteis (ex. jacarés e tartarugas) com 

esferas de vidro e/ou calicreína pancreática e pancreática porcina liberou um 

material como a bradicinina, que possui a capacidade de contrair útero de rata e 

induzir hipotensão em coelhos, no entanto a relação dessa substância com aquela 

de mamíferos é desconhecida (CONLON, 1998). 

Do plasma de galinha isolou-se uma proteína de 74 kDa que induziu 

contração de musculatura lisa homóloga, a qual denominou-se ornito-cininogênio 

(KIMURA et al., 1987). Esta proteína foi incubada com o plasma bovino contendo 

calicreína, mas a ativação por contato do plasma de galinha com superfície 
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carregada negativamente não formava cinina, indicando a ausência de pré-

calicreína, ativador análogo do fator XII de mamíferos. 

O tratamento do plasma de tartaruga ou jacaré com esferas de vidro na 

presença de inibidor de cininase forma cinina com substituição de um resíduo de 

aminoácido conforme observado na figura 3, quando comparados com bradicinina. 

Fica claro a presença de componentes do sistema calicreína-cinina encontrados em 

mamíferos. No entanto, plasma de outros répteis quando submetidos às mesmas 

condições, não apresentam a liberação de cinina, existindo a hipótese de ausência 

do cininogênio no sangue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 No sangue de anfíbios não existe a presença do sistema calicreína-cinina, 

contudo, na pele de alguns anfíbios foram detectados peptídeos relacionados com a 

bradicinina. Em peixes, o plasma tratado com esferas de vidro em condições já 

comparadas ao plasma de mamíferos e répteis não gera bradicinina, porém quando 

tratado com calícreína porcina tecidual ou plasmática, gera um peptídeo vasoativo, o 

que indica assim a presença de cininogênio (CONLON, 1998). Já foi isolado 

cininogênio do plasma de lampreia. 

Em serpentes, particularmente Bothrops jararaca, tanto o sistema calicreína-

cinina quanto os sistemas de controle da hemostasia têm muitas particularidades 

(NAHAS et al., 1973; LAVRAS et al., 1979; NAHAS et al., 1981; CHUDZINSKI-

TAVASSI et al, 1995). Embora inicialmente descrito como desprovido do Fator XII, 

pré-calicreína e cininogênio (LAVRAS et al., 1979), verificou-se posteriormente que o 

Figura 3 – Comparação da estrutura primária de bradicinina com a 
.encontrada em anfíbios, adaptado de Colon e cols.
.(1998). 
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plasma dessa espécie de serpente quando incubado com tripsina gerava um 

peptídeo ativo em oviduto de serpentes. No entanto, esse peptídeo era inativo em 

preparações farmacológicas (ABDALLA et al., 1989). 

 

1.2. Cininogênio 

 

As cisteíno-peptidases podem ser inativadas por inibidores protéicos naturais, 

presentes em tecidos de mamíferos, que foram descritos pela primeira vez na 

década de 1950 e, posteriormente, denominados cistatinas (BARRET 1986, 1987). 

Atualmente são conhecidas três famílias de cistatinas (I, II e III). Na família I estão as 

cistatinas A e B (também denominadas estefinas A e B) e a estefina C bovina, que 

são proteínas pequenas (100 resíduos de aminoácidos, 11kDa) e sem pontes 

dissulfeto. As cistatinas C, D, S e a cistatina presente em ovo de galinha são 

membros da família II e são proteínas maiores (120 resíduos de aminoácidos, 13 

kDa) e com duas pontes dissulfeto. Finalmente, na família III estão os cininogênios 

de alto (110 kDa) e de baixa massa molecular (60 kDa), produtos de um mesmo 

gene (KITAMURA et al, 1985; TAKAGAKI et al, 1985). Em ratos, um terceiro 

cininogênio foi identificado, o T-cininogênio (OKAMOTO; GREENBAUM, 1983), que 

também tem atividade inibitória sobre cisteíno-peptidases (MOREAU et al., 1986).  

Passadas várias décadas, muitos cininogênios foram identificados em 

mamíferos (PIERCE, 1968; SEMBA et al., 2000) e em outros animais incluindo 

anfíbios (LAI et al., 2001; MCCRUDDEN et al., 2007), peixes (YLONEN et al., 1999, 

2002) e insetos (ZHOU et al., 2006), os quais possuem diferentes estruturas e 

funções. No plasma de mamíferos, há 2 tipos de cininogênio: cininogênio de alta e 

baixa massa molecular (CAMM e CBMM, respectivamente), com exceção de ratos, 

os quais possuem um terceiro cininogênio denominado de T-cininogênio. Os CAMM 

e CBMM são derivados de um único gene K, com padrão combinado de splicing 

alternativo com calda polyA, enquanto que o T-cininogênio é codificado pelo gene T 

(ZHOU et al., 2007; LALMANACH et al., 2010). 

Os cininogênios humano são glicoproteínas constituídas por cadeias 

polipeptídicas únicas, que após a ação das calicreínas e consequente liberação de 

cininas, ficam compostos por uma cadeia pesada N-terminal ligada por uma ponte 

dissulfeto a uma cadeia leve C-terminal (COLMAN; SCHMAIER, 1997; SAINZ; 
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PIXLEY; COLMAN, 2007). A cadeia pesada é a porção da molécula responsável 

pela inibição das cisteíno-peptidases. Quando esta é comparada com as sequências 

de aminoácidos dos inibidores de cisteíno-peptidases de baixa massa molecular 

cistatinas e estefina, verifica-se um alto grau de homologia, principalmente em 

relação à sequência mais conservada – Glutamina, Valina, Alanina e glicina 

(QVVAG) (OHKUBO et al., 1984). Alguns inibidores peptídicos sintéticos são 

baseados nesta sequência mais conservada das cistatinas (LALMANACH et al., 

1993, 1995). 

O mapa do gene corresponde a 3q26-qter, o qual possui localização 

homóloga a α2HS-glicoproteína rica em histidina (FONG et al., 1991; RIZZU et al., 

1995). Possui 11 éxons e consiste de 27 Kb sintetizando um único RNAm para 

ambos os cininogênios de alta e baixa massa molecular por splicing alternativo. Os 

cininogênios compartilham a região que codifica os primeiros 9 éxons, uma parte do 

éxon 10 que contém a sequência da bradicinina, e os primeiros 12 aminoácidos 

seguintes a sequência carboxi-terminal da bradicinina (COLMAN; SCHMAIER, 

1997). 

Os 2 RNAm dos cininogênios codificam 2 proteínas separadas: o cininogênio 

de baixa massa molecular, uma β-globulina de 66 kDa com concentração no plasma 

de 160µg/ml (2,4 µmol/l) e ponto isoelétrico de 4,7, e o cininogênio de alta massa 

molecular, uma α-globulina de 120 kDa com concentração no plasma de 80 µg/ml 

(0,67 µmol/l) e ponto isoelétrico de 4,3 (JACOBSEN, 1967).  

Os cininogênios são sintetizados no fígado (TAKAGAKI et al., 1985; 

KITAMURA et al., 1985), mas nas células endoteliais da veia umbilical humana foi 

verificado RNAm para o cininogênio de alta massa molecular que é capaz de 

sintetizar a proteína (SCHMAIER, 1988).  

Os cininogênios são proteínas compostas de múltiplos domínios, cada um 

associado a um tipo de atividade. A ligação do cininogênio com receptores celulares 

facilita a liberação da bradicinina, que pode ligar aos receptores, influenciando o 

local de ação celular. Os cininogênios estão divididos em 3 porções: a cadeia 

pesada que é comum para ambos os cininogênios, a bradicinina e a cadeia leve que 

é única para os cininogênios (Figura  4). 
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Os domínios 1 ao 3 compreendem a cadeia pesada dos cininogênios. O 

domínio 4 é a região da bradicinina. O domínio 5, para o cininogênio de baixa massa 

molecular, é único com 4-kDa da cadeia leve. Os domínios 5 e 6 do cininogênio de 

alta massa molecular são únicos para essa proteína e correspondem à cadeia leve 

(COLMAN; SCHMAIER, 1997). 

Pouco se sabe sobre as funções do domínio 1, exceto que possui uma alta 

afinidade com sítios de ligação de cálcio e é capaz de inibir o fator natriurético 

(ISHGURO et al., 1987). 

Os domínios 2 e 3 contêm uma sequência de aminoácidos altamente 

conservados QVVAG presentes em inibidores de cisteíno-peptidase. O domínio 3 

possui outras funções, pois apresenta uma sequência que liga às plaquetas e 

células endoteliais. Em plaquetas ativadas, uma sequência do domínio 3 é capaz de 

inibir α-trombina, ou seja, essa sequência compete com a trombina pela ligação com 

as plaquetas mimetizando a sequência GPIb das plaquetas pela ligação com a 

trombina (MELONI; SCHMAIER, 1991; JIANG et al., 1992; PURI et al., 1991). 

O Cininogênio de alta massa molecular quando clivado pela calicreína libera 

bradicinina e forma o cininogênio de alta massa molecular ativado (CAMMa) que 

contêm uma cadeia pesada ligada a cadeia leve por uma ponte dissulfeto 

(COLMAN; SCHMAIER, 1997; SAINZ; PIXLEY; COLMAN, 2007). 

Figura 4 – Estrutura dos cininogênios humano e seus domínios adaptado de
.Colman e Schmaier, 1997. 
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O domínio 4 é a região da bradicinina que é um nonapeptídeo (Arg1-Pro2-

Pro3-Gly4-Phe5-Ser6-Pro7-Phe8-Arg9) liberado pela clivagem do CAMM pela ação da 

calicreína que possui muitas funções, dentre elas a de inibidor de α-trombina 

(TAKAGAKI et al., 1985; KITAMURA et al., 1985), possui uma atividade 

vasodilatadora pela estimulação da produção de metabólitos de ácido aracdônico e  

oxido nítrico, é um potente estimulador para ativador de tecido tipo plasminogênio (t-

PA) liberado em humanos e coelhos (BROWN et al., 1999), age em processos 

inflamatórios, edema e dor resultando em vasodilatação e no aumento da 

permeabilidade de microvasos (COLMAN; SCHMAIER, 1997; SAINZ; PIXLEY; 

COLMAN, 2007; LALMANACH et al., 2010  ). 

A ligação do domínio 5 com células é responsável pela ação antiadesiva do 

CAMMa que pode deslocar fibrinogênio de neutrófilos e plaquetas (GUSTAFSON et 

al., 1989) e inibir a adesão e espraiamento de células osteosarcoma sobre 

vitronectina, a proliferação de células endoteliais e a angiogênese (COLMAN et al., 

2000). 

Peptídeos derivados do domínio 5 do cininogênio de alta massa molecular, os 

quais estão classificados como região ligadora de células, induzem apoptose celular, 

inibem angiogênese e são bactericidas (ZHANG et al., 2002; NORDAHL et al., 

2005). 

O domínio 6 contém sítios de ligação para pré-calicreína e fator XI (COLMAN, 

1994). 

 

1.3. Resposta inflamatória (Domínio 5) 
 

Além de participar do processo inflamatório agudo com a liberação da 

bradicinina, o cininogênio de alta massa molecular, uma vez clivado pela ação da 

calicreína, exibe propriedades antiadesiva e antiinflamatória (COLMAN, 1996). 

Essas propriedades são relacionadas ao domínio 5 da proteína, que possui 

propriedades antiangiogênica (COLMAN et al., 2000), antiinflamatória (CHAVAKIS et 

al., 2001), de inibição da proliferação e de indução da apoptose de células 

endoteliais (GUO et al., 2001), anti-trombótica (CHAVAKIS et al., 2002b) e de 

inibição da agregação plaquetária induzida por trombina (CHAVAKIS et al., 2002a). 
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1.4. Inibição da agregação plaquetária e atividade antiadesiva do cininogênio 

de alta massa molecular humano (CAMM) 
 

Os cininogênios possuem atividade anti-trombótica, tanto o de baixo quanto o 

de alta massa molecular, sendo que 5% de sua concentração fisiológica induz o 

bloqueio pela trombina da agregação plaquetária e libera serotonina pela inibição da 

trombina (MELONI; SCHMAIER, 1991). A região do cininogênio que inibe a trombina 

tem sido associada com os domínios 3 e 4, a região da bradicinina (JIANG et al., 

1992; HASAN et al., 1996). Os 5 primeiros aminoácidos que compreendem o 

peptídeo da bradicinina – arginina, prolina, prolina, glicina e fenilalanina (RPPGF), 

promovem uma ligação forte no sítio da trombina pela ligação com receptores da 

atividade por proteinase (PAR) 1 e 4 para prevenir a clivagem pela trombina. A 

sequência RPPGF, in vitro, inibe a agregação plaquetária por colágeno, entretanto a 

mesma sequência em experimentos in vivo possui um efeito pró-agregante (HASAN 

et al., 1999, 2003). 

Os cininogênios exercem atividade inibitória sobre agregação plaquetária por 

três porções da sua molécula: uma região do domínio 3 compete com a trombina 

para a ligação à glicoproteína Ib; metabólitos da bradicinina podem prevenir a 

clivagem do receptor PAR ativado por trombina e o domínio 5 no cininogênio de alta 

massa molecular inibe a adesão e a agregação plaquetária bloqueando a interação 

entre a integrina αIIbβ3 e vitronectina (CHAVAKIS et al., 2002a). 

Além disso, o CAMM possui atividade antiadesiva, inibindo o espraiamento de 

células de osteosarcoma e melanoma sobre uma matriz de vitronectina, e de células 

endoteliais, plaquetas e células mononucleares do sangue sobre matrizes de 

vitronectina ou fibrinogênio, particularmente após a clivagem pela ação da calicreína, 

resultando na proteína livre de cinina (CAMMa) (ASAKURA et al., 1992). 

 

1.5. Ação da BjHK e do CAMM sobre metaloproteinases de venenos ofídicos 
 

A BjHK foi capaz de inibir atividades do veneno de serpentes Bothrops 

jararaca, nas quais metaloproteinases estavam envolvidas direta ou indiretamente 

(GONÇALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004), entretanto, diferentemente do 
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descrito para outros fatores anti-hemorrágicos, sem a formação de complexo 

proteinase-inibidor. 

Estudando-se o cininogênio de alta massa molecular humano, uma proteína 

teoricamente com algumas características homólogas observadas no BjHK, porém 

com estrutura e sequência conhecida, verificou-se que este também possui atividade 

inibitória sobre a atividade hemorrágica do veneno total de Bothrops jararaca e sobre 

uma metaloproteinase isolada desse veneno (GONÇALVES; CHUDZINSKI-

TAVASSI, 2004), a jararagina (PAINE et al., 1992), mas não sobre outras 

metaloproteinases de matriz tais como MMP2 e MMP9. Estes efeitos até então não 

haviam sido descritos para essa proteína.  

Utilizando peptídeos sintéticos verificou-se que esse efeito inibitório está 

relacionado a regiões ricas em histidina e glicina do domínio 5 do CAMM 

(GONÇALVES et al., 2003). 
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2.  OBJETIVO 
 

 

Tendo em vista as seguintes considerações: 

 A estrutura da molécula de BjHK não é conhecida, bem como a 

estrutura de nenhum outro cininogênio de répteis; 

 Tanto a BjHK quanto o CAMM inibem metaloproteinases presentes no 

veneno de Bothrops jararaca; 

 No CAMM esta atividade inibitória está relacionada a porções ricas em 

histidina e glicina do domínio 5 dessa proteína; 

 O domínio 5 do CAMMa promove inibição da agregação plaquetária, e 

possui propriedades antiagregantes; 

Este projeto visa estabelecer similaridades entre a BjHK e o CAMM através da 

análise estrutural da BjHK por sequência de aminoácidos e espectrometria de 

massas, particularmente procurando semelhanças com a região do CAMM 

responsável pela inibição de metaloproteinases do veneno de B. jararaca e a 

sequência do peptídeo liberado da BjHK após ação de proteinases, procurando 

semelhanças com a bradicinina. Além disso, como atividade inibitória do CAMM 

sobre metaloproteinases esta relacionada ao seu domínio 5, atividades presentes 

nesse domínio do CAMM também serão estudadas na BjHK. Para isso optou-se 

pelo estudo da ação da BjHK sobre agregação plaquetária e adesão celular. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

3.1. Material 
 

3.1.1. Animais 

 

Exemplares de ambos os sexos adultos de serpentes Bothrops jararaca, 

provenientes de diversas localidades, foram fornecidos pelo Laboratório de 

Herpetologia do Instituto Butantan. As serpentes eram recebidas no Laboratório de 

Fisiopatologia do Instituto Butantan um dia antes do procedimento, já que as 

mesmas ficavam no Laboratório de Herpetologia no mínimo por 10 dias para que 

pudessem recuperar-se de um possível estresse causado pela captura e transporte 

até o Instituto. O peso médio das serpentes utilizadas foi de 350 g. O procedimento 

foi aprovado pela Comissão de Ética no uso de animais do Instituto Butantan, 

protocolo número 745/10. 

 

3.1.2. Insumos/marcas 

 

- Insumos marca Sigma (St. Louis, USA): Albumina bovina, Ácido iodoacético, 

EDTA, Tris-HCl, DTT, PMSF, Glicerol, Vermelho de fenol, AgNO3, Papaína, Z-FR-

MCA, β-mercaptoetanol, Glicina, PGE1, Trombina, CaCl2, Oxalato de amônio, 

KH2PO4, HEPES, Colágeno, TEMED, Citrato de sódio, DMSO, L-cisteína, SDS, KCl-

HCl, MgCl2, Azul Comassie R250; 

- Insumos marca Merck (Darmstadt, Germany): Butanol, Azul de bromofenol, 

Triton X-100, H3PO4, Formaldeído, Metanol; 

- Insumos marca Vetec (RJ, Brasil): Ácido acético, Etanol, Persulfato de 

amônio; 

- Insumos marca Fischer (New Jersey, USA): NaCl; 

- Insumos marca Synth (SP, Brasil): NaHCO3, NaOH; 

- Insumos marca Anidrol (SP, Brasil): HCl; 

- Insumos marca BioRad (California, USA): Acrilamida; 

- Insumos marca Naturalis (SP, Brasil): Lecitina de soja; 
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- Insumos marca Holliday Scott (Buenos Aires, Argentina): Xilazina; 

- Insumos marca Agner União (Embu-guaçu, SP): Cloridrato de quetamina; 

 

3.1.3. Soluções e reagentes 

 

Todas as soluções foram preparadas em água deionizada Milli-Q Millipore 

(Darmstadt, Germany). 

Coleta de sangue serpente 

- Tiopental Sódico (30mg/kg); 

- Anticoagulante citrato de sódio 3,8%; 

- Solução com inibidores: PMSF 1 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCl 50 mM, NaCl 30 

mM. 

 

Cromatografias 

- Tampão de ativação: NaH2PO4 100 mM, L-cisteína.HCl 2 mM, EDTA 1 mM, 

DMSO 4%, pH 6,0; 

- Papaína; 

- Ácido iodoacético 10 mM; 

- Tampão diálise: NaHCO3 100 mM, NaCl 500 mM, pH 8,3; 

- Solução ácida: HCl 150 mM, NaCl 500 mM, pH 2,0; 

- Solução de bloqueio: Tris-HCl 100 mM, pH 8,0; 

- Solução NaOH 100 mM, NaCl 500 mM; 

- Solução ácida HCl 100 mM, NaCl 500 mM; 

- Solução NaCl 1M; 

- Tampão equilíbrio: Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, NaCl 30 mM, 

pH 8,0; 

- Tampão Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, NaCl 100 mM, pH 8,0; 

- Tampão Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, NaCl 200 mM, pH 8,0; 

- Tampão Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, NaCl 300 mM, pH 8,0; 

- Tampão de equilíbrio: Tris-HCl 100 mM, pH 7,0; 

- Solução ácida: KCl-HCl 500 mM, pH 2,0; 

- Tampão de neutralização: Tris-HCl 1 M; pH 8,0; 

- Solução diálise: Tris-HCl 20 mM, NaCl 30 mM, pH 8,0; 
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- Solução diálise: NaCl 150 mM; 

 

Ensaio de inibição de cisteino-peptidase 

- Tampão de ativação com DTT: NaH2PO4 400 mM, EDTA 4 mM, DTT 8 mM, 

pH 6,8. 

 

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

- Acrilamida 30%: acrilamida 29% e N,N’-metilenobisacrilamida 1%;  

- Tampão Tris-HCl pH 8,8: tampão Tris-HCl 1,5 M e SDS 0,1%, pH 8,8; 

- Tampão Tris-HCl pH 6,8: tampão Tris-HCl 0,5 M e SDS 0,1%, pH 6,8; 

- TEMED;  

- Solução de persulfato de amônio: persulfato de amônio 10%; 

- Butanol: n-butanol 91%; 

- Tampão de amostra redutor 5 X: tampão Tris-HCl 50 mM pH 6,8, azul de 

bromofenol 0,1%, glicerol 10%, -mercaptoetanol 100 mM e SDS 2%; 

- Tampão de amostra não redutor 5 X: tampão de amostra redutor 5X sem -

mercaptoetanol; 

- Tampão de corrida: tampão Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%, 

pH 8,3; 

- Solução corante: ácido acético glacial 10%, etanol 45% e azul Coomassie 

R250 0,25%;  

- Solução descorante: ácido acético glacial 10% e etanol 30%;  

- Solução secante: ácido acético glacial 10% e etanol 50%; 

- Solução stop + formaldeído 37%: Metanol 50%, ácido acético 12%; 

- Etanol 30%; 

- Tiossulfato de sódio 50%; 

- Solução de prata: AgNO3 20%, formaldeído 37%; 

- Solução reveladora: Na2CO3 30%, formaldeído 37%, tiossulfato de sódio 

50%; 

- Solução stop: Metanol 50%, ácido acético 12%, formaldeído 37%. 

 
Exclusão molecular 

- 0,1% TFA; 
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- 5% TFA; 

- 3% Acetonitrila; 

- 60% Acetonitrila; 

- 40% Acetonitrila, 0,1% ácido fórmico; 

- Bicarbonato de amônio 50 mM; 

- Detergente RapiGest SF 0,2%; 

- DTT 100 mM; 

- Iodoacetamida 300 mM; 

- Tripsina 50 ng/µl. 

 

Agregação Plaquetária 

- Anticoagulante ACD: ácido cítrico 10 mM, citrato de sódio 85 mM, dextrose 

111 mM; 

- PGE1;  

- Solução Tyrode: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, NaH2PO4.H2O 3 mM, HEPES 

10 mM, Glicose 5.6 mM, MgCl2 1 mM; 

- Solução Tyrode + apirase, pH 6,2; 

- Solução Tyrode + CaCl2; 

- Trombina 4,3 U/ml; 

- Colágeno 107,5 µ/ml; 

- Solução UNOPETTE: oxalato de Amônio, Timerosol.  

 

Efeito de BjHK na interação leucócito-endotélio 

- Anestésico: cloridrato de quetamina e xilazina. 

 

Quantificação de proteína por Bradford 

- Reagente de Bradford: comassie brilhante blue G-250, Etanol 95%, H3PO4 

85% (p/v). 

 

3.1.4. Resinas 

- DEAE-Celulose (Sigma, St. Louis, USA); 

- Sepharose-4B-CNBr (GE Heathcare, United Kingdom). 
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3.1.5. Equipamentos 

- Econo UV monitor (BioRad, California, USA); Registrador/Chort Recorder 

(BioRad, California, USA); Bomba peristáltica (GE Heathcare, United Kingdom); 

AggroLink (Chrobo-log corporation, USA); Espectrofluorímetro (Vitor3, Perkin 

Elemer, MA, USA); Espctrofluorímetro (Spectramax 190, Cambridge, England); 

Centrifuga 5810 R (Eppendorf, Hamburg, Germany). 

 

3.2. Métodos 
 

3.2.1. Coleta do sangue e obtenção do plasma 

 

O animal foi mantido em cativeiro até o momento do procedimento, foi 

anestesiado com solução Tiopental sódico (30 mg/Kg), por via subcutânea. Injetou-

se uma dose capaz de promover um estágio de anestesia profunda e duradoura 

(cerca de 3 horas), após 45 minutos da administração do anestésico (CHUDZINSKI 

et al., 1989). 

O sangue foi colhido através de uma incisão longitudinal, de 

aproximadamente 5 cm, na região ventral próxima ao coração que permitiu a 

exposição da artéria aorta abdominal, a qual foi puncionada. O sangue colhido em 

seringas plásticas foi transferido para tubos plásticos contendo anticoagulante citrato 

de sódio 3,8% respeitando-se a proporção de uma parte desta solução para 9 partes 

de sangue e mantido em banho de gelo, durante o tempo necessário para processar 

a separação do plasma por centrifugação durante 15 minutos a 2000xg. O plasma 

separado foi aliquotado em tubos falcon contendo solução com inibidores (PMSF 1 

mM, EDTA 1 mM, Tris-HCl 50 mM, NaCl 30 mM), congelados em álcool-gelo seco e 

mantidos a -80Cº, até o momento do uso. 

 

3.2.2. Cromatografia troca iônica 

 

Utilizou-se 52 ml da resina DEAE-Celulose (Sigma) previamente hidratada em 

água destilada. Esta foi filtrada em filtro de placa porosa e ressuspendida em 2 

volumes de coluna de NaOH 100 mM, NaCl 500 mM e deixada descansar por 10 

minutos em temperatura ambiente. A seguir a resina foi filtrada e lavada em 2 
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volumes de coluna do mesmo tampão, esta etapa foi repetida sem o uso de NaOH. 

Procedeu-se mais uma lavagem com HCl 100 mM, NaCl 500 mM, quando terminado 

o procedimento a resina foi lavada com água destilada, até obter um pH 5,0 ou 

maior. Em seguida a resina foi lavada com 2 volumes de coluna de NaCl 1M e o pH 

ajustado para 7-8 com NaOH. Finalizando, colocou-se 2 volumes de coluna do  

tampão a ser utilizado na cromatografia (10 vezes concentrado) e em seguida um 

fluxo constante de no mínimo 5 volumes de coluna do tampão uma vez concentrado; 

verteu-se a resina em uma coluna plástica (22 x 1,5cm). A coluna foi equilibrada com 

tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 contendo EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, NaCl 30 mM, 

com um fluxo constante de 18 ml/h, a 4 ºC. Uma amostra de 12 ml de plasma diluído 

1:2, contendo cerca de 200 mg de proteínas totais, foi aplicada á coluna. A 

cromatografia foi realizada a 4 ºC e as frações foram recolhidas em um fluxo de 18 

ml/h. O perfil protéico do efluente foi monitorado em espectrofotômetro (280 nm). 

Após a coleta do volume do efluente correspondente ao volume aplicado de plasma 

e ao volume da lavagem da coluna, pelo tampão de equilíbrio, até a redução dos 

valores da absorbância (A 280 < 0,05), a eluição do material ocorreu pelo aumento 

crescente das concentrações de NaCl 30 mM, 100 mM, 200 mM e 300 mM.  

 

3.2.3. Preparação da Resina de afinidade Carboximetil-papaína-Sepharose (CM-

papaína Sepharose) 

 

Foi dissolvido 50 mg de papaína em tampão fosfato de sódio 100 mM, L-

cisteina.HCl 2 mM, EDTA dissódico 1 mM e DMSO 4%, pH 6,0. Essa solução 

permaneceu durante 20 minutos a temperatura ambiente (20-25 ºC). Então, 

adicionou-se 10 mM ácido iodoacético, permanecendo em temperatura ambiente por 

mais 30 minutos para que ocorresse a carboximetilação da papaína de acordo com 

Anastasi e cols. (1983). Realizou-se uma diálise overnight 4 ºC em tampão de 

bicarbonato de sódio 100 mM e Cloreto de sódio 500 mM, pH 8,3. No dia seguinte a 

solução foi centrifugada a 5000xg por 20 minutos (ANASTASI et al., 1983), o 

sobrenadante recolhido e o pellet desprezado.  A papaína carboximetilada presente 

no sobrenadante foi quantificada espectrofotometricamente em comprimento de 

onda 280 nm para que fosse possível detectar a quantidade de papaína 

carboximetilada acoplada na resina Sepharose-4B-CNBr. A eficiência da 
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carboximetilação foi avaliada pela atividade residual da papaína sobre o substrato Z-

FR-MCA. 

A papaína carboximetilada foi acoplada à resina Sepharose 4B, ativada por 

brometo de cianogênio (CNBr). Adicionou-se 3 gramas de resina em pó em 200 ml 

de solução ácida HCl 150 mM, NaCl 500 mM, pH 2,0. Esta mistura permaneceu por 

15 minutos a temperatura ambiente para que a resina fosse hidratada, no final desse 

tempo obteve-se um volume de 10 ml de resina. Lavou-se a resina com 100 ml de 

solução bicarbonato de sódio 100 mM, NaCl 500 mM, pH 8,3 em funil de placa 

porosa. A resina foi ressuspendida no menor volume possível e então adicionou-se a 

papaína carboximetilada (2 ml da solução contendo papaína carboximetilada 2,7 

mg/ml) em 9 ml de resina. Essa mistura permaneceu à temperatura ambiente por 4 

horas sob agitação lenta e por mais 16 horas a 4 ºC. Filtrou-se a mistura em funil de 

placa porosa acompanhando-se espectrofotometricamente, em comprimento de 

onda 280 nm, o conteúdo protéico do filtrado. A quantidade do material não 

acoplado foi estimada, tendo a média de ligação de aproximadamente 95%. 

A resina foi lavada em 100 ml de tampão bicarbonato de sódio 100 mM, NaCl 

500 mM, pH 8,3, para a retirada do excesso de ligantes. Em seguida a resina foi 

lavada com 100 ml de tampão Tris-HCl 100 mM, pH 8,0, permanecendo nesse 

mesmo tampão em repouso por no mínimo 2 horas para que ocorresse o bloqueio 

de qualquer atividade de grupos remanescente. 

 

3.2.4. Cromatografia de afinidade 

 

Para a cromatografia de afinidade utilizou-se 6 ml da resina CM-papaína 

Sepharose, equilibrada com tampão Tris-HCl 100 mM, pH 7,0. O plasma (diluído 1:2, 

com o mesmo tampão) ou o efluente obtido da cromatografia de troca iônica, com 

atividade inibitória sobre a papaína, foi misturado à resina e deixado à temperatura 

ambiente sobre agitação lenta, por aproximadamente 1 hora. A suspensão a seguir 

foi lavada exaustivamente com o tampão de equilíbrio, até que as leituras de 

absorbância fossem desprezíveis (A 280 < 0,05). O material acoplado à resina foi 

eluído por acidificação com KCl-HCl 500 mM, pH 2,0. Frações foram colhidas de 1 

ml, as quais foram imediatamente neutralizadas com 50µl de tampão Tris-HCl 1 M, 

pH 8,0.  
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3.2.5. Quantificação de proteínas 

 

As concentrações de proteínas foram determinadas pelos seguintes métodos: 

O perfil protéico das frações foi determinado por espectrofotometria (Ultospec 

2100 pro) com comprimento de onda 280 nm. Posteriormente, as amostras contendo 

proteína foram agrupadas e quantificadas pelo método de Bradford em microplaca 

de 96 poços – foi realizada para cada experimento uma curva padrão variando de 

0,0625 mg/ml a 1,5 mg/ml de albumina bovina. Colocou-se 5 µl dos padrões, branco 

e das amostras, adicionou-se 195 µl do reagente de Bradford e  homogeneizou-se a 

mistura por 30 segundos. Incubou-se à temperatura ambiente e no abrigo de luz por 

45 minutos. O registro da reação foi realizado no aparelho Spectramax 190 

utilizando-se comprimento de onda de 450 nm e 590 nm. Após leitura foi utilizada a 

razão 590 nm/450 nm para aumentar a sensibilidade do método. A análise dos 

resultados foi realizada no programa SoftMax Pro 4.8 (ZOR; SELINGER, 1996). 

 

3.2.6. Inibição da hidrólise do substrato Z-FR-MCA por inibidor de cisteíno-peptidase 

 

Os substratos utilizados foram acoplados a peptídeos que contêm a sonda 

fluorescente 7-amino-4metilcumarina (MCA). Estes quando hidrolisados apresentam 

um espectro de absorção e emissão diferentes daqueles da 7-amino-4 

metilcumarina (MCA) ligados aos peptídeos. O fator limitante no uso destes 

substratos é de permitir o estudo da especificidade dos subsítios S (nomenclatura de 

Schechter e Berger, 1967). Esta restrição deve-se ao fato da fluorescência aparecer 

somente quando ocorre a hidrólise da ligação X-MCA (X = diferentes aminoácidos) e 

liberação do produto MCA fluorescente. O uso do substrato fluorescente Z-Phe-Arg-

MCA (Z-FR-MCA) (Figura 5), tem sido amplamente difundido devido à alta 

sensibilidade do método de dosagem do produto fluorescente 7-amino-4-metil-

cumarina (BARRETT; KIRSCHKE, 1981).  

O aumento da fluorescência é, portanto, proporcional ao número de 

moléculas do substrato clivado pela protease, permitindo assim o monitoramento 

direto da velocidade de sua hidrólise em espectrofluorofotômetro. 
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Deixou-se a papaína (0,1 µg) ser ativada em tampão Fosfato de Sódio 400 

mM, EDTA 4 mM, DTT 8 mM, pH 6,8. Em seguida adicionou-se a BjHK (1,0 µg) e 

incubou-se a mistura durante 10 minutos a 37ºC. Adicionou-se o substrato Z-FR-

MCA (4,0 µg) e seguiu-se a leitura em espectrofluorímetro (Vitor3, Perkin Elmer) 

utilizando-se microplacas e mantendo-se a temperatura da reação em 37 ºC, sob 

comprimento de onda λexc = 380 nm e λem = 460 nm, respectivamente, com um 

número de 10 repetições e intervalos de 30 segundos entre as repetições, energia 

da lâmpada 800W. 

 

3.2.7.  Cinética de inibição da papaína 

 

Para a realização da cinética de inibição da papaína (0,1 µg) foram utilizadas 

duas concentrações do substrato Z-Phe-Arg-MCA (Z; benzoil, MCA; metilcoumarina) 

correspondentes a 5 e 10 µM. A proteína BjHK, obtida após cromatografia de 

afinidade, foi utilizada em quatro concentrações: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 µg para cada uma 

das concentrações de substrato utilizadas. Inicialmente, foi realizada a pré-

incubação da papaína com a BjHK por 15 minutos a 37 ºC em tampão fosfato de 

sódio 400 mM, EDTA 4 mM, DTT 8 mM, pH 7,5. Após a incubação, o substrato foi 

adicionado e seguiu-se leitura em espectrofluorímetro (Victor3, Perkin Elmer) 

utilizando placas de 96 poços e a temperatura da reação foi mantida a 37 ºC em 

compartimento termoestabilizado, sob agitação. O espectrofluorímetro foi ajustado 

para leitura de excitação e emissão em 380 e 460 nm, respectivamente. Os dados 

cinéticos para as medidas de atividade proteolítica foram determinadas a partir das 

Figura 5 – Estrutura do substrato comercial Z-FR-MCA, onde Z = 
carbobenzoxi, Phe = fenilalanina, Arg = arginina e MCA = 7-
amino-4-metil-cumarina.  
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velocidades iniciais de hidrólise (consumo de substrato inferior a 10%, cinética de 

ordem zero) e os cálculos envolvendo os parâmetros cinéticos (Ki) foram realizados 

utilizando a equação descrita por Dixon no programa Grafit para Windows 5.0 

(LEATHERBARROW, 1992). O mecanismo de inibição também foi determinado 

através de gráficos 1/V x [l] (plotagem de Dixon). 

 

3.2.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

A análise estrutural das proteínas foi realizada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida – SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate – Polyacrilamide Gel 

Electrophoresis), segundo protocolos descritos por Laemmli (1970) e Sambrook, 

Fritsch e Maniatis (1989). Utilizou-se concentração de 5% no gel de concentração e 

12% no de separação. As amostras foram aplicadas diretamente no gel sob 

condições desnaturantes e redutoras. As amostras foram preparadas em uma 

mistura de tampão de amostra contendo SDS e β-mercaptoetanol, aquecidas 

durante 5 minutos a 95ºC. Posteriormente, foi realizada a eletroforese em uma cuba 

contendo tampão de corrida tris/glicina/SDS, sob corrente de 15 mA/gel, em 

temperatura ambiente, por aproximadamente 2 horas. Utilizou-se a coloração por 

prata onde o gel foi fixado em solução stop mais formaldeído durante 30 segundos 

no microondas, lavou-se o gel em etanol 30% durante 30 segundos no microondas 

mais 5 minutos em temperatura ambiente, lavou-se com tiossulfato de sódio 50% e 

deixou mais 30 segundos no microondas e agitou-se durante 2 minutos em 

temperatura ambiente, lavou-se com água destilada e mais 30 segundos no 

microondas mais agitação durante 2 minutos em temperatura ambiente, incubou-se 

por 10 minutos em solução de AgNO3, lavou-se com água destilada e em seguida 

revelou-se com solução de Na2CO3 20% parando a reação com solução stop (BLUM; 

BEIER; GROSS, 1987). 

 

3.2.9.  Exclusão molecular 

 

A fração que saiu da cromatografia de troca iônica com capacidade de inibir 

cisteíno-peptidase, contendo 4 bandas, foi submetida a filtração utilizando 

membrana de exclusão de 100 kDa (Millipore). A amostra foi colocada no filtro e 
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centrifugada lentamente obtendo-se duas frações, uma ficou retida na membrana, a 

qual denominamos de fração maior (contendo duas bandas), e a que passou pela 

membrana, fração menor (contendo outras duas bandas). Em seguida enviamos o 

material para análise por espectrometria de massas. 

 

3.2.10. Espectrometria de massas 

 

As amostras foram dessalinizadas em um sistema de HPLC Shimadzu 

composto por duas bombas LC-10ADvp, um amostrador SIL-10AF com resfriador de 

amostra, um detector expectrofotométrico SPD-10ª, um forno de colunas CTO-

10AVvp controlados por um módulo SCL-10Avp. Antes da injeção, foi adicionado 

TFA de forma a obter-se a concentração de 0,1% desse ácido. A coluna de 

dessalinização foi uma coluna C4 de 5 µm, porosidade de 300 Å e dimensões de 

3x4 mm. A condição cromatográfica foi inicialmente de 3% de acetonitrila com 0,1% 

de TFA a 1 ml/min por 2 minutos. A seguir a proporção de acetonitrila foi elevada a 

60% em 0,5 minutos e mantida nessa composição por 1,5 min. As frações eluídas 

entre 2,7 e 3,1 minutos foram coletadas em tubos de polipropileno de 1,5 ml e 

concentradas por speed-vac.  

Os resíduos foram dissolvidos em 50 µl de água e 50 µl de solução 

bicarbonato de amônio 50 mM. A seguir foram adicionados 25 µL do detergente 

RapiGest SF a 0,2% e a solução obtida foi aquecida a 80 °C por 15 minutos. A 

amostra foi centrifugada e 2,5 µL de ditiotreitol a 100mM foram adicionados. A 

amostra foi incubada a 60°C por 30 minutos e ao final novamente centrifugada. A 

seguir foram adicionados 2,5 µL de iodoacetamida a 300 mM e a amostra foi 

mantida no escuro durante 30 minutos. Junto à mistura resultante adicionou-se 10 

µL de tripsina a 50 ng/µL (Promega Sequnncing Grade) em tampão bicarbonato de 

amônia a 50 mM. A amostra foi digerida a 37 °C por 16 horas. Após a digestão, 

foram adicionados 10 µL de ácido trifluoroacético a 5% e a mistura foi agitada por 

vórtex. As amostras foram incubadas a 37 °C por 90 minutos e ao final desse 

período centrifugadas a 9.408xg a 6 °C por 30 minutos. Os sobrenadantes foram 

transferidos para frascos Total Recovery da Waters. 

As análises quantitativas foram efetuadas em sistema composto por um 

nanoUPLC NanoAcquity e um espectrômetro de massas em tandem híbrido Q-TOF 
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Synapt MS (Waters). A separação cromatográfica foi efetuada por meio de um 

gradiente binário de 3 a 40% de acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico em água 

com 0,1% de ácido fórmico a um fluxo de 0,6 µL/min. A coluna de trapping foi um 

Symetry C18 5µm de 20mm x 180 µm e a cromatográfica um nanoAcquity UPLC 

BEH130 1,7 µm de 10 cm x 100 µm. O tempo total da aquisição foi de 90 minutos. O 

espectrômetro de massas foi operado em nanoelectrospray no modo positivo com 

uma fonte do tipo NanoLockSpray. O espectrômetro foi calibrado com clusters 

formiato de sódio e a geometria do nebulizador foi ajustada com infusão de uma 

solução de GFP a 200 fmol/µL em acetonitrila/água com 0,1% de ácido fórmico. O 

íon duplamente carregado de GFP foi também utilizado para lockmass. As 

aquisições foram feitas no modo de aquisição independente de dados (MSE) que 

alterna aquisições em baixa energia de colisão (3eV) com energias elevadas (15-

50eV) aplicadas ao compartimento trap do dispositivo T-Wave. O MS profile do 

analisador quadrupolar foi ajustado de modo a impedir a transmissão abaixo de m/z 

300. O analisador TOF foi operado no modo V com um poder de resolução da ordem 

de 10000 adquirindo a faixa de m/z 50-1990 por 1,5 segundos para cada ciclo de 

baixa e alta energia de colisão. A aquisição de lockmass foi feita a cada 30 

segundos. 

Os dados foram processados e deconvoluídos pelo ProteinLynxGlobal Server 

v.2.5.1. A identificação das proteínas foi obtida pelo mesmo software comparando 

com a biblioteca UniProtKB/Swiss-Prot completa (release 2012_02). A biblioteca foi 

randomizada “on-the-fly” durante a busca, usando um false positive rate de 4%. O 

número máximo de “missed cleavages” foi igual a 1 e as seguintes modificações 

foram incluídas na busca: carbamidometilação da cisteína (fixa), oxidação da 

metionina e acetilação da porção N-terminal (variáveis). 

 

3.2.11. Agregação plaquetária 

 

Para a obtenção de plaquetas lavadas, o sangue humano foi colhido em 

anticoagulante ACD (ácido cítrico 10 mM, citrato de sódio 85 mM, dextrose 111 mM), 

respeitando-se a proporção de 1 parte de ACD para 6 partes de sangue. Esse 

sangue foi centrifugado a 190xg por 20 minutos em temperatura ambiente e o 

plasma separado. No PRP (plasma rico em plaquetas) adicionou-se 12,5 µl de PGE1 
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para cada 10 ml de plasma. O PRP foi transferido para tubos e centrifugado durante 

1 minuto a 6.702 x g. O sobrenadante foi desprezado, pois se tratava de PPP 

(plasma pobre em plaquetas), e o pellet ressuspendido em 1 ml de tampão Tyrode 

(NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, NaH2PO4.H2O 3 mM, HEPES 10 mM, Glicose 5.6 mM, 

MgCl2 1 mM) sem CaCl2, contendo apirase em pH 6,2. Foram acrescentados 2,5 µl 

de PGE1, centrifugando-se durante 1 minuto a 6.702xg. O sobrenadante foi 

desprezado e as plaquetas lavadas ressuspendidas em tampão Tyrode com CaCl2 

realizando-se a contagem das plaquetas em câmara de Newbauer, utilizando a 

solução UNOPETTE (Oxalato de amônio, timerosol) para lisar as hemácias. 

Utilizamos CaCl2 + Tyrode para a calibração do aparelho e como controle positivo 

utilizou-se plaquetas lavadas + Tyrode na presença de um dos seguintes agonistas: 

trombina (4,3 U/ml) ou colágeno (107,5 µg/ml), e como inibidor utilizamos a proteína 

BjHK (0,01 µg/µl). Os ensaios foram realizados no aparelho Agregômetro (AgroLink 

Chrobo-log corporation). 

 

3.2.12. Efeito de BjHK na interação leucócito-endotélio 

 

As interações leucócito-endotélio foram avaliadas por ensaio de microscopia 

intravital. O VBj (1 µg)  foi incubado com ou sem BjHK (2 µg), durante 30 minutos a 

37°C e, posteriormente, injetados no tecido subcutâneo da bolsa escrotal de 

camundongos. Após 2 ou 24 horas da injeção os animais foram anestesiados com 

uma associação de Cloridrato de Quetamina e Xilazina (8,3 mg e 3,3 mg / 100 g de 

peso corpóreo, respectivamente) e o cremaster foi exteriorizado e montado sobre 

uma placa com temperatura controlada (37°C), dotada de uma área transparente, 

através da qual o leito microvascular foi visualizado (BAEZ, 1973). Esta preparação 

foi montada em um microscópio (Zeiss Axioskop) equipado com uma câmera para 

captação de imagens (JVC TK-C600). As imagens foram transmitidas para um 

computador provido de um programa de análise de imagens (Kontron, KS 300). Os 

tempos 2 e 24 horas foram escolhidos após um estudo da cinética de alteração da 

interação leucócito-endotélio induzidas pelo VBj e mostraram ser apropriados para a 

análise diferencial de células aderidas (2 horas) e migradas (24 horas) (ZYCHAR et 

al., 2010). 
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Uma a três vênulas pós-capilares foram selecionadas aleatoriamente 

(diâmetro entre 20-40 µm, e comprimento de pelo menos 100 µm) e observadas em 

cada animal. 

Após 10 minutos, tempo necessário para estabilização dos vasos após a 

exposição da microcirculação, os leucócitos aderidos e migrados foram contados 

durante 5 minutos. Os leucócitos aderidos – células que permaneceram estáticas 

nos vasos por mais de 30 segundos, foram contados ao longo dos 100 µm do 

segmento vascular. Os leucócitos emigrados foram avaliados pela contagem das 

células presentes em uma distância de até 50 µm da região perivascular em um 

segmento de 100 µm. Nos dois casos os resultados foram expressos pela média de 

células presentes em 3 segmentos vasculares de cada animal. 

 

3.2.13. Análises estatísticas 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média e 

analisados estatisticamente por análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de 

Duncan. Foram considerados significativos os resultados com p<0,05 (5%). 
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4 

4. RESULTADOS 
 
 

4.1. Purificação da proteína BjHK 

 

O processo de purificação da BjHK, a partir do plasma de Bothrops jararaca, 

foi realizado essencialmente em duas etapas, uma cromatografia de troca-iônica em 

DEAE-Celulose e uma cromatografia de afinidade em CM-Papaína Sepharose, 

isoladas ou combinadas.  

A figura 6 representa o volume recolhido da eluição das proteínas e do 

material com atividade sobre a papaína que foram obtidos do plasma da serpente 

Bothrops jararaca, cromatografado em coluna de DEAE-Celulose. Os picos 1, 2, 3 e 

4 correspondem a frações eluídas em tampão de equilíbrio 30 mM NaCl, 100 mM 

NaCl, 200 mM NaCl e 300 mM NaCl, respectivamente. Realizou-se a troca de um 

tampão pelo outro quando a absorbância foi igual a zero. A fração contendo BjHK foi 

eluída em tampão 300 mM NaCl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6 – Perfil cromatográfico de troca iônica do plasma de Bothrops jararaca, em coluna DEAE 
Celulose. No eixo y tem-se absorbância (280nm) (lado esquerdo) e concentração de 
NaCl (lado direito); no eixo x, volume em mililitros. 

Fração com atividade inibitória sobre 
cisteíno-peptidase 

Volume (ml) 

1 

2 

3 
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A proteína BjHK é um potente inibidor de cisteíno-peptidase (CHUDZINSKI et 

al., 1989). Desse modo, foi avaliada a atividade inibitória do plasma e de suas 

frações sobre a papaína. As frações foram obtidas na etapa descrita anteriormente. 

Ao testarmos o plasma, não foi observada atividade inibitória sobre a papaína. As 

frações eluídas em 100 mM e 200 mM de NaCl também não apresentaram inibição 

sobre a cisteíno-peptidase. No entanto, a fração eluída em 300 mM de NaCl 

apresentou inibição detectável como pode ser visualizado na tabela 1. 

 

 

Tabela 1 - Atividade inibitória das frações sobre a papaína 

 
Atividade específica (UF/min) Inibição (%) 

Papaína 3883 - 

Papaína + plasma 3880 - 

Papaína + 100 mM 3882 - 

Papaína + 200 mM 3879 - 

Papaína + 300 mM 2524 35 

  

 

 

 

 

Combinando-se os dois procedimentos cromatográficos, troca iônica e 

afinidade, o inibidor de cisteíno-peptidase do plasma da B. jararaca eluído da coluna 

de DEAE-Celulose foi recromatografado em CM-papaína Sepharose conforme 

descrito por Chudzinski e cols. (1989). A solução eluida em 300 mM NaCl foi 

aplicada em resina CM-papaína Sepharose. Seguindo-se de lavagem da resina, com 

eluição do material não retido pela coluna de afinidade. Obteve-se um único pico da 

proteína com atividade inibitória sobre a papaína, o qual foi eluído por acidificação, 

conforme ilustrado na figura 7. 

Condições de ensaio: Utilizou-se 0,1 µg de papaína, 5 µM de Z-
FR-MCA e 3 µl do Plasma;  3 µl da fração 100 mM;  3 µl da fração 
200 mM; 3 µl da fração 300 mM, em tampão fosfato de sódio 400 
mM, contendo NaCl 20 mM e DTT 8 mM, 4 mM EDTA pH 6,8. 
Após 10 minutos de pré-incubação a 37 ºC da papaína contendo 
as frações adicionou-se o substrato. A fluorescência foi 
determinada a cada 30 segundos por 10 minutos. 
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Figura 7 – Perfil da cromatografia de afinidade em resina Carboximetil-

.papaína Sepharose.  
 

4.2. Tabela de rendimento da cromatografia 

 

A tabela 2 resume os resultados obtidos da purificação cromatográfica do 

inibidor de cisteíno-peptidase presente no plasma de Bothrops jararaca utilizando 

duas etapas de cromatografia independentes, a troca iônica e a afinidade.  

 
Tabela 2 – Rendimento da purificação da BjHK, a partir do plasma da Bothrops 

jararaca. 
 

Material 
Volume 

ml 

Proteína 
Total mg 

(1) 

Proteína 
mg/ml 

(2) 

Atividade 
Específica 
(U/mg) (3) 

Rendimento 
% 

Purificação 

 
Plasma 15.0 352 23.45       

DEAE 
Celulose 18.0 23.4 1.3 65 100 1 

CM papaína 
Sepharose 6.0 2.4 0.4 18 28 2.3 

 
(1) Proteína total mg/ml x Volume ml 
(2) Proteína total mg/Volume ml 
(3) Uma unidade de atividade específica é a quantidade de inibidor capaz de bloquear 50% da 
atividade da papaína. 
 

Início da acidificação 
por KCl-HCl pH 2,0 

Tampão de equilíbrio  
100 mM Tris-HCl pH 7,0 

(ml) 
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4.3. Análise da proteína BjHK por eletroforese em gel de SDS-PAGE 

 

Na análise eletroforética em gel SDS-PAGE 12%, aplicamos a amostra do 

plasma da serpente Bothrops jararaca, fração 300 mM NaCl da cromatografia de 

troca iônica, proteína eluída da cromatografia de afinidade após passar pela 

cromatografia de troca iônica e proteína eluída direto da cromatografia de afinidade 

todas utilizando agente redutor (poços 1 – 4). Repetiu-se o mesma sequência no 

entanto sem a utilização do agente redutor (poços 5 – 8). Todas as amostras foram 

aplicadas numa quantidade de 2 µg (figura 8). 

 
 
 
 

 
 
 

 

 
 
 

 
Figura 8 – Eletroforese em SDS-PAGE 12%, corado por prata, onde tem-se: 

Linha 1: Plasma de Bothrops jararaca com redutor (2µg) 

Linha 2: Fração 300 mM da cromatografia de troca iônica com redutor (2 µg) 

Linha 3: BjHK purificada com redutor - cromatografia de afinidade (2 µg)  

Linha 4: BjHK purificada com redutor – direto/cromatografia de afinidade (2 µg) 
Linha 5: Plasma de Bothrops jararaca sem redutor (2µg) 
Linha 6: Fração 300 mM da cromatografia de troca iônica sem redutor (2 µg) 
Linha 7: BjHK purificada sem redutor - cromatografia de afinidade (2 µg) 
Linha 8: BjHK purificada sem redutor – direto/cromatografia de afinidade (2 µg) 
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4.4. Teste de atividade inibitória sobre cisteíno-peptidase 

 

Realizou-se o ensaio em tampão 400 mM fosfato de sódio, 4 mM EDTA, 8 

mM DTT, pH 6,8, a 37 ºC, utilizando o substrato Z-FR-MCA e a cisteíno-peptidase 

papaína como controle positivo. Quando utilizado a papaína na ausência da 

proteína, a unidade de fluorescência foi crescente. Na presença da BjHK verificou-se 

a diminuição dessa fluorescência, o que comprova a inibição da cisteíno-peptidase 

pela BjHK, que correspondeu a 82%. O aumento da fluorescência foi monitorado no 

espectrofluorofotômetro de leitura em placas e os valores de fluorescência gerados 

foram quantificados a cada 30 segundos durante 15 minutos. A placa de leitura foi 

agitada no espectrofluorofotômetro durante 2 segundos a cada leitura. A BjHK, com 

uma concentração de 1 µg, foi capaz de inibir a atividade enzimática da papaína (0,1 

µg ) em relação ao substrato sintético em 82%. A tabela 3 exemplifica o exposto. 

 
Tabela 3 – Atividade inibitória da BjHK sobre a papaína 

 

Atividade específica (UF/min) 
Inibição 

(%) 
 Papaína Papaína + BjHK 

82 3054,1 531,8 

 

 

 

 
 
4.5.    Cinética da inibição da papaína 

 

Os resultados indicam que o mecanismo de inibição da papaína pela proteína 

BjHK seja competitivo, uma vez que as retas obtidas apresentaram intercepto 

simples no segundo quadrante (figura 9). O valor da constante de inibição 

Condições de ensaio: Foram utilizados 0,1 µg de papaína, 5 µg de 
Z-FR-MCA e 1 µg de BjHK em tampão fosfato de sódio 400 mM, 
contendo NaCl 20 mM e DTT 8 mM, 4 mM EDTA pH 6,8. Após 10 
minutos de pré-incubação a 37 ºC da papaína e da BjHK foi 
adicionado o substrato. A fluorescência foi determinada a cada 
minuto por 15 minutos.  
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determinada é de 0,38 µg (Ki = 0,38 µg) e pôde ser calculado após a visualização 

ampliada da área do intercepto (figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9 – Dixon plot (1/V x [BjHK]) utilizando papaína e Z-FR-MCA como substrato 

 

 

 

 

 
 

Figura 10 – Valor da constante de inibição (Ki) é o valor obtido com o rebatimento do 
intercepto das curvas no eixo X (Ki = 0,38 µg) 

 

 

[BjHK] (µg) 
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4.6.  Resultados da espectrometria de massa 

 

Iniciou-se os estudos de espectrometria excisando do gel SDS-PAGE as 

bandas de massas de 110 kDa e 130 kDa e submetendo-as a tripsinização (“peptide 

mass fingerprinting”), no entanto não foi possível a realização da análise devido à 

supressão do sinal por algum interferente. Em vista disso, resolveu-se utilizar a 

metodologia de exclusão molecular, para isso foi filtrada a amostra contendo o 

inibidor de cisteíno-peptidase eluída da cromatografia de troca iônica utilizando uma 

membrana de exclusão molecular de 100 kDa. Na amostra, as bandas com massa 

molecular superior a 100 kDa ficaram retidas e as moléculas com massas inferiores 

passaram pela membrana. Este procedimento resultou em duas frações: uma que 

foi concentrada pela membrana de exclusão molecular, a qual foi denominada de 

fração maior, contendo as bandas de 130 kDa e 110 kDa e outra contendo os 

componentes de menor massa, que foi denominada de fração menor, contendo uma 

banda de aproximadamente 70 kDa e outra de aproximadamente 60 kDa. Essas 

bandas em solução foram digeridas com tripsina e analisadas por espectrometria de 

massas em um instrumento do tipo Q-TOF, com a colaboração do Doutor Valdemir 

Melechco Carvalho do Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento do Grupo Fleury. 

Na tabela 4 pode-se observar o resultado da fração maior, mostrando homologia 

com a proteína BJ46a (UniProtKB/Swiss-Prot: Q9DGI0.1). A Figura 11 indica a 

cobertura de sequenciamento da proteína em estudo. O resultado obtido após 

análise da fração menor, mostrou apenas a presença da BJ46a além da presença 

de sequências para diversos contaminantes como a queratina. Uma vez que a 

fração maior apresentou um maior teor da proteína BJ46a, a mesma foi utilizada 

para a discussão dos resultados obtidos nas análises por espectrometria de massas. 
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Tabela 4 – Proteínas identificadas na fração maior
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FTE46_BOTJA Q9DGI0 Antihemorragic factor BJ46a Bothrops 
jaraca 11 38754 5,72 15289,08 21 29 41.94 5.15 220 14 0 10,588 0,04151 

FETCB_GLOBR Q5KQS2 
Antihemorragic factor cHLP B Gloydius  

38479 6,00 2906,371 9 20 33.63 6.47 66 6 1 12,129 0,08065 brevicaudus 2 1 30S ribosomal protein 
S7 

RS7_MESSB Q11HP8 
Mesorhizobium so strain BNC1 rpsG 3 

1 17857 10,63 1920,218 6 11 26.28 12.22 35 4 1 14,828 0,05021 
Antihemorragic factor HSF 

FETAF_PROFL P29695 Protobothrops flavoviridis 1 2 38891 5,85 1322,014 11 24 18.42 4.51 40 6 1 11,407 0,03455 
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Figura 11 – .Cobertura parcial do sequenciamento da proteína BJ46a (FTE46_BOTJA) de 

Bothrops jararaca. A sequencia foi obtida a partir dos dados depositados 
no UniprotKB/SwissProt e o diagrama de cobertura protéica, pelo sistema 
IdentityE, da Waters. Marcado em azul temos regiões de peptídeos 
idênticos; em rosa, regiões de peptídeos com identidade parcial; em 
verde, regiões de peptídeos modificados e em amarelo, peptídeos 
modificados parcialmente. As cores utilizadas são transparentes, permitido 
a visualização de regiões onde há sobreposição de peptídeos. 

 

 

Nossos dados sugerem que a proteína BjHK seja homológa a proteína 

BJ46a com algumas diferenças em sua conformação. A proteína BJ46a possui uma 

massa molecular de 39 kDa, com 341 resíduos de aminoácidos. Desses, 53 são de 

carga negativa e seu pI é de 5,74. Análise feita no site http://web.expasy.org/cgi-

bin/protparam/protparam.  

 

Com o sequenciamento da BjHK foi observado que essa proteína possui 

uma similaridade muito baixa com o cininogênio de mamíferos, assim como de aves, 

peixes e anfíbios. Esses também não possuem similaridade com o cininogênio de 

mamíferos (Tabela 5).  
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Tabela 5 –  Porcentagem de homologia entre o cininogênio 

humano de alta massa molecular, de ave, anfíbio, 
peixe e BJ46a-BjHK 

 

Proteína Proteína Homologia % 
Humana BJ46a-BjHK 12,1 
Humana Ave 20,4 
Humana Anfíbio 31,2 
Humana Peixe 24,1 

BJ46a-BjHK Ave 11,6 
BJ46a-BjHK Anfíbio 18,8 
BJ46a-BjHK Peixe 12,3 

Ave Peixe 16,6 
Ave Anfíbio 15,6 

 

 

 

 

 

Apesar da falta de homologia entre as sequencias primárias da BJ46a-BjHK 

com os cininogênios apresentados na Tabela 5, outras regiões da proteína em 

estudo puderam ser sequenciadas por espectrometria de massas, indicando 

similaridades funcionais entre a BJ46a-BjHK e o cininogênio humano de alta massa 

molecular. Assim, pudemos identificar uma região da BJ46a-BjHK com 88 % de 

similaridade com a proteína, fetuína Habu Serum Factor (HSF) e 68% com a 

proteína fetuína de Cavia porcellus que fazem parte da família das cistatinas. Três 

peptídeos trípticos que compõem parte desta região da BJ46a-BjHK foram 

sequenciados por espectrometria de massas, como indicam as Figuras 12, 13 e 14. 

Essa similaridade corresponde a uma região composta por 33 resíduos de 

aminoácidos, sendo que a estrutura total compreende 362 resíduos de aminoácidos. 

A figura 17 mostra essa similaridade.  

Além da fetuína, também foram encontradas na BJ46a-BjHK regiões que 

foram sequenciadas (Figuras 15 e 16) e que apresentam similaridades a dois 

peptídeos capazes de causar hipotensão que foram purificados a partir do plasma 

da B. jararaca (BARRETO et al, 2009). A Figura 18a mostra o alinhamento da região 

Humano (AAB59550.1) - Ave (galinha, Q7LZS0_CHICK) – Anfíbio 
(xenopus, Q5XKA7) – Peixe (lampreia B6D6L6_LAMJA) e a 
protéina BJ46a-BjHK (Q9DGI0.1). 



 
 

56 
 
 

da BJ46a-BjHK correspondente aos resíduos 154-157 e o hexapeptídeo NPFVDA, 

denominado fração 13. Podemos observar que o resíduo de glutamina (Gln, Q) não 

é encontrado na porção em discussão da BJ46a-BjHK, porém a homologia entre 

estas sequências é de 57%. Barreto e cols também purificaram e sequenciaram 

outro peptídeo do plasma de B. jararaca com ação hipotensora, denominado de 

fração 14. O alinhamento da região 242-258 da BJ46a-BjHK com esse peptídeo, 

composto por resíduos de aminoácidos, é mostrado na figura 18b e indica, 

novamente, a presença de um gap referente ao resíduo de lisina (Lys, K). Este 

alinhamento resultou em 21,4% de homologia.................................................    
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Figura 12 - Espectro de dissociação (reconstruído a partir de dados obtidos por aquisição por MSE) do peptídeo tríptico IMFNVDTFKEDVFAK (114-128). 
Score: 8,30. Esquerda: erros de massas. Direita: variação de retenção cromatográfica. Peptídeo gerado por missed clivage da tripsina. 
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Figura 13 .- .Espectro de dissociação (reconstruído a partir de dados obtidos por aquisição por MSE) do peptídeo tríptico CHSTPDSVENVR (129-140). 

Score: 8,24. Esquerda: erros de massas. Direita: variação de retenção cromatográfica. 
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Figura 14 - .Espectro de dissociação (reconstruído a partir de dados obtidos por aquisição por MSE) do peptídeo tríptico CPILLPSNNPQVVDSVEYVLNK 

(146-167). Score: 7,78. Esquerda: erros de massas. Direita: variação de retenção cromatográfica. Peptídeo gerado por missed clivage da 
tripsina 
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Figura 15 .- Espectro de dissociação (reconstruído a partir de dados obtidos por aquisição por MSE) do peptídeo tríptico CPILLPSNNPQVVDSVEYVLNK 

(146-167). Score: 8,54. Esquerda: erros de massas. Direita: variação de retenção cromatográfica. Peptídeo gerado por missed clivage da 
tripsina 
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Figura 16 .- .Espectro de dissociação (reconstruído a partir de dados obtidos por aquisição por MSE) do peptídeo tríptico 

SHASLEKPKDEQFESDCVILHVK (237-259). Score: 7,68. Esquerda: erros de massas. Direita: variação de retenção cromatográfica. 
Peptídeo gerado por missed clivage da tripsina 
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Bj46a           125 VFAKCHSTPDSVENVRRNCPKCPILLPSNNPQVV 158 
HSF             125 VFVKCHSTPDSVENVRRNCSKCPILLPPNNPHVV 158 
C. porcellus    128 VFAKCESTPDSREDVRKVCPQCPLLTPVNNTKVV 161 
                    **.**.***** *:**: *.:**:* * **.:** 

 
Figura 17 – Alinhamento das sequências primárias das proteínas BJ46a-BjHK, HSF 

(P29695.2) e Cavia porcellus (NP 001166384). Os aminoácidos idênticos 
estão indicados por um asterisco (*), enquanto os aminoácidos semelhantes 
estão indicados pelo sinal (:) e os aminoácidos que diferem em suas classes 
estão indicados pelo sinal (.). 

 

 

 
A 
BjHK       154 NPQVVDS 157  
Fração 13     -NP-FVDA- 
               ** .**:  
                    
B 

BjHK         242 EKPKDEQFESDCVIL 258 
Fração 14        SKP-NMSDESLAVAI 
                 .** : . ** .* : 

 
 

Figura 18 A e B –  Alinhamento das sequências primárias de duas regiões da proteína 
BJ46a-BjHK sobre dois peptídeos com ação hipotensora 
denominados. fração 13 e fração 14. Os aminoácidos idênticos estão 
indicados por um asterisco (*), enquanto os aminoácidos semelhantes 
estão indicados pelo sinal (:) e os aminoácidos que diferem em suas 
classes estão indicados pelo sinal (.). 

 

 

 

A última região analisada da BJ46a-BjHK compreende os resíduos 201 – 

225 e apresenta homologia com a região C-terminal da proteína murina S100A9. 

Esta proteína apresenta homologia com porções do domínio 5 do cininogênio de alta 

massa molecular humano e propriedade inibitória sobre metaloproteinase, assim 

como a BJ46a-BjHK (figura 19). Esta região não foi coberta no sequenciamento por 

espectrometria de massas.  

 

 

 

 



 
 

63 
 

BjHK         201 AQELHDDHHHCHPNTAGED 225 
HK           488 GHVLDHGHKHKHGHGHGKH 506 
S100A9        96 HEKLHENNPRGHGHSHGKG 110 
                  . *...: : * :  *:  

 
Figura 19 –  Alinhamento das sequências primárias de duas regiões da proteína BJ46a-

BjHK sobre uma região da porção C-terminal da proteína S100A9 
(NP_033140) e cininogênio humano de alta massa molecular, HK 
(GenBank: AAB59550.1).Os aminoácidos idênticos estão indicados por um 
asterisco (*), enquanto os aminoácidos semelhantes estão indicados pelo 
sinal (:) e os aminoácidos que diferem em suas classes estão indicados pelo 
sinal (.). 

 

 
4.7.  Ação da BjHK sobre a agregação plaquetária 

 

A BjHK na concentração de 0,01 µg/µl promoveu uma inibição de 

aproximadamente 23% sobre a agregação plaquetária induzida por trombina, porém 

não foi capaz de inibir a agregação induzida por colágeno. Estudos mostram que o 

cininogênio humano inibe significativamente – 60 a 90% - a agregação induzida por 

trombina, mas não a agregação induzida por colágeno (Charvaskis et al., 2002; Puri 

et al., 1991). No entanto, os autores utilizaram concentrações maiores de 

cininogênio. Apesar de ser uma inibição aparentemente baixa, a BjHK foi capaz de 

inibir a agregação plaquetária (figura 20). A figura 21 mostra o ensaio com colágeno 

que não apresentou inibição. 
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Figura 20 – Indução da agregação plaquetária (porcentagem x tempo). Uma alíquota no 

canal 1 contém plaquetas lavadas (322x109/L), tampão e trombina (0,1 
U/ml); no canal 2, plaquetas lavadas (322x109/L), BjHK  (0,01 µg/µl) e  
trombina (0,1 U/ml). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 21 – Indução da agregação plaquetária (porcentagem x tempo). Uma alíquota no 

canal 1 contém plaquetas lavadas (322x109/L), BjHK (0,01 µg/µl) e colágeno 
(2,5 µg/ml); no canal 2, plaquetas lavadas (322x109/L), tampão e colágeno 
(2,5 µg/ml). 
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4.8.  Efeito da BjHK na alteração de interação leucócito-endotélio induzidas por 

VBj na microcirculação do músculo cremaster de camundongos 

 

O veneno de Bothrops jararaca (VBj) induziu um aumento significativo no 

número de leucócitos aderidos às células endoteliais e de leucócitos migrados para 

o espaço extravascular, 2 e 24 horas após a injeção (figuras 22 C, E), quando 

comparados com o grupo injetado com PBS (ZYCHAR et al., 2008, 2010).  

Os grupos injetados apenas com BjHK não apresentaram alterações 

leucócito-endotélio, não diferindo do grupo controle, nos dois eventos avaliados 

(figuras 22 A, B). Os animais tratados com a mistura VBj + BjHK, pré-incubados por 

30 minutos a 37°C, apresentaram uma diminuição nas alterações dos parâmetros da 

interação leucócito-endotélio, quando comparados ao grupo injetado apenas com o 

veneno sem incubação prévia de BjHK, nos dois tempos analisados (figuras 22 D, F; 

figuras 23 e 24). 
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Figura 22 – Interação leucócito-endotélio em vênulas pós-capilares na microcirculação do músculo  

..cremaster de camundongos após 2h e 24h da injeção de PBS ou VBj com e sem BjHK. 

..Animais injetados com PBS 2h (A), BjHK 2h (B), VBj 2h (C), VBj + BjHK 2h (D), VBj 24h 

.(E), VBj + BjHK 24h (F). Setas amarelas indicam leucócitos na microcirculação normal. 

.Seta vermelha indica a presença de leucócitos aderidos a células endoteliais e dentro 

.do circulo amarelo .leucócitos .migrados para o espaço extravascular. 

Tampão PBS 2 horas BjHK 2 horas 

VBj 2 horas VBj + BjHK 2 horas 

VBj 24 horas VBj +  BjHK 24 horas 

E F 

C D 

B A 
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Figura 23 – Efeito da BjHK na alteração de interação leucócito-endotélio induzida por 

VBj na microcirculação do músculo cremaster de camundongos.  
Os animais foram injetados com VBj (1 µg/100 µL), BjHK (2 µg/100 µL), 
VBj+BjHK (1 µg+2 μg/100 μL) ou PBS (100 µL) no tecido subcutâneo da 
bolsa escrotal. Após 2h da injeção das toxinas o músculo cremaster foi 
exposto e os leucócitos aderidos foram analisados em vênulas pós-
capilares na microcirculação de camundongos. Os resultados 
correspondem à média ± e.p.m. (n= 5 animais por grupo). * p<0,05 por 
comparação ao grupo PBS; # p<0,05 em comparação aos outros grupos. 
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Figura 24 – Efeito da BjHK na alteração de interação leucócito-endotélio induzida por 

VBj na microcirculação do músculo cremaster de camundongos. 
Os animais foram injetados com VBj (1 µg/100 µL), BjHK (2 µg/100 µL), 
VBj+BjHK (1 µg+2 µg/100 µL) ou PBS (100 µL) no tecido subcutâneo da 
bolsa escrotal. Após 24h da injeção das toxinas o músculo cremaster foi 
exposto e os leucócitos migrados foram contados em vênulas pós-
capilares na microcirculação de camundongos. Os resultados 
correspondem à média ± e.p.m. (n= 5 animais por grupo). * p<0,05 por 
comparação ao grupo PBS; # p<0,05 em comparação aos outros grupos. 
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6. DISCUSSÃO 
 

 

A presença dos componentes do sistema calicreína-cinina varia em animais 

filogeneticamente distintos (ERDÖS et al., 1967; SEKI et al., 1973; CONLON, 1998). 

Esse sistema é composto pelo Fator XII e calicreína, além do cininogênio, que é o 

substrato da calicreína.  

Em mamíferos, o Fator XII (fator de Hageman) presente no plasma, uma vez 

ativado pelo contato com superfícies carregadas negativamente, ativa a pré-

calicreína em calicreína. Esta, por sua vez, cliva o cininogênio, liberando a 

bradicinina, que é degradada pela ação de cininases.  

Vários estudos sobre o sistema calicreína-cinina em diferentes animais 

baseiam-se na formação de peptídeos (cininas) ativos sobre preparações 

farmacológicas utilizando útero de rata ou íleo de cobaia. Esses estudos tiveram 

como estratégia a geração destes peptídeos pelo contato do plasma desses animais 

com superfícies carregadas negativamente, como o vidro; ou pela ativação do 

plasma por proteases, como tripsina ou calicreína pancreática porcina, além da 

utilização de inibidores para avaliar a ação de proteases nas diferentes fases do 

processo de geração e degradação da cinina (SEKI et al., 1973).  

Com essa estratégia, esses estudos descrevem que mamíferos apresentam 

os três componentes do sistema (Fator XII, pré-calicreína e cininogênio). Aves não 

apresentam Fator XII. Nos répteis, jacarés e tartarugas apresentam todos os 

componentes do sistema, porém as serpentes apresentariam apenas cininases. Em 

anfíbios e peixes, como nas serpentes, encontrou-se apenas cininases (SEKI et al., 

1973). Apesar disso, algumas proteínas caracterizadas como cininogênios foram 

isoladas do plasma e da pele de alguns peixes (YLÖNEN et al., 1999). Do plasma de 

galinha isolou-se uma proteína de 74 kDa que induziu contração de musculatura lisa 

homóloga, a qual denominou-se ornitocininogênio (KIMURA et al., 1987).  

Na serpente Bothrops jararaca, tanto o sistema calicreína-cinina quanto os 

sistemas de controle da hemostasia têm muitas particularidades (NAHAS et al., 

1973; LAVRAS et al., 1979; NAHAS et al., 1981, CHUDZINSKI-TAVASSI et al, 

1995). Inicialmente descrito como desprovido de Fator XII, pré-calicreína e 

cininogênio (LAVRAS et al., 1979), verificou-se que a ativação do plasma dessa 
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serpente por tripsina gerava um peptídeo ativo em oviduto de serpentes, mas não 

em preparações farmacológicas utilizadas para avaliação do sistema de mamíferos, 

indicando a presença de cininogênio no plasma dessa serpente (ABDALLA et al., 

1989). 

Chudzinski e cols. (1989) descreveram uma proteína isolada do plasma de 

Bothrops jararaca, cuja massa molecular foi estimada em 110 kDa, dotada de uma 

potente atividade inibitória sobre cisteíno-peptidase e capaz de liberar peptídeo(s) 

farmacologicamente ativos sobre musculatura lisa homóloga. Por essas 

características, os autores a relacionaram ao cininogênio de mamíferos que faz 

parte da família das cistatinas, porém não obtiveram informações sobre a estrutura 

molecular dessa proteína, sendo esse o principal objetivo do presente trabalho.  

Posteriormente, verificou-se que essa proteína denominada BjHK, assim 

como o cininogênio de alta massa molecular (CAMM) isolado do plasma humano, 

possuíam propriedade inibitória sobre metaloproteinases encontradas no veneno de 

serpentes Bothrops jararaca (GONÇALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004).  

A família das cistatinas é dividida em 3 tipos, a saber: o tipo 1, composto 

principalmente por proteínas intracelulares; o tipo 2 composto principalmente por 

proteínas extracelulares e o tipo 3, composto de proteínas do plasma (LEE et al., 

2009).   

Os membros do tipo 3 são glicoproteínas produzidas principalmente no 

fígado, os quais são encontrados em altas concentrações no plasma. No entanto, 

suas funções fisiológicas não estão bem claras (LEE et al., 2009). Encontram-se na 

família tipo 3 as fetuínas A/alfa 2-Heremans Schmid (AHSG), fetuínas B (FETUB) e 

glicoproteínas ricas em histidina (GRH), todas com 2 domínios tipo-cistatina, porém 

sem atividade inibitória sobre cisteíno-peptidases. Além destas, existe ainda uma 

cistatina do tipo 3, o cininogênio, que possui atividade inibitória sobre cisteíno- 

peptidases (LEE et al., 2009). 

A BjHK possui uma massa de aproximadamente 110 kDa em gel SDS-PAGE. 

Quando submetida à análise por espectrometria de massas, detectamos uma 

proteína com massa molecular de aproximadamente 39 kDa. Os dados obtidos 

foram processados e a proteína identificada pelo software ProteinLynxGlobal Server 

v.2.3, comparando-se com a biblioteca UniProtKB, onde identificamos a presença de 
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hits para a proteína BJ46a isolada do soro da mesma serpente, descrita como um 

fator anti-hemorrágico por Valente e cols. (2001). 

A BjHK e a BJ46a são purificadas por procedimentos completamente 

distintos. O fator anti-hemorrágico BJ46a foi isolado do soro da serpente Bothrops 

jararaca por precipitação com sulfato de amônio seguido por processos 

cromatográficos de interação hidrofóbica em phenil-sepharose e em fase reversa 

com coluna C4 Hi-Pore, em sistema de HPLC.  

A purificação da BjHK baseia-se na propriedade inibitória dessa proteína 

sobre cisteíno-peptidase. Utilizamos o plasma dessa serpente, o qual foi misturado a 

um tampão contendo inibidores de proteases desde a fase de coleta do sangue. 

Esse plasma foi submetido a uma cromatografia de troca iônica em resina DEAE 

Celulose e a fração com atividade inibitória sobre papaína foi posteriormente 

submetida a uma cromatografia de afinidade em uma coluna Carboxi-Metil papaína 

Sepharose.  

A BJ46a é uma proteína glicosilada com pI = 4.55, que apresenta uma massa 

molecular em gel SDS-PAGE de 55.4 kDa e 46 101 unidade de massa atômica 

(u.m.a.) por espectrometria de massas MALDI-TOF. Em gel filtração, a massa 

molecular da BJ46a é descrita como sendo de 79 kDa, indicando que em seu estado 

nativo essa proteína forma dímeros (VALENTE et al., 2001). Já a BjHK, em gel 

filtração, continua com a massa molecular estimada em 110 kDa. Porém, quando 

incubada com calicreína urinária apresentou em gel SDS-PAGE a presença de uma 

banda de 78 kDa (CHUDZINSKI et al., 1989).  

A BjHK e a BJ46a possuem homologia entre seus resíduos de aminoácidos, 

porém algumas diferenças funcionais precisam ser melhor analisadas e explicadas. 

Cabe ressaltar que, em nossos experimentos, as deconvoluções obtidas na 

espectrometria de massas mostram que o processo de digestão da BjHK por tripsina 

foi efetivo, uma vez que apenas peptídeos contendo resíduos de arginina ou lisina 

no C-terminal foram sequenciados.  

Em relação aos outros cininogênios descritos em animais de diferentes 

filogenias, verificamos que tanto a BJ46a (BjHK) quanto os cininogênios descritos 

em peixes, aves e anfíbios apresentaram baixa similaridade entre si e com os 

cininogênios de mamíferos, incluindo o cininogênio humano. 
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Apesar da baixa similaridade com os cininogênios descritos, a BJ46a possui 

características comuns a essas proteínas. Apesar de descrita como um inviável 

inibidor de cisteíno-peptidase devido a importantes alterações nos sítios com o 

consenso de cistatinas (QXVXG), a BJ46a é classificada como sendo da 

superfamília das cistatinas tipo 3 (VALENTE et al., 2001). Todas as sequências de 

fetuína contem 12 resíduos de cisteína em posições idênticas às fetuínas 

encontradas em humanos e bovinos; é provável que a estrutura dissulfeto seja 

comum para todas as fetuínas (DZIEGIELEWSKA; BROWN, 1995). A única exceção 

é o Habu Serum Factor (HSF) que contem 13 cisteínas. A ligação dissulfeto padrão 

observada nas fetuínas sugere que 12 cisteínas são encontradas em ligações 

dissulfeto (YAMAKAWA, 1992). 

A BJ46a tem apenas 12 cisteínas. Todas correspondem a posições de 

cisteína HSF, padrão típico de cisteínas observadas no grupo de proteína fetuína. 

Dessa forma tanto a HSF quanto a BJ46a apresentam grande grau de homologia 

com as fetuínas e fazem parte da superfamília das cistatinas.  

Considerando que a BjHK e a BJ46a sejam a mesma proteína, fica evidente 

que a BjHK possui uma potente atividade inibitória sobre cisteino-peptidase, uma 

vez que o processo de purificação da BjHK baseia-se nessa propriedade. No 

cininogênio humano esta propriedade inibitória está ligada a sítios QVVAG 

localizados nos domínios 2 e 3 da cadeia pesada da proteína (COLMAN, 1996). Os 

resultados de cinética enzimática indicam que a BjHK seja um potente inibidor de 

cisteíno-peptidase, atuando como um inibidor competitivo. 

Utilizando a ferramenta CLUSTER verificamos uma similaridade de 88% entre 

a BJ46a-BjHK e a fetuína HSF e de 68% com a fetuína de cobaia (Cavia porcellus) 

em uma região contendo 39 e 33 resíduos de aminoácidos que compreende as 

regiões  F121 – S160 e V128 – V161. Além disso, como citado anteriormente, essa 

proteína também possui uma sequência similar com o domínio 2 e 3 do cininogênio 

humano responsável pela função de cisteíno-peptidase, sequência QVVXX (Q156 – 

S160), o que corrobora como inibidor cisteíno-peptidase. 

Apesar de não apresentar em sua estrutura nenhuma sequência peptídica 

com homologia às cininas descritas, o plasma de Bothrops jararaca, quando 

incubado com tripsina, libera peptídeo(s) com efeito similar aos de bradicinina de 
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mamíferos, produzindo hipotensão em serpentes e camundongos (ABDALA et al., 

1989; BARRETO et al., 2009).  

Barreto e cols. (2009) descreveram a sequência de três peptídeos ativos 

gerados após a incubação do plasma dessa serpente com tripsina. Dentre esses 

peptídeos, destacamos dois que foram descritos pelos autores como frações 13 

(NPFVDA) e 14 (SKPNMSDESLAVAI), pois identificamos na BjHK uma similaridade 

com esses peptídeos, nas posições N154 – S157 e E242 – I258 (figuras 15a e 15b), que 

poderiam ser formados após a incubação dessa proteína com tripsina. Esses dados 

corroboram com a ideia de que, assim como em aves que possuem uma substância 

do tipo cinina (SEKI et al., 1973), substâncias vasoativas liberadas do plasma B. 

jararaca por enzimas que hidrolisam o cininogênio de mamíferos (cininogenase e 

tripsina) são indicativos de que a serpente venha a ter seu próprio sistema 

calicreína-cinina plasmático.  

Como demonstrado no cininogênio humano, a BjHK também apresenta 

atividade antiagregante sobre plaquetas. Utilizando uma concentração menor que a 

utilizada em experimentos com cininogênio humano, obtivemos uma inibição de 

aproximadamente 23%, quando a trombina foi utilizada como agonista. No 

cininogênio de alta massa molecular humano, três porções da sua molécula são 

responsáveis por essa atividade inibitória sobre agregação plaquetária: uma região 

do domínio 3 compete com a trombina para a ligação à glicoproteína Ib; metabólitos 

da bradicinina podem prevenir a clivagem do receptor de trombina; e o domínio 5 

inibe a adesão e a agregação plaquetária bloqueando a interação entre a integrina 

αIIbβ3 e vitronectina (CHAVAKIS et al., 2002). Na BJ46a (BjHK) foi identificada a 

presença de uma região com a sequência RGD (R23GD25) presente em disintegrinas 

e com atividade inibitória sobre agregação plaquetária (GOULD et al., 1990). 

O cininogênio de alta massa molecular isolados do plasma humano possui 

propriedades antiadesivas sobre neutrófilos (COLMAN, 1996), além de ser capaz de 

competir com a integrina Mac-1 (CD11b/CD18) de neutrófilos, a qual interage com as 

moléculas de adesão ICAM-1 e ICAM-2, responsável pela adesão celular 

(WACHTFOGEL et al., 1994). 

Nossos dados demonstram que a BjHK, quando incubada com o veneno de 

Bothrops jararaca, inibe as alterações na interação leucócito-endotélio induzidas por 

esse veneno na microcirculação do músculo cremaster de camundongos. 
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Aparentemente esse efeito se deve à atividade inibitória de BjHK sobre 

metaloproteinases do veneno de B. jararaca, principais toxinas responsáveis pela 

atividade inflamatória nesse veneno (ZYCHAR et al., 2010) 

A resistência da serpente Bothrops jararaca ao efeito tóxico de seu próprio 

veneno é devido à presença de fatores em seu plasma, como a BJ46a (BjHK), que é 

um fator antihemorrágico. Outros fatores antihemorrágicos isolados do sangue de 

outras serpentes e de mamíferos são glicoproteínas ácidas, termo-resistentes, sem 

atividade enzimática e com massas moleculares que podem variar em sua maioria 

entre 52-90 KDa (DOMONT et al., 1991). 

Essas proteínas podem ser classificadas em pelo menos dois grupos, de 

acordo com homologias estruturais: 1) as isoladas de mamíferos marsupiais 

pertencentes ao super gene da família das imunoglobulinas (CATANESE; KRESS, 

1992; QI et al., 1995; PERALES et al., 1994); 2) as isoladas de serpentes 

Trimeresurus flavoviridis pertencente a superfamília das cistatinas (YAMAKAWA; 

OMARISATOH, 1992). Além disso, essas proteínas inibem especificamente 

metaloproteinases dos venenos ofídicos através da formação de complexos não 

covalentes, não atuando sobre serinoproteinases dos mesmos (DOMONT et al., 

1991, NEVES-FERREIRA et al., 1997, THWIN; GOPALAKRISHNAKONE,1998).  

A BJ46a forma complexo aparente com jararagina e atrolisina C, 

metaloproteinases de diferentes classes isoladas de venenos ofídicos (VALENTE et 

al., 2001), sendo esse o mecanismo inibitório proposto. Entretanto, não foram 

encontrados complexos quando o BjHK foi incubado com jararagina, havendo 

aparentemente uma competição por íons zinco e cálcio entre as duas proteínas, com 

vantagem para a BjHK (GONÇALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004). Essa 

diferença pode estar relacionada a possíveis modificações estruturais na forma 

complexada da molécula na BjHK. 

No cininogênio de alta massa molecular humano, a atividade inibitória sobre 

metaloproteinases está localizada na região rica em histidina e glicina no domínio 5 

dessa proteína (GONÇALVES et al., 2003). Na sequência descrita na BJ46a existe 

uma região rica em histidina (H211 – H218), com homologia a uma região da porção C-

terminal da proteína S100A9, com propriedade inibitória sobre metaloproteinases 

(DALE et al., 2004), e que também apresenta alta homologia à porções do domínio 5 

do CAMM (HESSIAN et al., 1995). Essa região não foi coberta pelo sequenciamento 
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por espectrometria de massas, provavelmente, devido à formação de um peptídeo 

triptico longo (43 resíduos, K188 – R231), dificultando o processo de deconvolução. 

Apesar de não possuir alta homologia estrutural com os cininogênios 

descritos até o momento, a BjHK(BJ46a) apresentou homologias funcionais com 

essa molécula. 

A denominação BJ46a foi dada considerando-se a massa molecular 

encontrada com o processo de purificação utilizado (VALENTE et al., 2001), 

enquanto que a denominação BjHK foi dada pelas características funcionais da 

molécula, imaginando-se, pela massa molecular obtida (110 kDa) se tratar de um 

cininogênio de alta massa molecular. Pelo conjunto dos resultados obtidos, 

verificamos que se trata de uma glicoproteína pertencente à família das cistatinas do 

tipo 3, com homologia estrutural às fetuinas, com região rica em histidina e 

homologia funcional aos cininogênios. Uma denominação mais apropriada a essa 

proteína ser faz necessária. 
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6.  CONCLUSÃO 
 

 

O conjunto dos resultados nos permite concluir que a BjHK (BJ46a) é uma 

proteína que pertence a super família das cistatinas do tipo 3, pois apresenta 

homologia estrutural as fetuinas, domínio rico em histidina e homologia funcional a 

cininogênios de mamíferos.  
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