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RESUMO 

 

 

Kodama, Karina Kiyoko. Efeito do BjKgn (Bothrops jararaca Kininogen) sobre 
proteases processadoras de citocinas pró-inflamatórias e sobre atividades biológicas 
de macrófagos. 2013. 71f. Dissertação (Toxinologia). Instituto Butantan. São Paulo, 
2013. 
 
O plasma da serpente B. jararaca é rico em inibidores de proteases. Dele foi isolado 
um potente inibidor de cisteíno-protease, o BjKgn. Este possui características 
similares ao cininogênio de alto peso molecular humano (HK), já que possui uma 
massa molecular de 110kDa, libera um peptídeo farmacologicamente ativo e além 
de ser um inibidor de cisteíno-protease. Tanto o BjKgn quanto o HK apresentam 
atividade inibitória sobre a jararagina (JAR), uma metaloprotease hemorrágica do 
veneno de serpentes da mesma espécie. A JAR é uma enzima capaz de induzir a 

liberação de fator de necrose tumoral-alpha (TNF-), citocina relacionada com a 
atividade dermonecrosante do veneno. Essa citocina é expressa na superfície 

celular e clivada por uma metaloprotease, a TACE (TNF-converting enzyme), 

resultando na liberação do TNF- solúvel. Outra citocina importante durante o 
processo de envenenamento por serpentes Bothrops é a interleucina-1β (IL-1β), que 
é processada intracelularmente pela ICE (Interleukin converting enzyme), uma 
cisteíno-protease pertencente à família das caspases. Assim, os objetivos do 
presente trabalho foram testar o possível efeito inibitório do BjKgn sobre a ICE, 
TACE, bem como o efeito sobre as funções de células peritoneais aderentes, como 
espraiamento, fagocitose, produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), Óxido Nítrico 

(NO) e TNF- e IL-1. Para os testes com TACE e ICE, utilizamos substratos 
fluorescentes respectivos às enzimas e diferentes concentrações de BjKgn. Os 
testes de espraiamento e fagocitose foram realizados utilizando células peritoneais 
aderentes estimuladas ou não, e diferentes concentrações de BjKgn (0,5 µg,1µg, 1,5 
µg, 2 µg e 3µg). Os testes de produção de H2O2, NO e dosagem de citocinas foram 
realizados utilizando apenas células estimuladas e 3 µg de BjKgn. As células foram 
aderidas e incubadas na presença ou não da proteína BjKgn por 1 hora em todos os 
experimentos em ex vivo, com exceção da dosagem de citocinas, que permaneceu 
em contato com a proteína por 12 horas. Os resultados demonstraram que o BjKgn, 
nas doses utilizadas, foi capaz de inibir as enzimas TACE e ICE competitivamente, 
com constantes de inibição de 2 mM e 370 μM, respectivamente. Em relação às 
atividades das células do exsudato peritoneal, a proteína não influenciou nenhuma 
das atividades nas doses de BjKgn utilizadas, uma vez que apresentaram 
capacidade de espraiamento, fagocitose, produção de H2O2 e NO semelhantes às 
apresentadas pelas células dos grupos controle. Apesar de inibir as enzimas ICE e 
TACE, in vitro, o Bjkgn não influenciou na liberação de TNF-α e IL-1β. Podemos 
concluir que a proteína BjKgn é uma inibidora de cisteíno-proteases e 
metaloproteases já que inibiu in vitro a TACE e a ICE e que, ao menos nas doses 
utilizadas, não afeta as funções metabólicas ou biológicas de células peritoneais 

aderentes e não foi capaz de inibir a liberação do TNF- e IL-1 por estas células. 
 
 
Palavras chave: Bothrops, citocinas, proteína, TACE, ICE. 



 

 
 

ABSTRACT 
 

 

Kodama, Karina Kiyoko. Effect of BjKgn (Bothrops jararaca Kininogen). on 
processing proteases of pro-inflammatory cytokines and on biological activities of 
macrophage 2013. 71p. Dissertação (Toxinologia). Instituto Butantan. São Paulo, 
2013. 
 
The plasma of B.jararaca snake is rich in protease inhibitors. A potent inhibitor of 
cysteine-protease was isolated from its plasma and named BjKgn. This protein has 
similar characteristics to the human high molecular weight kininogen (HK), since it 
has a molecular mass of 110 kDa, releases a pharmacologically active peptide and 
besides that, It is an inhibitor of cysteine-protease. Both BjKgn and HK exhibit 
inhibitory activity on Jararhagin (JAR), hemorrhagic metalloprotease isolated from the 
venom of the same species snakes. JAR is an enzyme capable of inducing the 
release of tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), cytokine-related to dermonecrosis 
activity of Bothops snake venom. This cytokine is expressed on the cell surface and 
cleaved by a metalloprotease, called TACE (TNF-α converting enzyme) resulting in 
the release of soluble TNF-α. Another important cytokine that participates during the 
poisoning by Bothrops snakes is the Interleukin-1β (IL-1β). It is intracellularly 
processed by ICE (Interleukin converting enzyme), a cysteine-proteinase which 
belongs to the family of caspases. The objectives of this study were to evaluate the 
possible inhibitory effect of BjKgn on ICE, TACE, and the effect on some functions of 
peritoneal adherent cells, such as spreading, phagocytosis, production of hydrogen 
peroxide (H2O2), nitric oxide ( NO) and TNF-α and IL-1β. The tests with TACE and 
ICE were performed using fluorescent substrates corresponding to their respective 
enzymes and different concentrations of BjKgn. Spreading and phagocytosis tests 
were conducted using adherent peritoneal cells stimulated or not, and different 
concentrations of BjKgn (0.5 µg, 1μg, 1.5 µg, 2 µg and 3μg). Tests for production of 
H2O2, NO and cytokine release were performed only with stimulated cells and 3 µg of 
BjKgn. Cells were adhered and incubated in the presence or absence of BjKgn for 1 
hour in all ex vivo experiments but the ones for the cytokine release, which the cells 
were remained on contact with the protein for 12 hours. The results showed that 
BjKgn, on the used doses, was able to competitively inhibit TACE and ICE enzymes 
with the inhibition constants of 2 mM and 370 mM, respectively. Regarding the 
activities of peritoneal exudate cells, the protein did not affect any of the activities at 
doses of BjKgn used, since the cells presented the ability of spreading, phagocytosis, 
production of H2O2 and NO similar to those displayed by cells of the control group. 
Despite ICE and TACE inhibition in vitro, BjKgn did not influence on the release of 
TNF-α and IL-1β. We have concluded that BjKgn protein is an inhibitor of cysteine-
proteases and metalloproteases since it inhibited TACE and ICE in vitro and that, at 
least at the doses used, the protein does not affect the metabolic or biological 
adherent peritoneal cells function and it was not able to inhibit release of TNF- α and 
IL-1β by these cells. 
 
 
 
 
Keywords: Bothrops, cytokines, protein, TACE, ICE. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Os acidentes ofídicos representam um sério problema de Saúde Pública no 

Brasil, devido a sua gravidade e frequência. Anualmente ocorrem cerca de 25.000 

casos de acidentes por serpentes peçonhentas, sendo a maioria causada por 

serpentes do gênero Bothrops, com aproximadamente 86% (SINAN, 2013). As 

serpentes deste gênero têm ampla distribuição geográfica, sendo encontradas 

desde o Sul do México até a Argentina e em algumas ilhas do Caribe (MELGAREJO, 

2009). Dentro do gênero citado, a espécie Bothrops jararaca (Figura 1) é a 

responsável pela maioria dos acidentes ofídicos acometidos no estado de São Paulo 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE-BRASIL, 2001). 

 

Figura 1. Foto de serpente Bothrops jararaca. Foto tirada por Luciano Zandoná no Parque 
Estadual da Cantareira. 

 

Os envenenamentos botrópicos caracterizam-se por reações sistêmicas e 

locais. As reações sistêmicas são representadas por graves distúrbios na 

coagulação sanguínea podendo ser observados sangramentos, como gengivorragia, 
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hematúria, sangramentos em feridas recentes, hemorragias intensas em regiões 

vitais assim como choque e insuficiência renal (ROSENFELD, 1971; CARDOSO et 

al., 1993). Além do quadro sistêmico, ainda são observadas sérias reações locais 

representadas por bolhas, edema, abscesso, dor, lesões musculares, hemorragia e 

necrose, havendo a possibilidade de grandes perdas teciduais e graves sequelas. 

Grande parte das reações locais ocorre devido ao disparo exacerbado da resposta 

inflamatória no local de inoculação do veneno (ROSENFELD, 1971; MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2001; FRANÇA; MÁLAQUE, 2009; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 2009). 

 

1.1. Resposta inflamatória 

 

A resposta inflamatória é uma reação do tecido vivo vascularizado à lesão, 

podendo ser disparada por infecções microbianas, agentes físicos, substâncias 

químicas, tecidos necróticos ou lesionados ou ainda reação imune (KUMAR et al., 

2005). 

A inflamação caracteriza-se por alterações vasculares como a vasodilatação e 

consequentemente o aumento do fluxo sanguíneo. Ainda, observa-se o aumento da 

permeabilidade vascular, o que leva ao extravasamento de fluidos ricos em proteína 

e aumento do influxo leucocitário para o local inflamado podendo resultar em 

reações como dor, calor, rubor, edema e perdas de função (PARHAM, 2000). 

Diversos tipos celulares fazem parte da resposta inflamatória. Entre eles estão, os 

circulantes (neutrófilos, monócitos, eosinófilos, linfócitos, basófilos e plaquetas) e os 

do tecido conjuntivo (mastócitos, fibroblastos, macrófagos e linfócitos) (KUMAR et 

al., 2005). 

Dentre as células citadas, destaca-se o macrófago ativado uma vez que é 

uma das principais células responsáveis pela liberação de mediadores inflamatórios, 

por exemplo, as citocinas (KUMAR et al., 2005). A liberação das citocinas pode 

disparar a regulação positiva de outras citocinas e quimiocinas e amplificar a 

resposta inflamatória, além disso, influenciar no aumento da expressão de moléculas 

de adesão (SAKLATVALA et al., 2003).  

Os macrófagos são células derivadas dos monócitos sanguíneos recrutados 

para os tecidos através de estímulos químicos. Eles fazem parte da primeira linha de 

defesa do organismo e são responsáveis por diversas funções importantes e 

essenciais como a fagocitose (englobamento de partículas estranhas ou células 
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apoptóticas), produção de óxido nítrico (NO) e água oxigenada (H2O2) (responsáveis 

pela ação anti-bactericida), produção e liberação de mediadores inflamatórios como 

as citocinas, ativação das respostas imune e humoral, apresentação de antígenos, 

entre outros (KUMAR et al., 2005).  

As citocinas são proteínas que se encontram em concentrações séricas 

baixas ou indetectáveis em indivíduos saudáveis, porém sua produção é estimulada 

durante a invasão ao hospedeiro por microorganismos patógenos ou em resposta 

aos danos do tecido (ORTEGA; FORNONI, 2010).  

Duas das principais citocinas envolvidas na inflamação são o Fator de 

Necrose Tumoral Alpha (TNF-) e a Interleucina-1 Beta (IL-1). Ambas são 

produzidas e liberadas principalmente por macrófagos e estão envolvidas, 

juntamente com outras citocinas, no processo inflamatório decorrente do 

envenenamento por Bothrops jararaca (PETRICEVICH et al., 2000). No endotélio, 

elas induzem a expressão de moléculas de adesão, liberação de outras citocinas e 

quimiocinas, fatores de crescimento, eicosanóides e NO, além de produzirem 

enzimas associadas ao remodelamento da matriz (KUMAR et al., 2005). 

 

1.1.1. TNF- 

 

O TNF- é um potente agente pró-inflamatório, rapidamente produzido após 

um trauma, lesão ou infecção, e um dos mais abundantes mediadores liberados na 

fase inicial da inflamação aguda (FELDMANN et al., 1994;). Apresenta-se 

inicialmente como uma proteína trimérica de 26 kDa, expressa na superfície celular, 

denominada de pro-TNF-. Esta, é clivada, resultando na liberação da citocina TNF-

, solúvel e ativa, com 17 kDa de massa molecular. Essa clivagem se dá pela ação 

de uma protease, também expressa na superfície celular, a TNF- Converting 

Enzyme (TACE) (BLACK et al., 1997; MOSS et al., 1997). A TACE é uma 

metaloprotease pertencente à família das ADAMs, (A Disintegrin and 

Metalloproteinase) responsável pelo processamento de TNF- clivando o pró-TNF- 

entre as regiões Ala76-Val77 liberando o TNF- em sua forma solúvel, como mostra a 

figura 2 (MILLA et al., 1999). 
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Figura 2. Modelo hipotético do complexo pro-TNF--TACE segundo Maskos (1998). O azul 
representa a TACE que consiste em um domínio citoplasmático (intracelular), segmento 
transmembrana, domínio rico em cisteína, domínio desintegrina e domínio catalítico, O 

vermelho consiste no trimérico pró-TNF- que possui segmentos intracelulares, 
segmentos transmembranas, 26-28 resíduos formando uma haste que se encontra com o 
trimérico cone TNF-α. O cinza por sua vez representa a membrana plasmática.  

 

Um dos estímulos mais importantes para a síntese de TNF-α é o 

Lipopolysaccharide (LPS), principal componente da parede celular de bactérias 

gram-negativas (CORREA et al., 2008)  

A principal função do TNF- é o recrutamento de polimorfonucleares e 

monócitos para o local inflamado. Esse evento ocorre devido à indução da 

expressão de moléculas de adesão, como as integrinas nos leucócitos e selectinas 

nas células endoteliais. Essa citocina ainda pode agir sobre outros monócitos ou 

macrófagos, estimulando a produção e a liberação de IL-1 por essas células 

(ABBAS et al., 2005). 

 

1.1.2. IL-1 

 

A IL-1 é a citocina mais bem estudada da família das interleucinas-1 (IL-1) e, 

como o TNF-, necessita de uma enzima processadora para sua ativação (LOPEZ-

CASTEJON; BROUGH, 2011). Assim, a IL-1 é primeiramente sintetizada 

intracelularmente como uma proteína inativa de 31 kDa denominada de pró- IL-1. A 

pró- IL-1 é, por sua vez, clivada, entre as regiões Asp116 – Ala117, por uma enzima 
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denominada de Interleukin 1 Converting Enzyme (ICE) (Figura 3). A ICE é uma 

enzima constitutiva, também sintetizada intracelularmente e necessita ser ativada 

para então clivar o pró- IL-1. Essa enzima é uma cisteíno-protease pertencente à 

família das caspases (caspase I), as quais também estão envolvidas no 

desencadeamento da apoptose (SINGER et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.  Esquema da liberação da IL-1β ativa. Figura segundo Braddock e Quinn (2004), com 

modificações. Quando há um estímulo, intracelularmente há a produção de ICE e IL1β 
inativas, a ICE então é ativada e esta em seu estado ativo, cliva a IL1β transformando-a 
em ativa e liberando a para o meio extracelular. 

 

A produção de IL-1 pode ser induzida por anafilatoxinas do sistema 

complemento, outras citocinas e também por LPS. Sua liberação pode induzir a 

liberação de outras citocinas pró-infamatórias como o TNF- e a Interleucina- 6 (IL-

6) (CHRISTMAN et al., 1998). 

Quando secretado em baixa concentração, a IL-1 funciona como um 

mediador da inflamação aumentando a expressão das moléculas de adesão nas 

células endoteliais. Quando secretada em grandes quantidades, essa citocina entra 

na corrente sanguínea e exerce um efeito endócrino. Sistemicamente, promove 
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sintomas como febre, síntese de proteínas de fase agudas, anorexia e sonolência 

(CHRISTMAN et al., 1998). 

 

1.1.3. Citocinas no envenenamento ofídico 

 

As citocinas podem ter um papel relevante na fisiopatologia do 

envenenamento ofídico em humanos (BARRAVIERA et al., 1995; AVILA-AGUERO 

et al., 2001). Diversos estudos experimentais demonstram que ocorre um aumento 

do nível de citocinas, particularmente de TNF-, IL-1 e IL-6, após a injeção de 

veneno botrópico em animais ou a adição deste em cultura de macrófagos 

(LOMONTE et al., 1993; BARROS et al., 1998; PETRICEVICH et al., 2000; CLISSA 

et al., 2001; RUCAVADO et al., 2002). Estas citocinas estão envolvidas em vários 

processos inflamatórios e fisiopatológicos decorrentes de envenenamentos por 

serpentes do gênero Bothrops. 

Os venenos botrópicos possuem três ações principais: a) proteolítica ou 

necrosante (inflamatória aguda); b) coagulante e c) hemorrágica. Essas atividades 

são muito complexas e podem ser atribuídas tanto a toxinas específicas quanto a 

diversas delas atuando sinergicamente (ROSENFELD, 1971). 

As toxinas presentes no veneno de serpentes deste gênero podem ser de 

diversas classes como: fosfolipases A2 (PLA2s), serino-proteases, proteínas ricas em 

cisteínas, lectina tipo-C, L-aminoácido oxidase, além de metaloproteases também 

chamadas de Snake Venom Metalloprotease (SVMP), as toxinas mais abundantes 

desses venenos (CARDOSO et al., 1993; CIDADE et al., 2006; ZELANIS et. al., 

2011). 

As miotoxinas de venenos ofídicos possuem estrutura de PLA2s, porém 

dependendo do aminoácido presente na posição 49, Asp ou Lys, essas toxinas 

podem ou não ter atividade enzimática (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995). As Asp49 

possuem a atividade enzimática baixa/moderada, enquanto que as Lys49 não 

demonstram nenhuma atividade de hidrólise sobre o substrato. As miotoxinas são as 

principais toxinas responsáveis pelo dano celular, o qual é ocasionado devido à 

hidrólise de fosfolipídios de membrana (SOARES et. al., 2004; LOMONTE; 

GUTIERREZ, 2011; LOMONTE; RANGEL, 2012). As lesões musculares podem ser 

diretas através da ação direta das miotoxinas ou indiretas como consequência de 
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uma isquemia resultante de distúrbios vasculares (MEBS; OWNBY, 1990). Estudos 

demonstram que as serpentes Bothrops jararaca possuem baixas quantidades de 

PLA2s e miotoxinas (MOURA DA SILVA et al., 1991; CIDADE et al., 2006). 

As toxinas classificadas como serino-proteases podem agir sobre a 

agregação plaquetária, coagulação sanguínea e fibrinólise (SANO-MARTINS; 

SANTORO, 2003) Dentre os principais componentes desta classe de toxinas 

encontram-se as serino-protease trombina-símile que podem atuar diretamente na 

cadeia A do fibrinogênio levando à liberação do fibrinopeptídeo A, convertendo o 

fibrinogênio em fibrina (HESSELL; BLOMBACK, 1971).  

As toxinas classificadas como lectina tipo C podem possuir atividades pró-

coagulantes, anticoagulante, agonista ou antagonista da ativação plaquetária 

(MORITA, 2004). Entre as toxinas desta classe, destaca-se a botrojaracina, que 

possui atividade antitrombina (ZINGALI et al., 1993). 

As metaloproteases de venenos de serpentes são enzimas zinco-

dependentes que podem atuar sobre os fatores II e X da coagulação resultando na 

formação da trombina endógena levando à coagulopatia de consumo (DENSON; 

ROUSSEAU, 1970; FURUKAWA E HAYASHI, 1977). Além disso, essas toxinas 

possuem ação fibrinogenolítica (MARUYAMA et al., 1992; KAMIGUTI et al., 1994) e 

inibem a agregação plaquetária (KAMIGUTI et al., 1996).  

Estudos ainda demonstram que as metaloproteases presentes nos venenos 

botrópicos são as principais enzimas responsáveis pela resposta inflamatória 

induzida e ainda estão associadas à hemorragia local e sistêmica observadas no 

envenenamento (TREBIEN; CALIXTO, 1989; PERALES et al., 1992; STROKA et al., 

2005, ZYCHAR et al., 2010). Essas toxinas estão também relacionadas à 

degranulação de mastócitos, aumento do número de macrófagos, liberação de 

citocinas, aumento da expressão de moléculas de adesão e ativação do sistema 

complemento (FARSKY et al., 2000; RUCAVADO et al., 2002; TEIXEIRA et al., 

2005).  

 

1.2. Metaloproteases de venenos botrópicos e hemorragia  

 

As metaloproteases isoladas de venenos ofídicos são as responsáveis pelas 

hemorragias locais observadas nos envenenamentos. Essas toxinas foram 
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agrupadas na família das SVMP e, de acordo com os seus domínios, foram 

classificados em 3 ou 4 classes. A classe P1 possui apenas o pró-domínio e o 

domínio catalítico; a P2 apresenta o pró-domínio, o domínio catalítico e um domínio 

disintegrina. A classe P3 apresenta, além destes, um domínio rico em cisteína. 

Alguns autores apresentam uma classe P4, que possui ainda um domínio tipo 

lectina, outros a classificam como uma sub-classe das P3 (Figura 4) (RAMOS; 

SELISTRE-ARAÚJO, 2006; FOX; SERRANO, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Classes de SVMP de acordo com seus domínios. Figura de Fox e Serrano (2008).  

 

Entre as diversas metaloproteases hemorrágicas foi isolada do veneno de B. 

jararaca (MANDELBAUM et al., 1976; 1982; PAINE et al., 1992; MARUYAMA et al., 

1992; 1993) a jararagina (JAR), uma das metaloproteases mais bem caracterizadas 

(JAR) (PAINE et al., 1992).  

A JAR é uma toxina que contém, além do domínio catalítico, um domínio 

ECD-disintegrina e um domínio rico em cisteína e, portanto, classificada como uma 

P3. Essa toxina apresenta homologias com uma classe de ADAM (Figura 5), dentre 

as quais se encontra a TACE (MOURA DA SILVA et al., 1996). A TACE, também 

chamada de ADAM17 é responsável pela liberação da citocina pró-inflamatória TNF-

 em sua forma solúvel (SCHELLER et al., 2011). 
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Figura 5.  Relação entre a estrutura das ADAM e da SVMP. A figura demonstra a similaridade dos 

domínios entre ambas onde se diferenciam, pois a ADAM possui o EGF-símile, o domínio 
transmembrânico e a calda citoplasmática a mais do que a SVMP. EGF=Fator de 
crescimento epidermal. Figura adaptada de Seals and Courtneidge (2003). 

 

Estudos demonstraram que a JAR pode processar o precursor do TNF- e 

induzir a sua liberação endógena. Ao inibir a liberação endógena dessa citocina, 

inibe-se também a atividade dermonecrosante local promovida pelo veneno 

(MOURA-DA-SILVA et al., 1996; CLISSA et al., 2001).  

 

1.3. Inibidores de protease: resistência ao veneno ofídico 

 

Alguns mamíferos e serpentes são resistentes às toxinas do veneno de 

serpentes, isso porque eles possuem inibidores de proteases no seu sangue Várias 

proteínas foram isoladas do sangue destes animais sendo descritas como fatores 

anti-hemorrágicos (DOMONT et al., 1991; TWIN; GOPALAKRISHNAKONE, 1998). 

Esses fatores são glicoproteínas ácidas, termo-resistentes, sem atividade enzimática 

(DOMONT et al., 1991). Aparentemente inibem especificamente as metaloproteases 

dos venenos ofídicos através da formação de complexos não covalentes, não 

atuando sobre serinoproteases (DOMONT et al., 1991; NEVES-FERREIRA, et al., 

1997; THWIN; GOPALAKRISHNAKONE, 1998) 

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

(CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 1995). Do soro dessa serpente foram isoladas 

proteínas que inibem metaloproteases do veneno de serpentes da mesma espécie 

(TANIZAKI et al., 1991; VALENTE et al., 2001). 

Além destas, um potente inibidor de cisteíno-proteases foi isolado do plasma 

dessa serpente. Essa proteína foi relacionada ao cininogênio de alto peso molecular 

encontrado no plasma de mamíferos, uma vez que tinha a massa molecular de 110 

kDa, liberava um peptídeo ativo sobre musculatura lisa homóloga, além de ser, 

como citado acima, um potente inibidor de cisteíno-proteases (CHUDZINSKI et al., 

1989). Verificou-se que essa proteína – a qual denominaremos cininogênio de B. 

 

Pró-domínio Metaloprotease 
Desinte

grina 
Rico em 

cisteína 

EGF-

símile 

Domínio trans-

membrana 

Calda citoplasmática 
ADAM 

SVMP 
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jararaca (BjKgn) - foi capaz de inibir atividades do veneno de serpentes da mesma 

espécie, nas quais metaloproteases estavam envolvidas direta ou indiretamente 

(GONÇALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004), entretanto, diferentemente do 

descrito para outros fatores anti-hemorrágicos, sem a formação de complexos. 

Estudando-se uma proteína similar, porém com estrutura e seqüência 

completamente conhecida, o cininogênio de alto peso molecular humano (HK), 

verificou-se a presença de atividade inibitória sobre a atividade hemorrágica do 

veneno total de Bothrops jararaca e sobre a JAR (GONÇALVES; CHUDZINSKI-

TAVASSI, 2004), mas não sobre outras metaloproteases de matriz tais como a 

Matrix Metallopeptidase 2 (MMP2) e Matrix Metallopeptidase 9 (MMP9), efeitos até 

então não descritos para essa proteína. Utilizando peptídeos sintéticos, verificou-se 

que esse efeito inibitório está relacionado a regiões do domínio 5 do HK 

(GONÇALVES et al., 2003). 

 

1.4. Cininogênios 

 

Os cininogênios são glicoproteínas acídicas, sintetizadas no fígado e 

encontradas no plasma humano sob duas formas: o cininogênio de alto e o de baixo 

peso molecular, HK e LK, respectivamente. Ambos possuem uma cadeia pesada 

formada por quatro domínios, porém diferem na cadeia leve, que no caso do HK é 

formada por outros dois domínios e, no de LK é reduzida, como demonstra na figura 

6 (KATO et al., 1981). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.  Cininogênio de alto peso molecular (HK) e cininogênio de baixo peso molecular (LK). 
O HK com 6, domínios D1; D2 (Inibidor de Cisteíno-protease); D3 (1.ligação endotelial;2. 
Inibidor de cisteíno-pretease, 3.ligação com TSP-1); D4 (bradicinina - RPPGFSPFR); D5 
(ligação endotelial; ligação com superfície aniônica); D6 (ligação com fator XI, ligação com 
pré-calicreína). O LK com os 4 domínios da cadeia pesada D1; D2; D3; D4 e o D5L, 
diferente do encontrado no HK. Figura de Zhang e colaboradores (2000). 

(RPPGFSPFR) 

(RPPGFSPFR) 
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O cininogênio de alto peso molecular é uma proteína que participa de 

diversos processos fisiopatológicos, dentre os quais se destacam o sistema de 

contato, inibição de cisteíno-proteases, inibição de agregação plaquetária 

(CHAVAKIS et al., 2002A), inibição da adesividade de neutrófilos (COLMAN, 1996; 

CHAVAKIS et al., 2001), resposta inflamatória pela liberação de bradicinina, dentre 

outros.  

Estas atividades estão distribuídas entre os seis domínios da proteína, quatro 

domínios da cadeia pesada e dois da cadeia leve. O domínio 1 contém sítios 

ligantes de cálcio. Os domínios 2 e 3 contêm a sequência QVVAG (Glutamina, 

Valina, Valina, Alanina e Glicina), altamente conservada em inibidores de cisteíno-

proteases, o que confere essa atividade inibitória a estes dois domínios. O domínio 4 

contém a bradicinina, que é liberada pela ação proteolítica da calicreína plasmática. 

O domínio 5 contém sítios ligantes de zinco, em uma região rica em histidina e 

glicina e juntamente com os domínios 3 e 4 são responsáveis pela ligação da 

proteína a células endoteliais. Já o domínio 6 contém o sítio de ligação da pré-

calicreína e fator XI (Figura 6) (COLMAN, 1994). 

 

1.4.1. O cininogênio e a resposta inflamatória (domínio 5) 

 

Tanto o Fator XII como o cininogênio de alto peso molecular ligam-se a 

células endoteliais. O fator XII sofre uma autoativação transformando-se em fator 

XIIa. Este vai ativar a pré-calicreína e o fator XI. A calicreína formada cliva o HK 

liberando bradicinina e o Fator XIa continua a via intrínseca da coagulação (KAPLAN 

et al., 2002).  

A bradicinina participa do processo inflamatório ativando células endoteliais, 

levando a vasodilatação, aumento de permeabilidade vascular, produção de óxido 

nítrico e mobilização de ácido araquidônico, além de também estimular terminações 

nervosas sensitivas causando dor e hiperalgesia. A formação de bradicinina pode 

resultar no aparecimento dos quatro sinais clássicos da inflamação: rubor, calor, 

tumor e dor (LALMANACH et al., 2010).  

Além de participar do processo inflamatório agudo com a liberação da 

bradicinina, o cininogênio, uma vez clivado pela ação de calicreínas, exibe 

propriedades antiadesiva e antiinflamatória (COLMAN, 1996). Essas propriedades 

são descritas como relacionadas ao domínio 5 do cininogênio de alto peso 
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molecular, que possui ainda, propriedades antiangiogênica (COLMAN et al., 2000), 

anti-trombótica (CHAVAKIS et al., 2002B) antiagregante sobre plaquetas 

(CHAVAKIS et al., 2002A) e antiinflamatória (CHAVAKIS et al., 2001; COLMAN, 

1996) além de inibir a proliferação e de induzir apoptose de células endoteliais (GUO 

et al., 2001). 

Dependendo de sua conformação, se clivado, o cininogênio de alto peso 

molecular humano funciona ainda como um agonista que pode promover a liberação 

de citocinas como o TNF-, IL-1, IL-6 e quimiocinas como a Interleucina-8 (IL-8), 

(KHAN et al., 2006) e ainda  inibir a proliferação de células endoteliais (ZHANG et 

al., 2000) 

Inibidores de metaloproteases têm sido estudados visando a inibição da 

liberação de TNF-α no tratamento de choque séptico e no tratamento de reações 

locais de envenenamentos ofídicos (GALLEA-ROBACHE et al., 1997; MORIMOTO 

et al., 1997; DEKKERS et al., 1999; ESCALANTE et al., 2000; GUTIÉRREZ; 

RUCAVADO, 2000; MOSS et al., 2001). 

Uma vez que o cininogênio de alto peso molecular isolados dos plasmas 

humano e de B. jararaca apresentaram atividade inibitória sobre a jararagina e como 

essa metaloproteinase pertence à mesma família que a enzima conversora de TNF-

α, decidiu-se verificar uma possível ação inibitória do BjKgn sobre a produção de 

TNF-α avaliando-se, primeiramente, uma possível ação inibitória sobre a TACE in 

vitro. Com o mesmo raciocínio, uma vez que o cininogênio inibe cisteíno-proteinases 

e a IL-1β é liberada da superfície celular pela ação da enzima conversora de IL-1β 

(ICE), uma cisteíno-proteinase, também verificamos a existência de uma possível 

influência do cininogênio na produção dessa citocina por macrófagos submetidos 

aos mesmos estímulos citados acima.  

A produção destas citocinas por macrófagos dependem da funcionalidade 

destas células. Como o cininogênio de alto peso molecular inibe algumas funções de 

neutrófilos como adesividade e migração (CHAVAKIS et al., 2001; COSTA et al., 

2002), verificamos os possíveis efeitos inibitórios do BjKgn sobre alguns parâmetros 

da funcionalidade de macrófagos, tais como: capacidade de espraiamento, 

fagocitose, produção de peróxido de hidrogênio e de óxido nítrico. 
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A utilização do BjKgn nesses experimentos pode dar uma melhor 

compreensão da estrutura dessa proteína e da preservação de domínios nas 

proteínas similares encontradas em animais de outras filogenias. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

Pelo exposto acima, os objetivos do presente trabalho foram: 

 

 Testar possível efeito inibitório do BjKgn sobre as enzimas TACE e ICE; 

 

 Testar o efeito do BjKgn na produção de citocinas (TNF- e IL-1) por células 

peritoneais aderentes; 

 

 Testar o efeito do BjKgn sobre funções biológicas e metabólicas de células 

peritoneais aderentes, tais como espraiamento, fagocitose, produção de água 

oxigenada (H2O2) e produção de NO.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. Animais 

  

O presente trabalho foi desenvolvido utilizando serpentes Bothrops jararaca, 

machos e fêmeas, fornecidas pelo Laboratório de Herpetologia do Instituto Butantan, 

São Paulo. Os animais não possuíam peso nem tamanho pré-estabelecidos já que 

os mesmos foram provindos da natureza. 

Foram utilizados, também, camundongos Swiss, machos, pesando entre 18-

22g, fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan. Os animais 

permaneceram no Biotério do Laboratório de Fisiopatologia, em ambiente com 

exaustão apropriada e ciclo claro/escuro (12/12), por pelo menos 1 dia antes dos 

experimentos, tiveram acesso livre a água e ração peletizada comercial própria para 

roedores fornecida pelo Biotério Central do Instituto Butantan. 

Todos os procedimentos utilizando os animais foram realizados dentro das 

normas éticas da Sociedade Internacional de Toxinologia e foram submetidos à 

comissão de Ética de Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB), protocolo 

894/12. 

 

3.2. Delineamento experimental 

 

Para determinar a possível inibição da proteína BjKgn sobre as enzimas 

TACE e ICE, bem como a produção de TNF-α e IL-1β e funções de células 

peritoneais aderentes, primeiramente purificamos a proteína de interesse (BjKgn) do 

plasma de serpentes Bothrops jararaca e então os seguintes parâmetros foram 

avaliados: 

 In vitro 

Ação do sobre enzimas TACE e ICE utilizando substratos fluorogênicos para 

avaliar a cinética enzimática; 
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 Ex vivo 

Capacidade de espraiamento e de fagocitose de partículas de zimosan de 

células peritoneais aderentes estimuladas ou não, i.p., com 4% de tioglicolato, 

utilizando o N=5 para cada experimento; 

Capacidade de produção de H2O2 e NO de células peritoneais aderentes 

estimulados, i.p., com 4% de tioglicolato, utilizando o N=5 para cada experimento; 

Produção de TNF-α e IL-1β sobre influência do BjKgn, utilizando kits de 

ELISA para a quantificação. 

 

3.3. Coleta do plasma de Bothrops jararaca 

 

O sangue de Bothrops jararaca foi colhido através de punção na artéria aorta 

abdominal, após a laparotomia em serpentes Bothrops jararaca anestesiadas com 

pentobarbital sódico (30 mg/kg, via subcutânea). Colhido o sangue, este então foi 

imediatamente misturado ao citrato de sódio 3,8% (p/v) na proporção de 9 partes de 

sangue para 1 de anticoagulante e centrifugado a 2000 x g /15 minutos a 4 °C. Logo 

após a obtenção do plasma, o mesmo foi misturado (1:1. v:v) com um tampão 

acrescido de inibidores de proteases (0,1 mM de EDTA, 1.0 mM de PMSF, 

100µg/mL de polibrene, 2,5% de sacarose e 150 mM de NaCl. Todo o procedimento 

foi realizado em material plástico descartável e o plasma obtido foi aliquotado, 

congelado rapidamente com gelo seco e mantido a –80 °C até o momento do uso. 

 

3.4. Processos para purificação do BjKgn (Bothrops jararaca kininogen) 

 

A purificação do BjKgn se deu conforme descrito por Chudzinski e 

colaboradores (1989). Antes da purificação da proteína foi realizada a 

carboximetilação da papaína, preparação da resina de afinidade, acoplamento da 

papaína carboximetilada à resina e purificação na coluna de afinidade. 

 

3.4.1. Carboximetilação da papaína com ácido iodoacético 

 

A papaína (100mg) foi diluída em 14 ml de tampão de ativação (NaH2PO4-0,1 

M; L-cicteína-HCl- 2mM; EDTA-1,0mM; DMSO 4%; pH-6,0) e deixada por 30 

minutos em temperatura ambiente. Acrescentamos então, 28mg de ácido 
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iodoacético (10mM) e mantivemos a solução sobre o abrigo da luz por 40 minutos. 

Assim, a papaína carboximetilada foi dialisada overnight contra um tampão 

carbonato (NaHCO3-0,1M; NaCl-0,5M).  

 

3.4.2. Preparação da resina e acoplamento da papaína carboximetilada  

 

Realizamos o trabalho utilizando a resina Sepharose 4B ativada por brometo 

de cianogênio (CNBr) (GE Healthcare). A resina foi lavada com solução HCl (1mM) 

para a retirada dos aditivos e deixada por 15 minutos para expandir. Após o tempo 

citado, a resina foi lavada com um tampão de acoplamento (NaHCO3 -0,1M; NaCl-

0,5M; pH-9,5). 

A resina foi mantida em contado com a papaína-carboximetilada (CM-

papaína) por 2 horas para acoplamento e equilibrada com tampão Tris/HCl 50 mM, 

pH 7.0. 

 

3.4.3. Purificação da proteína BjKgn 

 

Uma vez obtida a resina acoplada à CM-papaína, a mesma foi colocada em 

contato com o plasma de Bothrops jararaca, em temperatura ambiente e sob 

agitação leve por 1 h. Essa resina foi então montada na coluna PD-10 mL (GE 

Healthcare) e lavada com o tampão de equilíbrio (Tris/HCl 50 mM, pH 7.0.) até que a 

densidade óptica (DO) chegasse a 0,001nm. Para a medição da DO foi utilizado o 

aparelho espectrofotômetro – ULTROSPEC 2100 Pro (Amersham Pharmacia 

Biotech) com o comprimento de onda a 280nm. 

O material retido foi eluído por acidificação com KCl/HCl 0.5M, pH 2.0. O pH 

do eluato foi imediatamente neutralizado com tampão Tris/HCl 1.0 M, pH 8.0 e em 

seguida dialisado contra salina 0,85%, congelado e mantido a –80 °C.  

A homogeneidade do material purificado (BjKgn) foi avaliada por eletroforese 

em SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). 

 

3.5. Ação da proteína BjKgn sobre a atividade da TACE (ADAM-17) 

 

A cinética de inibição foi realizada utilizando a TACE recombinante e o 

substrato fluorescente MCA-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-DPA-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH2 
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(ambos adquiridos da Calbiochem). Para a realização dos testes, foram utilizados 

0,02 μg da TACE recombinante em 100 μL de tampãoTris-HCl 25 mM, pH 8,0 

contendo 5 μM ou 10 μM do substrato. A proteína BjKgn foi utilizada nas 

concentrações de 4,4 μg, 6,6 μg e 8,8 μg para cada uma das doses de substrato 

utilizadas. Após um período de incubação de 30 minutos a 37°C da TACE e do 

BjKgn, o substrato foi adicionado e seguiu-se leitura em fluorímetro (Victor3, Perkin 

Elmer) utilizando placas opacas de 96 poços e temperatura da reação mantida a 

37°C em compartimento termoestabilizado e sob agitação. O fluorímetro foi ajustado 

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

idênticos foram utilizados, com exceção da adição da TACE. 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 foi determinado através da equação: Vo/Vi= 1+[I]/Ki aparente

 //Ki= Ki aparente / (1+[S]/ Km), sendo o Km do substrato igual a 19 µM (SEGEL, 

1975) e confirmado através do gráfico Cornish-Bowden (SEGEL, 1975). Todos os 

experimentos foram feitos em duplicata. 

 

3.6. Ação da proteína BjKgn sobre a Jararagina 

 

A cinética de inibição foi realizada utilizando a Jararagina purificada e 

substrato fluorescente Abz-Pher-Ala-Ser-Ser-Ala-EDDnp. Para a realização dos 

testes, foram utilizados 0,044 μg da Jararagina em 100 μL de tampão Tris-HCl 25 

mM, pH 8,0 contendo 5 μM ou 10 μM do substrato. A proteína BjKgn foi utilizada nas 

concentrações de 2 μg, 3 μg e 4 μg para cada uma das doses de substrato 

utilizadas. Após um período de incubação de 15 minutos a 37°C da Jararagina e do 

BjKgn, o substrato foi adicionado e seguiu-se leitura em fluorímetro como descrito 

acima (Item 3.5.) Como modificação o fluorímetro foi ajustado para leitura de 

excitação e emissão em 320 e 420 nm, respectivamente. Todos os experimentos 

foram feitos em duplicata. 

 

3.7. Ação da proteína BjKgn sobre a atividade da ICE (Caspase-1) 

 

Para a realização da cinética de inibição da ICE (0,1 UA, UA = Unidades de 

Atividade) foram utilizadas duas concentrações do substrato Ac-Tyr-Glu-Val-Asp-
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MCA (Ac; acetil, MCA; metilcoumarina) correspondentes a 5 μM e 10 μM. (ambos 

adquiridos da Sigma-Alderich). A proteína BjKgn foi utilizada em cinco 

concentrações: 0,5 μg, 1,0 μg, 2,0 μg, 3,0 μg e 4,0 μg para cada uma das doses de 

substrato utilizadas O tampão utilizado foi o indicado pelo fabricante (50mM Hepes, 

50 mM NaCl, o,1% Chaps, 10mM EDTA, 10mM DTT, 5% glicerina e pH= 7,2). Após 

um período de incubação de 30 minutos a 37°C da ICE e do BjKgn, o substrato foi 

adicionado e seguiu-se leitura em fluorímetro como descrito acima (Item 3.5.). Todos 

os experimentos foram feitos em duplicata. 

 

3.8. Avaliação sobre a atividade de células peritoneais aderentes  

 

3.8.1. Obtenção de células peritoneais aderentes estimuladas ou não com 

tioglicolato a 4% 

 

Para a obtenção das células, quando estimulados, camundongos foram 

injetados i.p. com 1 mL de tioglicolato a 4 % (Sigma-Alderich) e o exsudato 

peritoneal colhido após 4 dias. As células residentes foram obtidas diretamente do 

peritônio sem qualquer tipo de tratamento. 

Para a obtenção do exsudato, os animais foram submetidos à eutanásia em 

câmara de CO2. Em seguida, após a exposição do peritônio, a cavidade peritoneal 

dos animais foi lavada com uma injeção de 5.0 ml de Tampão Fosfato de Sódio - 

PBS (pH= 7,4). Após uma leve massagem no abdômen, o PBS contendo as células 

peritoneais foi colhido e colocado em tubos. O PBS contendo as células peritoneais 

foi centrifugado na centrífuga (Eppendorf) a 1100 rpm, por 10 minutos, a 4oC. O 

sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1.0 mL de meio 

de cultura RPMI 1640 (Gibco) para a realização da contagem total de leucócitos. 

A contagem total das células foi realizada utilizando o hemocitômetro de 

Neubauer com a diluição de 1:2 (80μL célula: 80μL Turk). As células foram mantidas 

no gelo até o momento da realização dos experimentos de espraiamento, fagocitose, 

dosagem de Óxido Nítrico (NO) e dosagem de peróxido de hidrogênio (H2O2). 
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3.8.2. Determinação da capacidade de espraiamento de células peritoneais 

aderentes residentes ou estimuladas  

 

Avaliamos a capacidade de espraiamento de células estimuladas ou 

residentes utilizando 1,0 x 105 células/100l. Para isso, as células foram aplicadas 

sobre lamínulas redondas de vidro e mantidas por 20 minutos à temperatura 

ambiente, de modo que ocorresse a adesão das células. Em seguida, as lamínulas 

contendo as células aderentes foram lavadas em PBS e incubadas com meio RPMI 

1640 contendo as doses de 0,5g, 1g, 1,5g, 2,0g e 3,0g do BjKgn (grupos 

tratados) ou contendo apenas o meio (grupo controle) por 1 hora, a 37oC, em 

atmosfera de 95% de ar e 5% de CO2. Após o tempo referido, as lamínulas foram 

lavadas repetidamente com PBS e fixadas com glutaraldeido a 2,5% por 20 minutos. 

As lamínulas foram montadas sobre lâminas de microscopia com uma solução de 

glicerol e vedadas com esmalte. A quantidade de células espraiadas foi determinada 

pela contagem total de 200 células, diferenciando em células espraiadas ou não 

espraiadas. A análise foi realizada em microscópio de contraste de fase (Leika). 

 

3.8.3. Determinação da capacidade fagocítica de células peritoneais aderentes, 

residentes ou estimuladas 

 

A capacidade fagocítica foi determinada utilizando células peritoneais 

residentes ou estimuladas (1,0 x 105 células/100l), aderidas e espraiadas nas 

lamínulas. As células foram previamente incubadas, durante o processo de 

espraiamento, com o meio RPMI 1640 contendo diferentes doses (0,5g, 1g, 

1,5g, 2,0g e 3,0g da proteína BjKgn (grupos tratados) ou apenas com o meio 

RPMI 1640 (grupo controle) por 1 hora, conforme descrito no item 3.8.1. Após o 

tempo de incubação, as lamínulas foram lavadas com PBS e recobertas com 

zimosan não opsonizado (1,0x 10 6 partículas/ lamínula diluídos em meio RPMI 

1640) e mantidas por 40 minutos, a 37oC, em atmosfera de 95% de ar e 5% de CO2. 

Passado o tempo citado, as lamínulas foram lavadas com PBS, fixadas e coradas 

com corante Rosenfeld. As lamínulas foram montadas sobre lâminas de microscopia 

com entellan e analisadas com microscópio de campo claro. Um total de 100 células 
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foi contado e a quantidade foi determinada pelo número de células que fagocitaram 

4 ou mais partículas de zimosan. 

 

3.8.4. Determinação de peróxido de hidrogênio por células peritoneais 

aderentes estimuladas (H2O2). 

 

No presente trabalho, determinamos a produção de peróxido de hidrogênio 

utilizando as técnicas de Pick e Mizel (1981) e Russo e colaboradores. (1989) com 

algumas modificações. Para tal, as células foram estimuladas (4 x 105 células/ 

100l), aderidas à placa de cultura de 96 poços de fundo chato por 60 minutos e 

incubadas com 100 μL/poço de meio RPMI 1640 ou com meio RPMI 1640 na 

presença de 3g de BjKgn. Após o período de uma hora de incubação, as células 

foram suspensas em 100 μl solução de fenol vermelho (Sigma-Alderich) e 10 μl de 

solução de acetato de forbol miristato (PMA) (Sigma-Alderich) (20 ng) foram 

adicionados nos poços de placa de cultura. A placa foi incubada a 37°C, em 

atmosfera úmida, por 1 hora e, após esse período, a reação foi interrompida pela 

adição de 20 μl de uma solução de hidróxido de sódio a 1 N. A absorbância foi 

determinada em leitor de ELISA (SPECTRAmax) em um comprimento de onda de 

620 nm, contra um branco constituído por solução de fenol vermelho. Os resultados 

foram obtidos em densidade óptica e apresentados em nmols de H2O2/4 x 105 

células. Os ensaios foram realizados em duplicatas e a produção espontânea de 

peróxido de hidrogênio foi avaliada em células não estimuladas pelo PMA.  

 

3.8.5. Determinação de Óxido Nítrico por células peritoneais aderentes 

estimulados (NO) 

 

A determinação de óxido nítrico se deu conforme o micro ensaio descrito por 

Ding e colaboradores (1988) com modificações. A produção de NO foi determinada 

através da medição de nitrito liberado no sobrenadante de culturas de células 

peritoneais aderentes. Para tal, células estimuladas (1 x 105 células/ 100L em meio 

RPMI) foram aderidas à placa de cultura de 96 poços de fundo chato por 60 minutos. 

Após o período, as células foram lavadas com PBS e incubadas com 100 μl/poço 

meio RPMI 1640 (controle) ou com meio RPMI mais a concentração de 3g BjKgn 
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(tratados) a 37°C, por 1 hora, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Passadas 

as 1 hora, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e 100 μL de meio RPMI 1640 

com ou sem LPS foram adicionados em cada poço da placa e a mesma incubada 

pelo período de 48 horas. Os sobrenadantes foram transferidos para placa de leitura 

contendo reagente de Griess (partes iguais de Sulfanilamida 1 % em H3PO4 a 5% e 

α-naftiletilenodiamina 1%) na proporção de 1:1 (v:v). Em seguida, a placa foi lida em 

leitor de ELISA em 550 nm. Os valores de leitura foram comparados a uma curva 

padrão de NaNO2 (de 5 a 60 μM) e os resultados foram expressos em μM de nitrito 

liberado por 1 x 105 células. 

 

3.8.6. Ação do BjKgn sobre a TACE e ICE em ex vivo (liberação de TNF-α e IL-

1β) 

 

A ação do BjKgn sobre a TACE e a ICE in ex vivo foi realizada utilizando 

cultura de células peritoneais aderentes, pré estimulados com 4% de tioglicolato por 

4 dias. As células (5x105 células/500µL) foram colocadas em placas de 24 poços e 

deixadas para aderir a 37°C, por 1 hora, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. 

Após o tempo citado, as células foram lavadas com PBS e incubadas pelo período 

de 12 horas. Os grupos experimentais foram os seguintes: controle (contendo 

apenas as células), LPS (contendo as células e 3µg de LPS). BjKgn (contendo 

células e 3µg de BjKgn) e LPS+BjKgn (contendo as células, 3µg de LPS e 3µg de 

BjKgn). Após 12 horas, o sobrenadante foi coletado e o nível de TNF-α e IL-1-β 

foram mensuradas utilizando um kit de ELISA comercial. Para a dosagem de TNF-α 

utilizamos o Kit Quantikine ELISA- Mouse TNF-α Immunoassay e para a dosagem 

de IL-1β utilizamos o Kit Quantikine ELISA- Mouse IL-1β Immunoassay. Ambos os 

kits foram provindos da R&D Systems. Os procedimentos para a dosagem com os 

kits foram realizados de acordo com as recomendações do fabricante.  

 

3.9. Análises estatísticas 

 

A fim de avaliar possíveis diferenças estatísticas entre os grupos tratados 

(BjKgn) ou controles (PBS), utilizamos o teste ANOVA de uma via, acompanhada 

pelo teste Tukey. Esta análise foi realizada pelo programa Graphpad Prism 5.0. 

Foram consideradas significativas as diferenças com p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Avaliação da purificação do BjKgn 

 

A BjKgn purificada a partir do plasma de serpentes Bothrops jararaca, através 

da cromatografia de afinidade em CM-Papaína Sepharose e avaliada utilizando 

eletroforese em gel de SDS-PAGE 7,5% demonstrou-se purificada uma vez que 

apresentou 1 banda de aproximadamente 110kDa (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Gel de Eletroforese em SDS-PAGE 7,5%. O gel foi corado por prata: Linha 1: padrão de 
massa molecular (2µg), Linha 2 BjKgn purificada por cromatografia de afinidade (2µg), 
Linha 3: BjKgn purificada por cromatografia de afinidade e reduzida com a adição de 
betamercaptoetanol (2µg). 

 
 
 
 
 
 
 
 

220 

170 

116

 220 
 

76 

53 

kDa 1 2 3 



 

40 

 

4.2. Ação da proteína BjKgn sobre a atividade da TACE (ADAM-17) 

 

Os resultados demonstram que a proteína BjKgn foi capaz de inibir in vitro a 

atividade da enzima TACE sobre o seu substrato fluorescentes. De acordo com o 

gráfico de “Dixon Plot” (Figura 8A) e CORNISH-BOWDEN (Figura 8B), essa inibição 

ocorreu de maneira competitiva uma vez que o intercepto das retas ocorreu no 

segundo quadrante. O valor da constante de inibição (Ki) foi 22,5 µg. O cálculo do Ki 

foi realizado utilizando as fórmulas: Vo/Vi= 1+[I]/Ki aparente  e Ki= Ki aparente / (1+[S]/ 

Km), sendo o Km do substrato igual a 19 µM (Km fornecido pela Calbiochem) 

(Figura 8). 

Tomando como peso molecular de 110 kDa para o BjKgn (Figura 7), 

transformamos o valor de Ki = 22,5 µg para 2 mM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Gráfico representando o mecanismo de inibição do BjKgn sobre a TACE. 
Representação través do gráfico Dixon Plot (1/V x [BjKgn]) em gráfico A e 

Cornish-Bowden em gráfico B. Utilizamos 0,02 μg da TACE recombinante em 100 

μL de tampãoTris-HCl 25 mM, pH 8,0 contendo 5 μM ou10 μM do substrato de TACE 
(MCA-Pro-Leu-Ala-Gln-Ala-Val-DPA-Arg-Ser-Ser-Ser-Arg-NH2) e 4,4 μg, 6,6 μg e 8,8 μg 
de BjKgn como inibidor. 

A 

B 



 

41 

 

4.3. Ação da proteína BjKgn sobre a atividade da Jararagina 

 

Da mesma maneira que para a TACE, os resultados demonstram que a 

proteína BjKgn também foi capaz de inibir in vitro a atividade da enzima Jararagina 

sobre o seu substrato fluorescentes. De acordo com o gráfico de “Dixon Plot” (Figura 

9A), essa inibição ocorreu de maneira competitiva uma vez que o intercepto das 

retas ocorreu no segundo quadrante. Esse mecanismo pôde ser confirmado através 

do gráfico de Cornish-Bowden onde foram obtidas retas paralelas (Figura 9 B). O 

valor da constante de inibição determinada foi de 7,0 μg (Ki = 7 μg) e pôde ser 

calculada após a visualização em “zoom” da área do intercepto (Figura 9). 

Tomando como peso molecular de 110 kDa para o BjKgn (Figura 7), 

transformamos o valor de Ki = 7,0 µg para 0,6 mM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.  Gráfico representando o mecanismo de inibição do BjKgn sobre a Jararagina. 
Representação através do gráfico Dixon Plot (1/V x [BjKgn]) em gráfico A e 
Cornish-Bowden em gráfico B. Utilizamos 0,044 μg da Jararagina recombinante em 
100 μL de tampãoTris-HCl 25 mM, pH 8,0 contendo 5 μM ou10 μM do substrato de 

Jararagina (Abz-Pher-Ala-Ser-Ser-Ala-EDDnp) e 2 μg, 3μg e 4 μg de BjKgn como 

inibidor. 

B 

A 



 

42 

 

4.4. Ação da proteína BjKgn sobre a atividade da ICE (Caspase-1) 

 

Assim como para a TACE e a JAR, os resultados indicam que a proteína 

BjKgn também foi capaz de inibir in vitro a ICE, uma cisteíno-protease, sobre o seu 

substrato fluorescente e que esse mecanismo de inibição é competitivo, uma vez 

que as retas obtidas apresentaram intercepto simples no segundo quadrante, 

segundo o gráfico de “Dixon Plot” na figura 10. Esse mecanismo pôde ser 

confirmado após a realização de um segundo gráfico, o Cornish-Bowden (Figura 11), 

onde foram obtidas retas paralelas. O valor da constante de inibição determinada foi 

de 4,2 μg (Ki = 4,2 μg) e pôde ser calculada após a visualização em “zoom” da área 

do intercepto (Figura 10). 

Tomando como peso molecular de 110 kDa para o BjKgn (Figura 7), 

transformamos o valor de Ki = 4,2 µg para 370 μM. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
Figura 10. Gráfico representando o mecanismo de inibição do BjKgn sobre a ICE. 

Representação por gráfico Dixon Plot (1/V x [BjKgn]). Utilizamos 0,1 UA de ICE, 

5M e 10 de MAc-Tyr-Glu-Val-Asp-MCA como substrato e 0 μg, 0,5 μg, 1 μg, 2 μg, 3 
μg e 4 μg de BjKgn como inibidor. O valor da constante de inibição (Ki) foi o valor 
obtido com o rebatimento do intercepto das curvas no eixo X (Ki = 4,2 μg) como 
mostrado no zoom. 
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Figura 11. Gráfico representando o mecanismo de inibição do BjKgn sobre a ICE. 

Representação por gráfico CORNISH-BOWDEN. Utilizamos 0,1 UA de ICE, 5M e 

10 de MAc-Tyr-Glu-Val-Asp-MCA como substrato e 0 μg, 0,5 μg, 1 μg, 2 μg, 3 μg e 4 
μg de BjKgn como inibidor.  

 
 
 
 

4.5. Efeito do BjKgn sobre a capacidade de espraiamento de células peritoneais 

aderentes e residentes 

De acordo com os resultados obtidos, a proteína BjKgn parece não influenciar 

no desempenho da função de espraiamento das células, já que não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os grupos tratados (0,5 µg; 1,0 µg; 1,5 µg; 

2,0 µg; 3,0 µg BjKgn) e o controle (Figura 12). Cabe ressaltar que a Figura 13 é 

representativa do grupo controle, uma vez que não houve diferenças estatísticas de 

espraiamento em relação aos outros grupos estudados. 
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Figura 12. Número de células aderentes residentes do peritônio espraiadas após o tratamento 
de 1 hora com a proteína BjKgn . As células foram incubadas por 1 hora apenas com o 
meio de cultura RPMI 1640 nos grupos controles e nos tratados, as células foram 

incubadas com o meio citado mais a adição de 0,5g, 1,0g, 1,5g, 2.0g ou 3,0g da 
proteína BjKgn. A quantidade de células espraiadas foi determinada pela contagem total 
de 200 células em campos aleatórios. Os resultados correspondem à média ± e.p.m. 
(n=5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Espraiamento de células peritoneais aderentes. A seta () indica uma célula espraiada 

e a seta () indica uma célula não espraiada. Foto representativa do grupo controle. 
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4.6. Efeito do BjKgn sobre a capacidade de espraiamento de células 

peritoneais aderentes previamente estimuladas com 4 % de tioglicolato 

 

Da mesma forma que para as células residentes, a capacidade de 

espraiamento, mesmo após o estímulo com o agente flogístico, a capacidade de 

espraiamento das células não foi afetada pelo tratamento da proteína em nenhuma 

das doses avaliadas quando comparado ao controle (Figura 14).  

 

 

 

 

 

Figura 14. Número de células estimuladas espraiadas. As células estimuladas com 4% de 
tioglicolato 4 dias antes da coleta foram incubadas por 1 hora apenas com o meio de 
cultura RPMI 1640 nos grupos controles e nos tratados, as células foram incubadas com 

o meio citado mais a adição de 0,5g, 1,0g, 1,5g, 2.0g ou 3,0g da proteína BjKgn. A 
quantidade de células espraiadas foi determinada pela contagem total de 200 células em 
campos aleatórios. Os resultados correspondem à média ± e.p.m. (n=5). 
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4.7. Efeito do BjKgn sobre a capacidade fagocítica de células peritoneais 

aderentes residentes 

 

Os resultados sugerem que a proteína não influenciou na capacidade 

fagocítica, uma vez que os dados estatísticos não demonstraram significância 

quando comparados os grupos tratados ao controle (Figura 15). A Figura 16 ilustra 

células aderentes peritoneais que fagocitaram ou não partículas de zimosan.  

 

 

 

 

 

Figura 15.  Número de células aderentes residentes que fagocitaram 4 ou mais partículas de 
zimosan após contato por uma hora com a proteína BjKgn. No grupo controle, as 
células foram incubadas apenas com o meio de cultura RPMI 1640 e nos grupos 

tratados, as células foram incubadas com o meio citado mais a adição de 0,5g, 1,0g, 

1,5g, 2,0g ou 3,0g da proteína BjKgn. Um total de 100 células foi contado e a 
quantidade de células determinada pelo número de células que fagocitaram 4 ou mais 
partículas de zimosan. Os resultados correspondem a média ± e.p.m. (n=5). 
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Figura 16.  Células peritoneais aderentes que fagocitaram ou não zimosan. A seta indica um 
célula que fagocitou 5 partículas de zimosan. Os grupos não foram distinguidos como 
tratado ou controle, uma vez que não houve diferenças estatísticas entre os grupos. Foto 
representativa do grupo controle. 
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4.8. Efeito do BjKgn sobre a capacidade fagocítica de células peritoneais 

aderentes previamente estimuladas com 4 % de tioglicolato 

 

Mesmo após serem estimuladas com o tioglicolado a 4%, as células não 

demonstraram alterações em suas funções fagocíticas após o contato com 

diferentes concentrações de BjKgn (Figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.  Número de células estimuladas que fagocitaram 4 ou mais partículas de zimosan 
após estímulo por uma hora com a proteína BjKgn. No grupo controle, as células 
foram incubadas apenas com o meio de cultura RPMI 1640 e nos grupos tratados, as 

células foram incubadas com o meio citado mais a adição de 0,5g, 1,0g, 1,5g, 2,0g 

ou 3,0g da proteína BjKgn. Um total de 100 células foi contado e a quantidade de 
células determinada pelo número de células que fagocitaram 4 ou mais partículas de 
zimosan. Os resultados correspondem à média ± e.p.m. (n=5). 
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4.9. Efeito do BjKgn sobre a produção de peróxido de hidrogênio H2O2 por 

células peritoneais aderentes previamente estimuladas com 4 % de 

tioglicolato. 

 

A proteína BjKgn aparentemente não influencia na produção de H2O2 por 

células aderentes peritoneais obtidos de grupos estimulados ou não com PMA, 

como demonstra na figura 18.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Efeito do BjKgn sobre a liberação de Peróxido de Hidrogênio por células peritoneais 
aderentes previamente estimuladas com tioglicolato a 4%, e posteriormente 
estimulados ou não com o PMA. As células foram coletadas da cavidade peritoneal de 
camundongos, após o período de 4 dias da injeção i.p. (intraperitoneal) com tioglicolato a 
4%. O tratamento das células com o BjKgn (3µg) foi de 1 hora. O (+) representa a 
presença do PMA ou do BjKgn e o (-) representa a ausência das mesmas. Os resultados 
expressam média e.p.m. de 5 animais. 
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4.10. Efeito do BjKgn sobre a produção de Óxido Nítrico por células 

peritoneais aderentes previamente estimuladas com 4 % de tioglicolato. 

 

De acordo com o gráfico abaixo (Figura 19), a proteína BjKgn não influenciou 

na produção de NO nos grupos estimulados ou não com LPS quando comparado ao 

controle sem a proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Efeito do BjKgn sobre a liberação de óxido nítrico por células peritoneais aderentes 
previamente estimulados com tioglicolato 4%, posteriormente estimulados ou não 
com LPS. As células foram coletadas da cavidade peritoneal de camundongos, após o 
período de 4 dias da injeção i.p. (intraperitoneal) com tioglicolato a 4%. As células 
permaneceram em contato com o BjKgn (3µg) por de 1 hora. Os resultados correspondem 
à média ± e.p.m. (n=5). 
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4.11. Ação do BjKgn sobre a liberação de TNF-α e IL-1β em ex vivo  

 

Como podemos observar nas figuras 20 e 21, o BjKgn não inibiu e nem 

estimulou a liberação de TNF-α e IL-1β, uma vez que não há diferenças estatísticas 

do grupo com a presença da proteína quando comparado ao grupo sem a mesma. 

Podemos observar que com a presença do LPS houve um aumento significativo de 

liberação de citocinas, porém ao comparar o grupo LPS ao grupo LPS+BjKgn, não 

observamos diferenças. Demonstrando assim que a proteína não influenciou, ao 

menos na dose de 3µg, a liberação de TNF-α e IL-1β. 

 
 
 
 

 
 
Figura 20. Efeito do BjKgn sobre a liberação de TNF-α por células peritoneais aderentes 

estimulados com 4% de tioglicolato por 4 dias. As células estimuladas com 4%de 
tioglicolato foram incubadas por 12 horas na presença ou não de BjKgn (3µg) e/ou LPS 
(3µg) e seu sobrenadante foi mensurado utilizando o kit de ELISA. Os resultados 
correspondem à média ± e.p.m. (n=5). 
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Figura 21. Efeito do BjKgn sobre a liberação de IL-1β por células peritoneais aderentes 

estimuladas com 4% de tioglicolato por 4 dias. As células estimuladas com 4%de 
tioglicolato foram incubadas por 12 horas na presença ou não de BjKgn (3µg) e/ou LPS 
(3µg) e seu sobrenadante foi mensurado utilizando o kit de ELISA. Os resultados 
correspondem à média ± e.p.m. (n=5). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

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

(CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 1995). Estudos anteriores, demonstraram que uma 

proteína isolada do plasma dessas serpentes, o BjKgn, inibe atividades do veneno 

de serpentes da mesma espécie, particularmente aquelas em que metaloproteases 

estavam envolvidas (GONÇALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004). Essa proteína 

apresenta características relacionadas ao cininogênio de alto peso molecular 

presente no plasma de mamíferos, como por exemplo, apresentar massa molecular 

de 110 kDa, ser um potente inibidor de cisteíno-proteases e liberar peptídeos 

farmacologicamente ativos sobre musculatura lisa homóloga (CHUDZINSKI et al., 

1989). Tanto o BjKgn como o cininogênio de alto peso molecular isolado do plasma 

humano apresentam atividade inibitória sobre a jararagina (JAR), uma 

metaloprotease hemorrágica isolada do veneno de serpentes Bothrops jararaca 

(GONÇALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004). 

A JAR apresenta similaridades com a TACE, e também é capaz de processar 

o pró-TNF-α (MOURA DA SILVA et al., 1996). Assim sendo, testamos nesse 

trabalho se o BjKgn também possuiria atividade inibitória sobre a TACE. Em 

experimentos de cinética enzimática, verificamos que o BjKgn inibe a TACE, 

atuando como um inibidor competitivo e com um Ki de 2 mM. Essa atividade 

inibitória foi menor do que a observada na inibição de JAR (Ki= 600 µM), porém com 

o mesmo mecanismo de inibição.  

Comparando-se ao cininogênio de alto peso molecular humano (HK), o BjKgn 

foi menos eficiente na inibição da JAR. O HK inibe a JAR por um mecanismo do tipo 

misto, com um Ki de 1,5 µM, sem a formação de complexos entre protease-inibidor 

(GONÇALVES et al., 2003). O BjKgn também não forma complexo com a JAR 

(GONÇALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004), porém isso não foi analisado no 

presente trabalho na interação BjKgn e TACE. 

De forma análoga, a pró-IL1β é processada por uma protease da família das 

caspases, a ICE (Interleukin 1β-converting enzyme), uma cisteíno-protease também 

envolvida no processo da apoptose (SINGER et al., 1995; LOPEZ-CASTEJON; 
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BROUGH, 2011). Entretanto, diferentemente do que ocorre com o TNF-α, esse 

processamento se dá no meio intracitoplasmático (SINGER et al., 1995). 

Como a base de purificação do BjKgn é sua atividade inibitória sobre cisteíno-

proteases, testamos se essa proteína também apresenta atividade inibitória sobre 

ICE.  

Verificamos que a proteína BjKgn foi capaz de inibir, in vitro, a enzima ICE, 

precursora da IL-1β. A inibição do BjKgn sobre a ICE ocorreu de maneira 

competitiva, com a constante de inibição (Ki) de 4,2 μg (370 μM). Esse dado 

corrobora com estudos descritos por Sanson (2012), que verificou a inibição também 

competitiva do BjKgn sobre a papaína. Embora apresentassem os mesmos 

mecanismos de inibição, o BjKgn foi menos efetiva em inibir a ICE (Ki= 370 μM) em 

relação a papaína (Ki= 34,5 µM). É importante ressaltar que os inibidores mais 

potentes para o bloqueio destas proteases são compostos orgânicos sintéticos de 

baixa massa molecular, especialmente desenhados para a inibição da TACE ou da 

ICE. Ao contrário, a BjKgn é uma macromolécula natural capaz de inibir as duas 

proteases de importância fisiopatológica simultaneamente. 

A utilização das porções específicas do BjKgn responsáveis pela inibição 

dessas proteases pode resultar em uma inibição mais efetiva, com constantes de 

inibição mais baixas. Infelizmente, até o presente momento não conhecemos a 

estrutura do BjKgn. Análises por espectrometria de massas indicaram que essa 

proteína poderia ser uma forma complexada (dimérica ou trimérica) da proteína 

Bj46a (SANSON, 2012). Entretanto, novas análises sugerem se tratar de uma 

proteína inédita (dados não publicados). Por essa razão, consideramos a massa 

molecular de 110 kDa para o cálculo das constantes de inibição obtidas no presente 

estudo.  

Novos experimentos para definir a estrutura da proteína BjKgn já estão em 

andamento em nosso laboratório.  

No HK, os domínios responsáveis pela inibição dessas classes de proteases 

estão localizados, respectivamente nos domínios 2 e 3, para cisteino proteases 

(DELA-CADENA; COLMAN, 1992) e no domínio 5, para metaloproteinases 

(GONÇALVES et al, 2003; NORDAHL et al, 2005). 

Várias evidências sugerem que a inibição de proteases processadoras de 

citocinas, como a TACE e a ICE, pode resultar em uma diminuição na produção das 
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respectivas citocinas processadas (TNF-α e IL-1β), diminuindo os sinais e sintomas 

inflamatórios em diversos modelos experimentais (LE; ABBENANTE, 2005). 

Assim, uma vez que tanto o TNF-α como a IL1-β são secretadas por 

macrófagos (KUMAR et al., 2005) e essa secreção depende do processamento 

dessas citocinas pela TACE e pela ICE, respectivamente, verificamos no presente 

trabalho se o BjKgn afetaria a produção dessas citocinas por células peritoneais 

estimuladas por LPS.  

Antes disso, verificamos se essa proteína não afetaria alguma das atividades 

biológicas próprias de macrófagos. Nossos resultados mostram que o BjKgn não 

alterou a capacidade de espraiamento e de fagocitose em células peritoneais 

residentes, ou estimuladas com tioglicolato. Verificamos ainda, que não houve 

alteração da produção e secreção de H2O2 e NO nessas células. 

Apesar de não termos realizado testes específicos para esse fim, nossos 

resultados indicam que, pelo menos nas concentrações utilizadas, o BjKgn não 

alterou a viabilidade destas células.  

Estudos demonstram que a porção C-terminal da proteína S100A9, que 

apresenta atividade inibitória sobre metaloproteases (DALE et al., 2004), foi capaz 

de inibir o espraiamento e a capacidade fagocítica de macrófagos, mediada por 

vários receptores (PAGANO et al, 2005). Cabe ressaltar que essa porção da 

proteína S100A9 apresenta uma similaridade importante com a região rica em 

histidina e glicina da cadeia leve do cininogênio de alto peso molecular humano 

(HESSIAN et al, 1995) que é a região responsável pela inibição de JAR 

(GONÇALVES et al., 2003) 

Em nossos experimentos verificamos apenas a fagocitose mediada por 

receptores do tipo Toll-like. Por isso, a observação de que o BjKgn não alterou a 

capacidade fagocítica de células do exsudato peritoneal não pode ser estendida 

para a fagocitose mediada pelos outros tipos de receptores, como o Fc, C3b e 

manose.  

Apesar de não ter alterado essas atividades destas células do exsudato 

peritoneal, verificamos anteriormente que o BjKgn é capaz de inibir as alterações de 

interações leucócito-endotélio induzidas por metaloproteases isoladas de venenos 

botrópico na microcirculação do músculo cremaster de camundongos, efeito este 

relacionado principalmente à atividade inibitória sobre a atividade enzimática dessas 

toxinas (ZYCHAR et al., 2011). 
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Uma vez verificado que o BjKgn não alterou a fisiologia dessas células do 

exsudato peritoneal, investigamos se essa proteína alteraria a produção de TNF-α e 

IL-1β por estas células. 

Nossos resultados mostraram que, pelo menos nas condições utilizadas, a 

BjKgn não alterou a produção dessas citocinas nas células peritoneais após 

estímulo in vitro com LPS.  

Estudo com a porção C-terminal da proteína S100A9 demonstrou uma 

inibição de TNF-α por parte de macrófagos após a fagocitose de neutrófilos 

apoptóticos (DE-LORENZO et al., 2010). Por outro lado, o HK humano, apesar de, 

como citado anteriormente, apresentar domínios com atividade inibitória sobre 

cisteíno e metaloproteases, quando clivado para a liberação da bradicinina pela 

calicreína plasmática, é capaz de estimular a liberação de citocinas como o TNF-α, 

IL-1β e IL-6 pela ligação a diversos receptores de monócitos (KHAN et al., 2006). 

Essa ausência de inibição, tanto das propriedades fisiológicas dessas células, 

quanto da secreção de citocinas processadas por proteases, observada após a 

incubação com o BjKgn pode ter vários motivos.  

O primeiro seria uma real ausência dessa atividade inibitória por parte dessa 

proteína. Entretanto, os resultados in vitro do presente trabalho e outros resultados 

obtidos anteriormente em experimentos in vivo (ZYCHAR et al. 2011), poderiam 

resultar em uma atividade inibitória, mesmo que mínima. A utilização de uma maior 

concentração de BjKgn poderia auxiliar a esclarecer esse ponto. 

Outro motivo seria o tamanho da molécula. Com 110 kDa, apesar de não se 

conhecer a estrutura tridimensional da proteína, essa poderia dificultar o contato 

com os sítios catalíticos das enzimas e com os receptores das células. Contra esse 

argumento, temos que o HK humano, dependendo de sua conformação estrutural, 

com cadeia única, ou dupla, após clivagem pela calicreína plasmática, pode se ligar 

a células por alguns receptores e inibir, por exemplo, a adesão de neutrófilos 

(CHAVAKIS et al., 2001; COSTA et al., 2002). Sabe-se também que o HK liga-se a 

macrófagos, de forma zinco dependente (BARBASZ et al., 2008).  

Por se tratar de uma proteína de um réptil e termos utilizado células de 

mamíferos, o reconhecimento de receptores e a consequente ligação podem ter 

ficado dificultados. Na verdade, não sabemos se o BjKgn se liga às células do 

exsudato peritoneal utilizadas, ou se ligaria com uma especificidade maior à células 



 

57 

 

provenientes de répteis. Embora, no que diz respeito à algumas citocinas e seus 

receptores, haja uma certa conservação filogenética (GLINSKI; BUCZEK, 1999).  

O melhor conhecimento da estrutura do BjKgn poderá esclarecer alguns 

desses pontos. Por ser uma glicoproteína plasmática, inibidor de cisteíno-proteases 

(CHUDZINSKI et al., 1989) e com mais de um domínio, o BjKgn poderia ser 

classificada como uma cistatina do tipo 3 (LEE et al., 2009). Essa classe de 

inibidores endógenos de proteases está envolvida em vários processos 

fisiopatológicos, como a atividade antibacteriana, controle da coagulação sanguínea 

e agregação plaquetária, angiogênese e crescimento de tumores (LEE et al., 2009). 

Vários estudos relacionados à TACE, ICE e seus inibidores vêm sendo 

realizados visando uma reação anti-inflamatória para o tratamento de algumas 

doenças inflamatórias (LE;  ABBENANTE, 2005). Doenças como Artrite Reumatóide, 

Doença de Crohn, Psoríase, Choque Séptico, Inflamação Pulmonar Esclerose 

múltipla Câncer de Mama, Câncer de Cólon, Carcinoma Hepatocelular, Câncer no 

Fígado Carcinoma Pancreático, Câncer de Próstata, Câncer Renal, são doenças 

inflamatórias relacionadas com a expressão de TACE e ICE com liberação de TNF-α 

e IL-1β (OHTA et al. 2001; CESARO et al., 2009; KAWAGUCHI et al., 2007; 

HORIUCHI et al., 2007; JU et al., 2007; SEIFERT et al., 2002; LENDECKEL et al., 

2005; BLANCHOT-JOSSIC et al., 2005; DING et al., 2004; ZHOU et al., 2006; 

RINGEL et al., 2006; KARAN et al., 2003; ROEMER et al., 2004). A realização de 

trabalhos a fim de inibir essas enzimas e desenvolver drogas terapêuticas que 

melhorem as condições das doenças citadas deve ser promissora para o futuro. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

Tendo em vista os argumentos apresentados nas sessões acima, podemos 

concluir que o BjKgn possui a capacidade de inibição sobre as proteínas TACE, JAR 

e ICE, o que confirma seu papel de inibidor de cisteíno-proteases e 

metaloproteases, a proteína em estudo, ao menos nas doses e condições utilizadas, 

não afeta as atividades biológicas ou metabólicas de células mononucleares 

peritoneais aderentes e, possivelmente, o BjKgn não seja tóxico para essas células 

na concentração utilizada. 

Apesar da inibição das enzimas TACE e ICE in vitro, nas condições utilizadas, 

o BjKgn não inibiu e nem estimulou a liberação de TNF e IL-1 por células 

peritoneais aderentes. 
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