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RESUMO 

ALVARENGA, Valéria Gonçalves. Caracterização estrutural e funcional de uma 
metaloproteinase de classe P-I do veneno de Lachesis muta rhombeata. 2023. 
92 p. Tese (Doutorado em Ciências - Toxinologia) – Instituto Butantan, São Paulo, 
2023. 

Rhomb-I, uma metaloproteinase de 23 kDa foi isolada do veneno de L. m. rhombata. 

Sua ação proteolítica sobre dimetilcaseína foi inibida por α2-macroglobulina, 

quelantes de metais e por cátions Co2+ e Zn2+ e levemente estimulada por Ca2+ e Mg2+. 

Em solução aquosa a 37 ºC, rhomb-I sofreu autoproteólise gerando fragmentos de 

aproximadamente 20 e 11 kDa. A sequência de aminoácidos apresentou alta 

similaridade com outras SVMPs P-I. Rhomb-I causa hemorragia que pode ser 

atribuída à hidrólise de proteínas da membrana basal, da matriz extracelular e 

proteínas plasmáticas. Rhomb-I cliva, preferencialmente, as cadeias Aα da fibrina e 

do fibrinogênio. Rhomb-I inibiu a agregação induzida por convulxina e pelo fator de 

von Willebrand (vWF) em plaquetas humanas, sem efeito significativo na agregação 

estimulada por colágeno ou outros agonistas. Ela digere vWF em multímeros de 

massas moleculares menores bem como o domínio A1 recombinante de vWF (rvWF-

A1) gerando um fragmento de aproximadamente 27 kDa, conforme evidenciado por 

western blot com IgG anti-rvWF-A1, produzido em camundongos. Após incubar 

plaquetas lavadas com rhomb-I, foi possível observar por western blot que a proteína 

liga e cliva as glicoproteínas de plaquetas GPIb e GPVI, liberando as formas solúveis 

de 130 kDa e 55 kDa, respectivamente. Ambas glicoproteínas, GPIbα que se liga ao 

vWF, e GPVI que se liga ao colágeno, desempenham um papel fundamental na 

mediação da adesão/ativação plaquetária e podem iniciar a formação fisiológica ou 

patológica de trombos. Conclusões: Rhomb-I é uma metaloproteinase classe P-I, 

hemorrágica, fibrino(geno)lítica que degrada proteínas da matriz extracelular e 

interfere na função plaquetária pela clivagem de vWF, GPIb e GPVI. Estes resultados 

indicam que rhomb-I pode estar envolvida na fisiopatologia do envenenamento por 

Lachesis, perturbando a hemostasia e agregação plaquetária e causando danos à 

vasculatura.  

 Palavras-chave: Metaloproteinase. Serpentes. Hemostasia. Plaquetas. Lachesis 
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ABSTRACT 

ALVARENGA, Valéria Gonçalves. Structural and functional characterization of a 
P-I class metalloproteinase from Lachesis muta rhombata venom. 2023. 92 p. 
Doctoral thesis (Doctorate degree in Sciences - Toxinology) – Instituto Butantan, São 
Paulo, 2023.

Rhomb-I, a 23-kDa metalloproteinase was isolated from L. m. rhombeata venom. Its 

dimethylcasein proteolysis was abolished by metal chelators, and slightly enhanced by 

Ca2+ and Mg2+ ions, but inhibited by Co2+, Zn2+ and α2-macroglobulin. In aqueous 

solution, rhomb-I autoproteolyzed to a 20- and 11-kDa fragments at 37 ºC. The amino 

acid sequence showed high homology with other SVMPs. Rhomb-I causes 

hemorrhage that may be ascribed to hydrolysis of essential BM, ECM and plasma 

proteins. It preferentially cleaves the α-chains of fibrin(ogen). Rhomb-I inhibited 

convulxin- and vWF-induced aggregation on human platelets without significant effect 

on collagen-stimulated aggregation or other effectors. It digests vWF into a low-

molecular-mass multimers of vWF and a rvWF-A1 domain to a 27-kDa fragment as 

revealed by western blotting with mouse anti-rvWF A1-domain IgG. Incubation of 

platelets with rhomb-I resulted in adhesion to and cleavage of platelet receptors GPIbα 

and GPVI to release a 130-kDa and 55-kDa soluble form. Both membrane 

glycoproteins, GPIbα that binds vWF, together with GPVI which binds collagen, play a 

key role in mediating platelet adhesion/activation and can initiate (patho)physiological 

thrombus formation.  Conclusions: rhomb-I is implicated in the pathophysiology of 

Lachesis envenoming by disrupting vasculature, hemostasis and platelet aggregation 

through impairing vWF-GPIb axis and blocking GPVI-collagen binding. 

Keywords: Metalloproteinase. Snake Venoms. Hemostasis. Blood Platelets. 

Lachesis. 
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1 INTRODUÇÃO 

As serpentes atraem a curiosidade humana há milhares de anos. Elas são uma 

subordem pertencente a ordem Squamata, com mais de 3.400 espécies distribuídas 

na esfera terrestre entre os continentes, mares e ilhas com exceção da Antártida e do 

Polo Norte. No entanto, há uma maior concentração de espécies nas regiões de clima 

tropical e quente (CHIPPAUX J. P., 1998; GUTIÉRREZ et al., 2017). As serpentes, 

simplificadamente podem ser categorizadas em venenosas e não venenosas. Todas 

as espécies de serpentes venenosas causadoras de acidentes ofídicos conhecidas 

pertencem a superfamília Colubroidea, sendo elas as das famílias Viperidae (víboras) 

e Elapidae (serpentes coral, cobras najas e serpentes marinhas), algumas espécies 

da família Lamprophiidae (víbora-toupeira) e algumas espécies da família Colubridae 

(serpente-rateira) (GUTIÉRREZ et al., 2017; PYRON et al., 2011).  

Os acidentes com serpentes afligem sobretudo as populações de área rural de 

países em desenvolvimento, com uma estimativa de 2,7 milhões de casos sendo 

81.000 a 138.000 fatais (CHIPPAUX J. P., 1998; GUTIÉRREZ et al., 2017;  

LONGBOTTOM et al., 2018). Devido à gravidade dos acidentes e o número de casos 

envolvendo principalmente as populações vulneráveis, em 2009 o envenenamento por 

serpentes passou a ser considerado pela Organização Mundial de Saúde como uma 

doença tropical negligenciada, e embora tenha sido removida em 2013 desta lista, em 

2017 foi novamente reconhecida e elevada à categoria A da lista de Doenças Tropicais 

Negligenciadas (NTD-A) (CHIPPAUX, 2017; “Neglected tropical diseases – GLOBAL”, 

[s.d.]; SEIFERT et al., 2022).     

O gênero Lachesis (Viperidae) compreende apenas quatro espécies 

conhecidas, as quais estão distribuídas nas florestas tropicais das Américas do Sul e 

Central. Sendo consideradas uma das maiores serpentes venenosas do mundo 

podendo chegar a 3,5 metros, são ovíparas e possuem hábitos terrestres e noturnos. 

A espécie Lachesis muta possui duas principais subespécies: Lachesis muta muta e 

Lachesis muta rhombeata. A subespécie Lachesis muta muta habita principalmente a 

região amazônica do Brasil, leste do Peru e norte da Bolívia e a Lachesis muta 

rhombeata ocorre na Mata Atlântica brasileira do Rio de Janeiro até o estado do Ceará 

(Figura 1). Esta espécie é conhecida pelos nomes de surucucu, pico de jaca, surucucu 
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de fogo, surucutinga e urukuku (HAAD, 1998; SOUZA et al., 2007; SÁNCHEZ et al., 

1987). 

Fonte: www.who.int/teams/control-of-neglected-tropical-diseases/snakebiteenvenoming/snakebite-
information-and-data-platform, 2023.  
Legenda: O gênero Lachesis está distribuído nas florestas tropicais do Brasil, Peru, Bolívia, Colômbia, 
Venezuela, Guiana, Guiana Francesa e Suriname.   

Intimamente relacionada à Mata Atlântica, a subespécie L. m. rhombeata foi 

considerada ameaçada de extinção (CREMONEZ et al., 2016; SOUZA et al., 2007). 

Neste sentido, os estudos sobre o conteúdo do veneno de serpentes são relevantes 

não apenas pela questão médica, biológica e biotecnológica, mas também porque 

demostram a importância da preservação das espécies.    

O envenenamento por Lachesis corresponde em cerca de 3% dos acidentes 

reportados no Brasil, e o maior número de casos verifica-se principalmente na região 

nordeste e norte do país (SOUZA et al., 2007). Os principais sinais e sintomas 

observados (Figura 2) evoluem rapidamente e podem ser locais como dor, inchaço e 

edema progressivo, bolhas, equimoses, dermonecrose; ou sistêmicos como 

coagulopatia de consumo, hemorragia e trombose. Alguns trabalhos também 

Figura 1 – Distribuição do gênero Lachesis 
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descrevem comprometimento neurológicos como paralisia progressiva, ptose e 

disartria, dificuldade de deglutição, comprometimento respiratório, hipotensão, 

diarreia e vômito. Embora apresente sintoma hemorrágico, a plaquetopenia não está 

presente nos acidentes laquéticos como nos acidentes botrópicos (JORGE et al., 

1997; JUAN, 1981; SANCHEZ et al., 1992; SEIFERT et al., 2022; SOUZA et al., 2007; 

TORRES et al., 1995). 

Fonte: Seifert et al. (2022) e Souza et al. (2007). 
Legenda: Sintomas hemorrágicos locais e sistêmicos, e comprometimento neurológico são observados 
em vítimas de envenenamento por Lachesis. A foto se refere a um relato de caso feito por Souza et al, 
2007, no qual os sintomas apresentados pela vítima foram revertidos com uso de soroterapia 
antibotrópico-laquético.   

A fisiopatologia do envenenamento e a evolução clínica das vítimas são efeitos 

da ação das proteínas que estão presentes no veneno: Metaloproteinases do Veneno 

de Serpentes (SVMPs), Serinoproteinases do Veneno de Serpentes (SVSPs - 

Enzimas thrombin-like, ativadores de plasminogênio, e proteinases tipo calicreína), L-

aminoácido oxidases (LAAO); Fosfolipases A2 (PLA2), Hialuronidases, Lectinas tipo 

C, Desintegrinas, Peptídeos natriuréticos e Neurotoxinas (CALVETE, 2011; 

GUTIÉRREZ et al., 2017; SERRANO et al., 2005). 

Figura 2 – Sintomas obervados em vítimas de envenenamento por Lachesis 

Figura 3 – Sintomas obervados em vítimas de envenenamento por Lachesis

Figura 4 – Sintomas obervados em vítimas de envenenamento por Lachesis

Figura 5 – Sintomas obervados em vítimas de envenenamento por Lachesis
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1.1 Metaloproteinases de Veneno de Serpentes 

As SVMPs constituem mais de 30% do veneno das serpentes da família 

Viperidae (FOX; SERRANO, 2008; PIDDE-QUEIROZ et al., 2013; SANCHEZ et al., 

2017). Estas enzimas são hidrolases (EC 3.4.24.-) classificadas no banco de dados 

MEROPS (merops.sanger.ac.uk/) concernente a grande família das metizincinas 

(M12), subfamília M12B juntamente com as ADAMs (do inglês, A Disintegrin and A 

Metalloproteinase) e as MMPs (Matrix metalloproteinases) (FOX; SERRANO, 2005). 

A principal característica destas enzimas é uma região do sítio catalítico altamente 

conservada contendo três histidinas (HEXXHXXGXXH) que se ligam a um íon de 

zinco, seguida por uma região de loop contendo uma metionina denominada met-turn 

que serve como um eixo para efetivar o sítio catalítico (BODE et al., 1993; MOURA-

DA-SILVA et al., 2008; SAJEVIC et al., 2013).   

As SVMPs são sintetizadas como pré-pro-enzimas apresentando a sequência 

do peptídeo sinal, o pró-domínio, o domínio metaloproteinase que contém o sítio 

catalítico e, dependendo da classe à qual pertence a SVMP, os domínios não 

catalíticos. O pró-domínio está presente na forma nascente da proteína. Após a 

secreção, a enzima sofre processamento proteolítico liberando o pró-domínio 

tornando-se ativa (MOURA-DA-SILVA et al., 2016). Portanto, de acordo com os 

domínios existentes em sua estrutura madura, as SVMPs são classificadas em P-I, P-

II ou P-III (Figura 3) (FOX; SERRANO, 2005, 2008).  

As SVMPs da classe P-I (20 – 30 kDa) são polipeptídeos mais simples 

contendo apenas do domínio metaloproteinase. Substratos como caseína e 

dimetilcaseínas são rapidamente hidrolisados pelas P-Is. Alguns representantes desta 

classe são desprovidas de efeito hemorrágico (BELLO et al., 2006; GREMSKI et al., 

2007; SANCHEZ; DINIZ; RICHARDSON, 1991) contudo são descritas proteínas P-Is 

que apresentam forte atividade hemorrágica tais como atroxlysin-I e atroxlysin-Ia 

(FREITAS-DE-SOUSA et al., 2017; SANCHEZ et al., 2010). 
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Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Principais características das três classes de SVMPs descritas na literatura, de acordo com 
Fox e Serrano, 2008 e Olaoba et al., 2020. * Código de acordo com a classificação de famílias de 
proteínas do banco de dados Pfam (www.ebi.ac.uk/interpro/).    

A classe P-II (30-60 kDa) apresenta o domínio desintegrina além do domínio 

metaloproteinase. O domínio desintegrina possui um motivo RGD (arginina, glicina e 

ácido aspártico) ou outro motivo semelhante como KGD (lisina, glicina e ácido 

aspártico) ou KTS (lisina, treonina e serina) que confere a função de se ligar a 

receptores de integrinas na superfície de células/plaquetas podendo inibir a adesão 

celular e/ou a agregação plaquetária (CHEN et al., 2003; FOX; SERRANO, 2008). A 

porção desintegrina pode ser liberada por proteólise formando assim dois 

polipeptídeos distintos: uma P-I com atividade proteolítica e uma desintegrina com 

ação sobre as integrinas de membrana (CASEWELL et al., 2011). Vários rearranjos 

na estrutura de P-II já foram descritos (OLAOBA et al., 2020), o que levou a subdivisão 

desta classe em P-IIa, P-IIb, P-IIc, P-IId e P-IIe conforme figura 4. 

A classe P-III (50 – 100 kDa) tem sua estrutura mais complexa pois apresenta 

o domínio rico em cisteína além dos domínios metaloproteinase e tipo desintegrina. O

domínio semelhante a desintegrina possui funções análogas ao domínio desintegrina 

da classe P-II, porém o conservado motivo RGD é substituído por outros motivos como 

Figura 3 – Classificação de SVMP e suas funções 

Figura 6 – Classificação de SVMP e suas funções

Figura 7 – Classificação de SVMP e suas funções

Figura 8 – Classificação de SVMP e suas funções
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D/ECD (ácido aspártico/ácido glutâmico, cisteína e ácido aspártico) (FOX; SERRANO, 

2008). O domínio rico em cisteína na porção C-terminal contribui para o 

reconhecimento de alvos moleculares das P-IIIs (MAZZI et al., 2007). Ademais, na 

literatura são descritas algumas moléculas da classe P-III que também podem incluir 

o domínio lectina tipo C (PF00059) ligado à sua estrutura por meio de ligação

dissulfídica como a VFLXA uma P-IIId, do veneno de Vipera amodytes amodytes 

(LEONARDI et al., 2008). A evidência de moléculas contendo os domínios tipo 

desintegrinas e rico em cisteína mas sem o domínio catalítico levou a formação de 

uma nova subclasse das P-IIIs, a P-IIIe (LEONARDI et al., 2019) (Figura 5), 

compreendendo proteínas como BaltDC (MATIAS et al., 2017) e Vaa-MPIII-3 (POŽEK 

et al., 2022). POŽEK e colaboradores (2022) confirmaram por meio de estudos 

genéticos com a Vaa-MPIII-3, que um gene codificante de P-III pode sofrer deleção 

da região do domínio catalítico metaloproteinase e levar a formação de moléculas 

contendo apenas os domínios não catalíticos das P-IIIs. Apesar de não apresentar o 

o domínio catalítico, estas proteínas afetam a agregação plaquetária (MATIAS et al., 

2017; POŽEK et al., 2022) podendo também ter uma participação importante no 

envenenamento.  

 

 

Fonte: Olaoba et al. (2020).
Legenda: M – domínio metaloproteinase, D – domínio desintegrina, ss – região espaçadora, S – 
formação de ligação dissulfídica entre duas moléculas de PII ou entre duas desintegrinas que podem 

ser homodiméricas ou heterodiméricas. 

Figura 4 – Subclassificação de P-II 

Figura 9 – Subclassificação de P-II

Figura 10 – Subclassificação de P-II

Figura 11 – Subclassificação de P-II
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Fonte: Olaoba et al. (2020).  
Legenda: M – domínio metaloproteinase, D – domínio tipo desintegrina, C – domínio rico em cisteína, 
c-L – domínio Lectina tipo C, ss – região espaçadora, S – formação de ligação dissulfídica entre duas 
moléculas de PIII, entre uma molécula de PIII e uma molécula de lectina tipo C ou entre duas moléculas 
de lectina. Em P-IIIe a molécula não possui o domínio catalítico.

Essa evidente variedade de SVMPs parece ter origem evolutiva em um único 

gene ancestral como demonstrado no trabalho de Giorgianni e colaboradores (2020), 

no qual foi feita uma análise robusta dos genes que codificam SVMPs no gênero 

Crotalus. Com isso mostraram que os genes que codificam SVMPs expandiram de 

um único gene comum que codifica uma ADAM28 ancestral e que as classes de 

SVMPs existentes são frutos de eventos de duplicação e deleção gênica. Certamente, 

os eventos evolutivos estão relacionados à abundância de isoformas que são 

relatadas nos estudos de genomas e transcriptomas de glândulas de veneno de 

serpentes (CASEWELL et al., 2009; SANZ; CALVETE, 2016). Toda essa diversidade 

permite às SVMPs atuarem de diversas formas e em diferentes alvos (MOURA-DA-

SILVA et al., 2016).  

Figura 5 – Subclassificação de P-III 

Figura 12 – Subclassificação de P-PIII

Figura 13 – Subclassificação de P-PIII

Figura 14 – Subclassificação de P-PIII
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1.2 O alvo principal das SVMPs é o sistema hemostático 

O maior impacto das SVMPs é no sistema hemostático, hidrolisando as 

proteínas da matriz extracelular (FREITAS-DE-SOUSA et al., 2017; HERRERA et al., 

2016; KURTOVIĆ et al., 2011; SAJEVIC et al., 2013; SANCHEZ et al., 2010), ou 

atuando sobre os componentes da cascata da coagulação (LORÍA et al., 2003; 

SARTIM et al., 2016). Podem ainda intervir na agregação plaquetária, com uma 

evidente ação sobre os receptores das plaquetas (HSU et al., 2007; OLIVEIRA et al., 

2019; SANCHEZ et al., 2021). Por isso, alguns componentes que participam da 

hemostasia foram usados nos ensaios in vitro de caracterização da metaloproteinase 

em estudo:   

1.2.1 Proteínas do plasma e da matriz extracelular 

O fibrinogênio é uma glicoproteína hepática circulante composta de três pares 

de cadeias polipeptídicas denominadas Aα (66,5 kDa), Bβ (52 kDa) e γ (46,5 kDa), as 

quais são unidas por 29 ligações dissulfídicas (WEISEL, 2005). No final da cascata de 

coagulação a molécula de fibrinogênio é convertida enzimaticamente em fibrina 

insolúvel. A clivagem da porção N-terminal das cadeias Aα e Bβ do fibrinogênio pela 

trombina leva a liberação dos fibrinopeptídeos A e B e permite a formação de 

monômeros de fibrina, os quais se polimerizam e são estabilizados por ligação 

covalente por meio da ação do fator XIIIa. Desta maneira, é formado um coágulo de 

fibrina insolúvel no local da lesão (NELSON et al., 2017; WEISEL, 2005). Além de ser 

essencial para a hemostasia, o fibrinogênio também atua na inflamação e na 

angiogênese (MOSESSON, 2005).     

A molécula de fibronectina é uma glicoproteína formada por dois polipeptídeos 

(220 kDa) unidos por ligações dissulfídicas que circula no sangue na forma solúvel e 

compacta, mas pode sofrer um processo celular de polimerização formando fibrilas 

insolúveis na matriz extracelular (GUI et al., 2006). Esta macromolécula atua na 

adesão, propagação, migração, proliferação e apoptose celular. E, dependendo da 

sua conformação e sequência de aminoácidos, é capaz de se ligar a integrinas 

celulares, a outra subunidade de fibronectina, colágeno, heparina, fibrina, 
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metaloproteinases de matriz, e fatores de crescimento (FFRENCH-CONSTANT, 1995; 

GUI et al., 2006; PANKOV; YAMADA, 2002; PATTEN; WANG, 2021).   

A vitronectina é uma glicoproteína monomérica de 75 kDa contendo três sítios 

de glicosilação e uma sequência RGD (Arg-Gly-Asp) de reconhecimento de integrinas 

além de domínios com sítios de ligação para colágeno, plasminogênio, heparina, 

trombina, elastase, plasmina e inibidor do ativador de plasminogênio (IZUMI et al., 

1989; SCHVARTZ et al., 1999). Assim, a vitronectina se apoia na matriz extracelular 

através de seu domínio de ligação ao colágeno ou à heparina, ao mesmo tempo que 

interage com integrinas da membrana promovendo a adesão, propagação e migração 

celular (SCHVARTZ et al., 1999).  

A matriz extracelular é uma mescla de células e componentes não celulares 

que formam uma rede harmonicamente organizada que proporciona estrutura para as 

células inseridas e também auxilia em muitos processos celulares como crescimento, 

migração, diferenciação e homeostasia (FRANTZ et al., 2010; THEOCHARIS et al., 

2016). Duas principais classes de macromoléculas compõe a matriz extracelular: 

proteoglicanos e proteínas fibrosas as quais contribuem para a sua dinâmica de 

remodelamento finamente regulada e orquestrada (FRANTZ et al., 2010). 

 A membrana basal é uma fina camada da matriz extracelular que está em 

contato com o lado basal das células epiteliais, endoteliais e muscular lisa (HALFTER 

et al., 2015). Muitos modelos de membrana basal são preparados para o estudo de 

sua estrutura, função e interação com outros componentes moleculares. Neste 

trabalho, foi utilizado um modelo denominado matriz de Matrigel que é uma mistura 

de componentes da membrana basal secretados por células de sarcoma de 

camundongo Engelbreth-Holm-Swarm (KLEINMAN; MARTIN, 2005), contendo como 

componentes principais laminina, colágeno tipo IV, nidogênio e proteoglicanos sulfato 

de heparan. 

A laminina é um glicoproteína de alta massa molecular contendo três 

polipeptídeos (α, β e γ) por meio de ligações dissulfídicas (MINER; YURCHENCO, 

2004; NEGISHI; NOMIZU, 2019). A região C-terminal da laminina interage com 

proteínas da membrana plasmática de células ou microrganismos difundindo sinais 

intracelulares e extracelulares. Enquanto a porção N-terminal está implicada com 

outras moléculas da matriz extracelular fazendo parte do emaranhado molecular 
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essencial para a sustentação e funcionamento fisiológico da membrana basal 

(AUMAILLEY, 2013).  

O colágeno tipo IV é o único tipo de colágeno que ocorre somente na 

membrana basal. Unidades de heterotrímeros de colágeno IV são formadas por 

combinação de 3 cadeias alfa dentre seis cadeias alfa geneticamente distintas (α12α2, 

α32α4, e α52α6). A forma de tripla-hélice fornece o arcabouço para a interligação com 

as outras moléculas da membrana basal formando assim o suporte para as células 

adjacentes (BROWN et al., 2017; KEFALIDES, 1971; SAGE, 1982).  

O nidogênio (ou entactin) possui duas isoformas: nidogênio 1 e nidogênio 2, as 

quais são glicoproteínas contendo três domínios globulares (KIMURA et al., 1998; 

NEU et al., 2006). As isoformas são capazes de se ligarem ao colágeno IV e à laminina 

e estão envolvidas na adesão e migração celular (NEU et al., 2006). 

Uma das maiores moléculas circulantes no sangue, presente na matriz 

subendotelial e peça chave na hemostasia é o Fator de von Willebrand (vWF), uma 

glicoproteína multimérica produzida nos megacariócitos e nas células endoteliais. 

Cada subunidade de vWF madura possui 2050 aminoácidos e apresenta uma massa 

molecular de aproximadamente 270 kDa (LENTING et al., 2015; SADLER, 1991). Os 

domínios presentes em sua estrutura madura apresentam a seguinte ordem: D′-D3-

A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK que podem se organizar em multímeros de duas 

a muitas subunidades de até 15.000 kDa (RUGGERI; ZIMMERMAN, 1981; SADLER, 

1991). Estes domínios auxiliam nas diversas funções do vWF, como adesão celular, 

ligação ao colágeno, oligomerização, associação com receptor de antígeno de células 

T, estabilização do fator VIII e recrutamento de plaquetas (HASSAN et al., 2012). Na 

hemostasia primária, o vWF é como um elo entre os componentes do subendotélio e 

as plaquetas, ativando a formação do trombo ao se ligar, por meio do seu domínio A1, 

ao receptor plaquetário Glicoproteína Ib (GPIb) (REININGER, 2008). 

1.2.2  Plaquetas 

As plaquetas são fragmentos do citoplasma de megacariócitos sendo 

consideradas as menores células sanguíneas contando apenas com o conteúdo de 

seus grânulos e com os seus receptores de membrana para exercer suas funções. Os 

grânulos plaquetários como os corpos densos possuem reserva de: ADP, ATP, 
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serotonina, cálcio, epinefrina, histamina; fator plaquetário 4, beta-tromboglobulina, 

vWF e vitronectina.  Os grânulos alfa possuem estoque de fatores da cascata de 

coagulação; e os lisossomos contém alfa-arabinosídeos, beta-galactosidade, 

elastase, colagenase e catepsina (FRESON et al., 2007; HARRISON; MARTIN 

CRAMER, 1993; VAN DER MEIJDEN; HEEMSKERK, 2019). Elas têm um tempo de 

vida útil de apenas 7 a 10 dias, contudo desempenham papel primordial na hemostasia 

e também em processos como: resposta inflamatória, desenvolvimento de vasos 

sanguíneos, tumorigêneses e metástase (GAY; FELDING-HABERMANN, 2011; 

GEORGE, 2000; KIM; JENNE, 2016; PALACIOS-ACEDO et al., 2019).  

Há uma infinidade de receptores moleculares na membrana plaquetária que 

exercem funções importantes no reconhecimento de proteínas e alvos pelas plaquetas 

(HUANG et al., 2019). E, embora não possuam núcleo, as plaquetas conseguem 

responder rapidamente às mudanças de ambiente a sua volta, por meio de seus 

receptores, os quais, ao serem estimulados, desencadeiam vias de sinalização que 

culminam na mudança de forma, ativação, liberação do conteúdo dos grânulos, 

adesão e agregação plaquetária (HUANG et al., 2019; MONTAGUE et al., 2018; VAN 

DER MEIJDEN; HEEMSKERK, 2019).  

Alguns receptores são integrinas de membrana que nas plaquetas formam 5 

tipos: α2β1, α5β1, α6β1, que são receptores para colágeno, fibronectina e laminina, 

respectivamente; além de αvβ3 (poucas cópias em plaquetas) e αIIBβ3 que reconhece 

a sequência RGD de vários tipos de proteínas como o fibrinogênio, a fibronectina e o 

vWF e é fundamental para a função plaquetária (HUANG et al., 2019). Além desses, 

a membrana de plaquetas expressa: receptores acoplados à proteína G como PAR1 

e PAR4 para trombina e, os purinérgicos P2Y1 e P2Y12 para ADP (RIVERA et al., 

2009). Receptores Toll-like (SHIRAKI et al., 2004) e receptor tipo lectina tipo C 2 

(SUZUKI-INOUE, 2006) também são expressos na membrana plaquetária.  

Algumas glicoproteínas são exclusivas de megacariócitos e plaquetas como o 

complexo GPIb-V-IX e a GPVI (CANOBBIO et al., 2004; GARDINER; ANDREWS, 

2014b; MODDERMAN et al., 1992). Estes receptores desempenham um papel muito 

importante na hemostasia primária: o GPIb-V-IX, na microcirculação, se liga ao vWF 

e inicia o processo de mudança de forma, adesão e formação do trombo plaquetário 

(CANOBBIO et al., 2004; HUIZINGA et al., 2002), enquanto  a glicoproteína VI (GPVI), 
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nos grandes vasos, é capaz de interagir com o colágeno (KEHREL et al., 1998) e 

induzir a ativação das plaquetas.  

A expressão das glicoproteínas do complexo GPIb-V-IX e a GPVI na superfície 

das plaquetas é passível de regulação pelas metaloproteinases de membrana (ADAM 

– A disintegrin and Metalloproteinase) que em humanos são as ADAMs 10 e 17. Este

importante mecanismo de regulação das glicoproteínas plaquetárias é descrito na 

literatura como “shedding” no qual os receptores sofrem proteólise por meio das 

“sheddases” (ADAMs 10 e 17) levando a liberação do seu ectodomínio solúvel, 

fazendo com que este receptor perca irreversivelmente sua função de ligação 

(GARDINER; ANDREWS, 2014; MONTAGUE et al., 2018). A GPIbα sofre este 

processo principalmente por meio da ADAM17, enquanto que a GPVI sofre esta ação 

por meio da ADAM10 (GARDINER; ANDREWS, 2014; MONTAGUE et al., 2018). O 

fragmento solúvel de GPV também pode ser liberado por meio de ambas ADAMs 

(MONTAGUE et al., 2018).  

O envenenamento por serpentes possui uma fisiopatologia complexa e as 

SVMPs possuem uma participação importante neste processo, principalmente no 

sistema hemostático.  Neste estudo, o foco foi purificar e caracterizar uma SVMP P-I 

e analisar sua ação sobre proteínas do plasma, da matriz extracelular e sobre a função 

plaquetária com o propósito de contribuir para o entendimento dos distúrbios 

hemorrágicos causados pelos acidentes ofídicos.   
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

Purificar e caracterizar uma SVMP P-I do veneno de Lachesis muta rhombeata 

e analisar sua ação sobre proteínas que atuam na hemostasia e sobre a agregação 

plaquetária com o objetivo de contribuir para o entendimento da fisiopatologia do 

envenenamento por serpentes dada a importância das SVMPs neste processo.  

1.2 Objetivos específicos 

a) Purificar e caracterizar bioquimicamente uma SVMP-PI do veneno de

Lachesis muta rhombeata.

b) Analisar o efeito da enzima sobre as proteínas do plasma (Fibrinogênio,

fibronectina, vitronectina, fator de von Willebrand) e da matriz

extracelular (Laminina, Colageno IV e nidogem).

c) Estudar a ação da proteína isolada na função de plaquetas.

d) Contribuir para o melhor entendimento das coagulopatias descritas no

envenenamento ofídico por Lachesis



33 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais e veneno 

O veneno de Lachesis muta rhombeata foi gentilmente doado pelo médico 

Rodrigo C.G. de Sousa, coordenador do Núcleo Serra Grande, com Autorização do 

Instituto do Meio Ambiente e Recursos Hídricos nº: 2016.001.002764/INEMA/Lic-

02764, do Estado da Bahia. Camundongos Swiss Webster (fêmea, 18-22 g) obtidos 

do biotério da Fundação Ezequiel Dias foram utilizados para experimentos in vivo de 

acordo com as diretrizes e legislações vigentes do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comitê de Ética local sob o 

número de protocolo CEUA/FUNED: 06/2019. 

3.2 Reagentes 

A expressão do domínio A1 recombinante do vWF humano (rvWF-A1) e sua 

purificação foi realizada conforme relatado por SANCHEZ e colaboradores (2016). A 

convulxina (CVX) foi purificada do veneno da cascavel sul-americana Crotalus 

durissus terrificus conforme descrito em (POLGÁR et al., 1997). Os anticorpos 

policlonais: anti-rvWF-A1 (SANCHEZ et al., 2021) e anti-mut-II (MACHADO DE AVILA 

et al., 2011) foram produzidos no laboratório.  A Tabela 1 abaixo descreve os 

principais reagentes utilizados neste trabalho. E todos os outros produtos químicos 

usados possuem grau analítico. 

Quadro 1 – Reagentes/produtos utilizados no trabalho 

Reagente Código Empresa Ensaio 

Resina Sephacryl 
S-200

17-0584-01
Pharmacia Biotech 
(Philadelphia, EUA) 

Purificação de 
proteínas 

Resina Sephadex 
G-50

GE17-0042-
01 

Sigma Chemical (St. 
Louis, MO, EUA). 

Amicon Ultra 0,5 UFC5003961 
Sigma Chemical (St. 

Louis, MO, EUA). 

Coluna Vydac C4 214TP54 
Merck (Darmstadt, 

Alemanha) 
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Alfa 2- 
macroglobulina 

SRP6314 
Sigma Chemical (St. 

Louis, MO, EUA). 
Ensaio de inibição 

Marimastat M2699 

Batimastat SML0041 

ADP A2754 
Sigma Chemical (St. 

Louis, MO, EUA). Agregação 
plaquetária 

Trombina 112374 

Prostaglandina E1 P5515 

Colágeno tipo I 5368 Helena Laboratories 
(Beaumont, TX, EUA). Ristocetina 001226 

Fator de von 
Willebrand 

681300 
Merck (Darmstadt, 

Alemanha) 

Agregação 
plaquetária e 

hidrólise 

Fibronectina F2006 

Sigma Chemical (St. 
Louis, MO, EUA). Ensaio de 

hidrólise 

Vitronectina 5051 

Fibrinogênio 
Humano livre de 
plasminogênio 

F4129 

Matrigel 356234 
Corning (Bedford, MA 

USA) 

Anticorpo anti- 
laminina 

NB300-144 
Novus Biologicals 

(Centennial CO, EUA) 

Ensaio de 
hidrólise e 

Western blot 

Anticorpo anti-
colageno IV 

70R31139 
Fitzgerald (North 

Acton, MA) 

Anticorpo anti-
Nidogênio 

AF2570 

R&D Systems 
(Minneapolis, EUA) 

Anticorpo policlonal 
anti-GPVI 

AF3627 

Anti-CD42b/GPIb 
humano 

AF4067 

Proteína G 
conjugada à 
peroxidase 

P21041 

Thermo Scientific 
(Waltham, MA USA) 

Substrato de 
peroxidase 

quimioluminescente 
ECL 

32106 

N-glicosidase F
(PNGase)

F-P0704S
New England Biolabs 
(Massachusetts, MA, 

EUA) 

Ensaio de 
Deglicosilação 

Tubos para coleta 
de sangue a vacuo  

ACD BD 
364606 

Becton Dickinson 
(Franklin Lakes, Nova 

Jersey, EUA) 
Ensaios com 

plaquetas N-etilmaleimida E1271 
Sigma Chemical (St. 

Louis, MO, EUA). 

GI-254023X SML0789 
Sigma Chemical (St. 

Louis, MO, EUA). 
Fonte: Próprio autor, 2023.
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3.3 Processo de purificação de rhomb-I 

A proteinase foi isolada do veneno de L. m. rhombeata por duas etapas de 

cromatografia de filtração em gel. Na primeira etapa, o veneno liofilizado (2400 mg) 

foi dissolvido em 8 mL de tampão acetato de amônio 0,05 M (pH 7,3) contendo NaCl 

0,3 M e centrifugado a 6000 xg para remover o material insolúvel. A solução contendo 

2160 mg de proteína foi aplicada ao sistema de duas colunas de 2,5 x 100 cm ligadas 

em série e empacotadas com Sephacryl S-200, as quais foram equilibradas e eluídas 

com o mesmo tampão. Todo o processo foi realizado sob refrigeração a 4 °C com um 

fluxo de 7 mL/h e as frações foram recolhidas e testadas quanto a atividade 

enzimática. As frações ativas de aproximadamente 23 kDa contendo atividade 

proteolítica sobre a caseína N,N-dimetilada (DMC) foram reunidas, dialisadas contra 

água destilada contendo 1 mM de CaCl2 e liofilizadas. Na segunda etapa, o total de 

471 mg de fração ativa obtida da primeira etapa, foi aplicado a uma coluna Sephadex 

G-50 fine (1,5 x 100 cm) equilibrada e eluída com tampão Hepes 20 mM, pH 7,5

contendo 10 mM de CaCl2, em um fluxo de 6 mL/h a 4 °C. Ao longo de todo o processo 

de purificação, as proteínas foram monitoradas por meio da leitura da absorbância a 

280 nm das frações e pela atividade proteolítica sobre a DMC. Também foram 

realizadas análises eletroforética em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sódio 

(SDS-PAGE) nas frações selecionadas de acordo com (LAEMMLI, 1970). 

Alíquota da segunda etapa foi diluída em 1 mL de ácido trifluoroacético (0,1% 

TFA, V/V) e submetida a uma cromatografia em fase reversa, usando uma coluna C4 

Vydac, (250 x 4,6 mm) acoplada a um cromatógrafo ÄKTA pure 25 (GE Healthcare). 

Inicialmente, a eluição da amostra foi feita com TFA 0,1% seguido de um gradiente 

linear de 0-70% de acetonitrila (ACN) em TFA 0,1% a uma vazão de 1 mL/min.  

3.4 Atividade hemorrágica 

Para analisar a atividade hemorrágica da metaloproteinase foram utilizados 

grupos de três camundongos Swiss Webster adultos (20-22g) para cada dose (10, 25 

e 50 µg/animal) e salina. As alíquotas foram injetadas por via intradérmica na pele 

dorsal. Com fins comparativo, foram utilizados 50 µg de SVMP hemorrágica da classe 

P-I atroxlisina-I e duas SVMPs não hemorrágicas da classe P-I, mutalisina-II e
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lecurolisina-a. O efeito inibitório do EDTA na atividade enzimática foi testado pré-

incubando a enzima (50 μg) com EDTA (10 mM) seguido de purificação por Amicon 

ultra 0,5 (UFC500396, Sigma Aldrich) antes da injeção no dorso dos camundongos. 

Após quatro horas, os camundongos foram eutanasiados e a pele foi removida e 

analisada.  

3.5 Efeito de cátions e inibidores enzimático na atividade proteolítica 

A atividade proteolítica desta enzima foi testada usando DMC como substrato. 

A amostra (1 μg) foi incubada com 10 mM de CaCl2, MgCl2, BaCl2, ZnCl2 e CoCl2 em 

tampão Hepes 20 mM, pH 7,4 por 30 min a 37 °C e então a atividade enzimática foi 

verificada. Além disso, seu desempenho enzimático foi testado na presença de vários 

inibidores de proteinase: batimastat (Bat), marimastat (Mar) (0,5 μM cada), inibidor de 

MMP-III (i-MMP-III, na proporção de 1:50), Iodoacetamida (IAA, 1 mM), ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA, 5 mM) e fluoreto de fenilmetanossulfonil (PMSF, 5 

mM).  

A estequiometria da inibição da enzima pela α2-macroglobulina (α2-M) foi 

determinada ao incubar a proteinase com o inibidor em diferentes proporções molares 

(enzima: α2-M - 1:0,25 - 1:0,5 - 1:1 - 1:2) em 250 µL de tampão Hepes 20 mM, pH 7,4 

a 37 °C por 5 min. Então, a atividade residual foi testada com DMC. Em seguida, 

alíquotas de cada incubação foram misturadas com tampão de amostra contendo 

dodecilsulfato de sódio (SDS) e 2β-mercaptoetanol (2β-ME), fervidas por 5 min e 

analisadas em SDS-PAGE (10%).   

3.6 Caracterização estrutural 

3.6.1 Determinação da massa molecular 

A massa molecular relativa (Mr) da metaloproteinase foi estimada por SDS-

PAGE e confirmada por espectrometria de massa por tempo de voo empregando 

ionização a laser assistida por matriz (MALDI-TOF/TOF) no equipamento Bruker 

Autoflex III SmartBeam do laboratório de Serviço de Proteômica e Aracnídeos da 

Diretoria de Pesquisa da Fundação Ezequiel Dias. Foi aplicado 0,5 μl da fração obtida 
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da cromatografia em fase reversa em uma placa do tipo “MTP AnchorChip 600/384”, 

cocristalizado com 0,5 μl de solução de matriz (10 mg/mL de ácido sinapínico em 50% 

ACN, 0,1% TFA) e deixado para secar em temperatura ambiente. Os espectros foram 

adquiridos usando o modo linear positivo por meio do software FlexControl versão 3.3 

e analisados com o software FlexAnalysis versão 3.3 ambos do pacote COMPASS 

1.3. A potência do laser Nd-YAG (355 nm) foi ajustada manualmente para melhor 

visualização do sinal. Previamente, o equipamento foi calibrado com uma mistura de 

proteínas padrão (Bruker – 8207234).  

3.6.2  Identificação de autoproteólise 

Para examinar se a proteína isolada é passível de sofrer autoproteólise, uma 

fração de 5 μg foi incubada em meio aquoso a 37 °C por 24 horas e outra fração igual 

permaneceu congelada. Após 24 horas, as amostras foram misturadas a tampão de 

amostra contendo SDS e 2β-ME, fervidas por 5 min e analisadas em SDS-PAGE 

(18%).  

Para certificar a presença do domínio metaloproteinase, uma alíquota de 5 μg 

de proteína na forma reduzida e sem redução foi aplicada a um SDS-PAGE (12,5%) 

e 5 μg de mutalysin-II foi aplicada como controle. As amostras foram transferidas para 

uma membrana de nitrocelulose, que foi incubada por uma hora com anticorpo anti-

mutalysin-II (anti-mut-II) 1:1000, seguido de incubação com anticorpo secundário anti 

IgG de coelho conjugado à peroxidase na diluição de 1:2000. Após isso, o western 

blot foi revelado com solução quimioluminescente ECL no sistema de imagem 

ChemiDoc (BioRad).  

Recortes de bandas de SDS-PAGE foram enviados para análise por LC-

MS/MS no Laboratório de Toxinologia Aplicada (Center of Toxins, Immune-Response 

and Cell Signaling - CeTICS) do Instituto Butantan. As amostras foram digeridas com 

tripsina e analisadas empregando o ESI (nano-spray) como fonte de ionização, no 

modo de fragmentação CID. Os espectros foram obtidos com o FT-ICR/Orbitrap, no 

modo linear Ion Trap. As análises de identificação foram realizadas com o software 

PEAKS X+ (10.5), com tolerância de massa de precursores de 20 ppm e tolerância de 

massa de MS/MS de 0,2 Da. A tripsina foi selecionada com um máximo de duas 

clivagens perdidas. A carbamidometilação da cisteína foi definida como modificação 
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estática, e a oxidação da metionina como modificação dinâmica. Com o máximo de 3 

PTM variável por peptídeo, e o FDR < 1%. Os fragmentos foram identificados por meio 

do banco de dados construído por ANDRADE-SILVA e colaboradores (2021). 

3.6.3 Ensaio para detectar a presença de carboidratos N-ligados 

Para verificar a existência de carboidratos N-ligados à estrutura desta proteína, 

foi realizado um ensaio de deglicosilação utilizando o kit PNGase F (F-P0704S).  A 10 

μg de proteína (9 μL) foi adicionado 1 μL de tampão desnaturante (0,5% SDS, 1% 2β-

ME). A solução foi fervida por 10 min. Após adição de 2 µL de tampão de reação (50 

mM Tris HCl, pH 8,0), 2 µL de solução detergente (NP 40%) e 1 µL de PNGase F 

recombinante, as amostras foram incubadas por 2 h a 37°C. A reação foi interrompida 

pela adição de tampão de amostra em condição de redução. Por fim, as amostras de 

proteína nativa ou deglicosilada foram analisadas por SDS-PAGE. 

3.6.4 Determinação da sequência de aminoácidos 

Para obtenção de informações sobre a sequência de aminoácidos, a proteína 

purificada foi enviada para sequenciamento por cromatografia líquida (LC)-MS/MS, 

em um sistema HPLC Nano LCII EASY (Thermo Scientific) acoplado a um 

espectrômetro de massa LTQ-Orbitrap Velos, no Centro de Facilidades para a 

Pesquisa (CEFAP/USP). A amostra foi submetida a redução, alquilação e digestão 

enzimática com tripsina, seguida de dessalinização e liofilização. Os peptídeos 

trípticos foram ressuspendidos em 0,1% de ácido fórmico e aplicados em coluna de 

fase reversa C18 PicoFrit (C18 PepMap, 75 µm ID × 10 cm, tamanho de partícula de 

3,5 µm, tamanho de poro de 100 Å; New Objective, Ringoes, NJ, EUA). As fases 

móveis utilizadas consistiram nas soluções A: 0,1% de ácido fórmico e B: 95% 

acetonitrila, 0,1% de ácido fórmico e a corrida ocorreu em fluxo de 300 nL/min, 

seguindo o gradiente de separação de 2% - 30% B - 80 min; 30% - 95% B – 5 min; 

95% B durante 20 min. O espectrômetro foi operado no modo de íon positivo com 

aquisição dependente de dados. A varredura completa no Orbitrap foi realizada com 

controle automático de ganho (AGC) de 1 x 106 íons e um tempo máximo de 

preenchimento de 500 ms. Os espectros dos íons precursores foram adquiridos com 
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uma resolução de 60.000 FWHM na faixa de massa de 400 - 1500 m/z. Os 20 

peptídeos mais abundantes foram selecionados para MS/MS e excluídos 

dinamicamente por um período de 30s. Os íons peptídicos foram fragmentados por 

CID MS/MS usando uma energia de colisão normalizada de 35%.  Todos os dados 

brutos foram acessados pelo software Xcalibur (Thermo Scientific). As análises de 

identificação foram realizadas pelo software Thermo Proteome Discoverer 1.4.0.288 

(Thermo Scientific) utilizando um banco de dados squamata do UniProt. As buscas 

foram realizadas com tolerância de massa de precursores de 20 ppm e tolerância de 

massa de MS/MS de 0,5 Da. A tripsina foi selecionada como a enzima com um 

máximo de duas clivagens perdidas. A carbamidometilação da cisteína foi definida 

como modificação estática, e a oxidação da metionina e a acetilação N-terminal da 

proteína foram selecionadas como modificações dinâmicas. O software PatternLab 

(CARVALHO et al., 2016) também foi utilizado para montagem dos fragmentos, 

identificação da sequência de aminoácidos e anotação dos resultados. 

3.6.5 Análise de similaridade com outras sequências de SVMPs. 

Para análise de similaridade foram feitos alinhamentos com outras sequências 

de aminoácidos de SVMPs homologas usando o programa de alinhamento múltiplo 

de sequências CLUSTALW. A sequência da proteína foi alinhada com LHF-II 

(P22796) e Lmr-MP (CORDEIRO et al., 2018) que são SVMPs P-I isoladas da mesma 

espécie.  Também foi realizado um alinhamento com outras SVMPs isoladas de 

serpentes viperidae, obtidas do banco de dados do GenBank: LHF-II (P22796) 

atrolisina (P15167), neuwiedase (Q9I9R4), BaP1 (P83512), HR2A (1508216A), 

acutolisina (AAD51824) e atroxlisina-I (P85420). 

3.6.6 Predição de estrutura tridimensional 

A modelagem por homologia comparativa (ŠALI; BLUNDELL, 1993) foi usada 

para fazer a predição da estrutura tridimensional de rhomb-I. Moldes homólogos foram 

obtidos através de buscas com a ferramenta BLASTp.  As referências utilizadas para 

a modelagem molecular foram: 3GBO (Bothrops moojeni), 1DTH (Crotalus atrox), 

4AIG (Crotalus adamanteus), 4Q1L (Bothrops leucurus) e 1ND1 (Bothrops asper). O 
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modelo de estrutura para rhomb-I foi gerado com o programa Modeller v 9.16 (FISER; 

ŠALI, 2003) com a extensão .pdb. O melhor modelo foi selecionado com base nas 

pontuações de “the least discrete optimized protein energy (DOPE) and modeler 

objective function (MOF) scores”. O desvio quadrático médio (Root Mean Square 

Deviation - RMSD) foi calculado usando o programa VMD v 1.9.2 (HUMPHREY et al., 

1996). A análise de validação foi realizada usando SAVES Sever 

(https://services.mbi.ucla.edu/SAVES/) que inclui “PROCHECK, WHATCHECK, 

PROVE, ERRAT, VERIFy_3D”. Por fim, o software Pymol (DELANO, 2002) foi 

utilizado para  visualizar a estrutura gerada. 

3.7 Atividade enzimática sobre proteínas do plasma e da matriz extracelular 

3.7.1  Hidrólise de proteínas isoladas do plasma 

Para análise da ação desta metaloproteinase sobre o fibrinogênio humano, 

fibrina e fibronectina, a enzima foi incubada com o substrato em uma razão de 1:200 

(Enzima: substrato) a 37 ºC em solução de Tris-HCl 50 mM, CaCl2 1 mM, pH 8,0. Na 

análise da vitronectina a incubação com a enzima foi na proporção 1:150 (Enzima: 

substrato). Os intervalos de tempo foram de 5 a 60 min para o ensaio com fibrinogênio 

e fibrina, e de 30 min a 6 horas para o ensaio com fibronectina e vitronectina. Uma 

alíquota da proteína também foi pré-incubada com EDTA 10mM antes da incubação 

com fibrinogênio ou fibrina por 60 minutos. Alíquotas de 20 µL foram analisadas por 

SDS-PAGE (12%) sob condições redutoras e os produtos de degradação foram 

visualizados com coloração por Coomassie Brilliant Blue. 

3.7.2 Degradação da Matrigel 

Uma amostra de 5 µL (50 µg) de Matrigel Matrix (uma mistura de componentes 

da membrana basal secretados por células de sarcoma de camundongo Engelbreth-

Holm-Swarm), foi incubada com 1 µg da metaloproteinase em 15 µL de solução 

contendo 25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl e 2 mM CaCl2, pH 8,0 a 37°C na ausência 

ou presença de 10 mM de EDTA. As alíquotas foram analisadas após 60 min por SDS-

PAGE em um gel gradiente (7-15%) sob condições redutoras. Além disso, os 
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compostos de Matrigel e seus fragmentos de clivagem foram eletrotransferidos para 

uma membrana de nitrocelulose, analisados por immunoblotting e detectados com 

anticorpos policlonais específicos contra laminina (1:5000), colágeno-IV (1:4000) e 

nidogênio (1:1000) e conjugado de proteína G peroxidase (1:5000). 

3.8 Ensaio de agregação plaquetária 

Sangue venoso de voluntários saudáveis, que não usaram nenhuma 

medicação que afete a função de plaquetas no período de duas semanas anteriores, 

foi coletado em tubos de coleta de sangue a vácuo com anticoagulante ACD (117 mM 

de citrato, 78 mM de ácido cítrico e 282 mM de dextrose 6:1, v/v - BD, Franklin Lakes, 

New Jersey, EUA). A aprovação ética foi obtida do Comitê de Ética em Pesquisa com 

seres humanos da FUNED (número do protocolo: 35329520.4.0000.9507). 

O sangue foi centrifugado a 800 rpm por 15 min para obtenção do plasma rico 

em plaquetas (PRP). As plaquetas lavadas (WPs) foram obtidas a partir do PRP por 

três etapas de lavagem com tampão de Tyrode livre de cálcio pH 6,2 [NaCl (137 mM), 

KCl (2,7 mM), NaH2PO4 (3 mM), Hepes (10 mM), dextrose (5,6 mM) e NaHCO3 (10 

mM)] na presença de prostaglandina E1 (PGE1 - 1,6 μg/mL). Por fim, o pellet foi 

ressuspendido em tampão de Tyrode pH 7,4 na ausência de PGE1. O número de 

plaquetas foi ajustado para 2,5 x 105 plaquetas/μL e foi adicionado 2 mM de CaCl2 e 

1 mM de MgCl2 à suspensão de plaquetas.  

 A agregação foi monitorada por transmissão de luz em um agregômetro 

plaquetário de oito canais (AggRAM aggregometer - Helena Laboratories, Beaumont, 

TX, EUA) a 37°C com agitação de 600 rpm. Após pré-incubação de 3 min. com a 

proteína em estudo em diferentes concentrações (0,3 a 2,4 µM para o PRP; ou 0,07 

a 1,2 µM para plaquetas lavadas), as plaquetas ou o PRP foram estimulados pela 

adição de um dos agonistas: colágeno tipo I (10 µg/mL), ADP (10 µM), convulxina (50 

µg), trombina (1 U/mL), ristocetina (0,5 mg/mL) ou vWF (5,5 µg/mL) na presença de 

ristocetina (0,5 mg/mL). Os traços relacionados à porcentagem de agregação foram 

registrados no software agregômetro AggRAM e a porcentagem máxima de 

agregação analisada estatisticamente. 
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3.9 Hidrolise do fator de von Willebrand 

A SVMP P-I (1 μg) foi incubada com 4 μg de vWF comercial em meio aquoso 

por 60 min a 37 ºC, a reação foi interrompida com tampão de amostra e então o 

produto da reação foi analisado em SDS-PAGE gradiente (5-15%). Além disso, a 

proteinase (5 µg) também foi incubada com rvWF-A1 (10 µg) durante 60 min a 37 °C 

em solução salina tamponada com fosfato, pH 7,4. A reação foi interrompida com 

tampão de amostra na proporção 1:1 v/v (em condições redutoras) e analisada por 

SDS-PAGE (12%). O rvWF-A1 (10 μg) e rhomb-I (5 μg) foram usados como controles. 

Os fragmentos do substrato foram detectados por immunoblotting com anticorpo 

policlonal contra o domínio rvWF-A1 de camundongo (1:400), produzido no 

laboratório, e conjugado de proteína G peroxidase (1:5000).  

3.10 Efeito sobre os receptores plaquetários GPIb e GPVI 

Para verificar se a metaloproteinase atua sobre os receptores de membrana 

GPIbα e GPVI, as plaquetas foram lavadas como descrito acima e o número de 

plaquetas foi ajustado para 5,0 x 105 plaquetas/μL. A suspensão de plaquetas lavadas 

(150 μL) foi tratada com rhomb-I (2 µg); N-etilmaleimida (NEM, 0,1 mM); rhomb-I (2 

µg) com adição do inibidor de ADAM10, GI254023X1 (GI, 100 nM); rhomb-I (2 µg) pré-

incubada com Co2+ (10 mM); GI (100 nM); ou NEM (0,1 mM) com adição de GI (100 

nM) e incubadas por 30 min a 37 ºC. Depois de interrompida a reação por incubação 

no gelo, a suspensão foi centrifugada por 2,5 min a 15.000 xg a 4 ºC para separação 

do pellet e do sobrenadante. As reações foram misturadas a tampão de amostra com 

redução e fervidas por 5 min. Alíquotas das reações foram aplicadas em SDS-PAGE 

(gradiente de 7,5 a 15%), transferidas por 16 horas para membrana de nitrocelulose, 

que foram incubadas com anticorpos policlonais anti-GPIb (1:1000) ou anti-GPVI 

(1:2000), seguida por incubação com proteína G acoplada à peroxidase (1:5000). Os 

blots foram analisados usando o sistema de imagem por quimioluminescência no 

equipamento ChemiDoc (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) na presença de substrato de 

quimioluminescência ECL (Thermo Scientific, Waltham, MA EUA). 
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3.10.1 Ligação aos receptores plaquetários GPIb e GPVI 

Para investigar se a enzima se liga aos receptores GPIb e GPVI, 5 µg da 

amostra e 15 µL de WPs (5,0 x 105 plaquetas/µL) (controle positivo) foram adicionados 

de tampão de amostra (1:1, v/v) e fervidos por 5 min. As amostras foram submetidas 

a eletroforese SDS-PAGE gradiente (7,5-15%) e transferida para membrana de 

nitrocelulose por duas horas a 80 V em banho de gelo. Após o bloqueio com BSA 

0,5% em PBS-tween, a membrana de nitrocelulose foi incubada com uma suspensão 

de plaquetas lisadas por uma hora, seguido de incubação de 16 horas com anticorpo 

anti-GPIb ou anti-GPVI, e uma hora de incubação com proteína G acoplada à 

peroxidase. Em seguida, os blots foram analisados usando o sistema de imagem por 

quimioluminescência no equipamento ChemiDoc e o reagente ECL. 

Para o preparo da suspensão de plaquetas lisadas, 3 mL de plaquetas lavadas 

(5,0 x 105 plaquetas/μL) foram centrifugados a 15.000 xg por 2,5 min, e o pellet foi 

ressuspendido em 3 mL de uma solução de lise contendo: HEPES (10 mM), SDS 

(1%), EDTA (20 mM), PMSF (10 mM) e NEM (0,1 mM), pH 7,5. Após incubação por 

30 min no gelo, foi adicionado 3 mL de solução tampão fosfato com Tween 0,05%.    

3.10.2 Clivagem de um peptídeo sintético de GPVI 

Um fragmento correspondente a porção C-terminal da região extracelular 

(KSPAGPARQYYTKG – 14 aminoácidos lineares) do GPVI foi quimicamente 

sintetizado (GenScript, New Jersey, USA).  

Para análise da clivagem do peptídeo sintético foram realizadas três etapas de 

cromatografia em fase reversa. Alíquota das amostras foram diluídas em 0,5 mL de 

ácido trifluoroacético (0,1% TFA, V/V) e submetida a cromatografia em fase reversa, 

usando uma coluna C4 Vydac, (250 x 4,6 mm). A eluição da amostra foi feita com TFA 

0,1% seguido de um gradiente linear de 0% até 70% de acetonitrila (ACN) em TFA 

0,1% a uma vazão de 1 mL/min. Na primeira cromatografia, foi aplicada apenas 

rhomb-I (20 μg em tampão Hepes 50 mM), enquanto na segunda cromatografia, foi 

aplicado o peptídeo sintético (200 μg em tampão Hepes 50 mM). Na terceira etapa de 

cromatografia, rhomb-I (2 μg) foi incubada com o peptídeo sintético (200 μg) em um 

volume final de 500 μL de tampão Hepes 50 mM e a mistura foi aplicada a coluna de 
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fase reversa. As frações foram analisadas por espectrometria de massas empregando 

o ESI (nano-spray) como fonte de ionização, no modo de fragmentação CID.
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4 RESULTADOS 

4.1 Purificação de rhomb-I do veneno de L. m. rhombeata 

 O fracionamento do veneno bruto de Lachesis muta rhombeata através da 

cromatografia de filtração molecular em Sephacryl S-200 gerou oito picos principais 

(Figura 6 A). Com as frações desta cromatografia foram feitos diversos ensaios de 

identificação: atividade proteolítica sobre a dimetilcaseína, atividade amidásica sobre 

o Bapna, atividade de L-amino-ácido oxidase, atividade de fosfolipase A2, atividade

hemorrágica, bem como o efeito na indução ou inibição da agregação plaquetária, 

ação coagulante, efeito fibrino(geno)lítico e ensaio de ELISA com anticorpo anti-

lectina tipo C. Com isso foi possível fazer um rastreio e conhecer o conteúdo proteico 

de cada fração e definir os próximos passos de purificação. 

Dois picos (P2 e P5) apresentaram atividade proteolítica sobre a DMC e 

atividade hemorrágica na pele dorsal de camundongos. De maneira preliminar, o 

efeito na agregação plaquetária também foi detectada nestas duas frações. O pico 2 

compreendia uma metaloproteinase com massa molecular de aproximadamente 55 

kDa cuja caracterização se encontra em análise. O pico 5 que continha a proteína de 

interesse foi dialisado contra CaCl2 e aplicado em uma nova cromatografia de filtração 

molecular em Sephadex G50 Fine gerando um pico único com atividade proteolítica 

sobre a DMC (Figura 6 B). A homogeneidade da proteína foi demonstrada em 

cromatografia em fase reversa no HPLC em uma coluna C4 (Figura 6 C). A análise 

eletroforética apresentou uma banda com massa molecular de aproximadamente 23 

kDa, que, pela análise por espectrometria de massas MALDI -TOF/TOF, foi 

confirmada a massa de 22.860,909 Da (Figura 6 D). O processo de purificação foi 

resumido na Tabela 2.  A partir de 2.160 mg de veneno seco de L. m. rhombeata foi 

possível recuperar 23,50 mg de proteína, o que correspondeu a 1,08% das proteínas 

totais do veneno. Considerando a origem do veneno, a metaloproteinase da classe P-

I foi nomeada rhomb-I.  
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Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Purificação de rhomb-I. (A) Filtração em gel em Sephacryl S-200, eluição com tampão de 
acetato de amônio 0,05 M (pH 7,3) contendo NaCl 0,3 M. (B) filtração em gel em Sephadex G-50 da 
fração ativa 5 da etapa anterior, eluição com tampão Hepes 20 mM (pH 7,5) contendo CaCl2 1 mM. 
Absorbância a 280 nm representada pela linha contínua; Atividade proteolítica sobre DMC medida por 
absorbância a 340 nm representada pela linha com círculos fechados. (C) Análise por RP-HPLC da 
proteinase purificada. O SDS-PAGE (12%) de rhomb-I purificada foi inserido, R - em condições 
reduzidas e NR - não reduzidas. (D) Espectrometria de massa de rhomb-I nativa analisada por MALDI-
TOF/TOF. 

Figura 6 – Etapas de Purificação de rhomb-I 
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Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: *Uma unidade de atividade hemorrágica é a dose mínima hemorrágica (MHD).  
**A atividade específica é expressa como U/mg de proteina.  
PF Fator de purificação 
***Uma unidade é definida como ΔA340/min. 

 

4.2 Análise de autoproteólise e glicosilação de rhomb-I 

Esta proteína é passível de sofrer autoproteólise sendo observado três bandas 

de massa moleculares menores do que 23 kDa no SDS-PAGE do ensaio de autólise 

(Figura 7 A). As bandas menores (11 e 20 kDa) também foram reconhecidas por 

anticorpo anti-mut-II pela análise por western blot (Figura 7 B). Para maior 

esclarecimento, as bandas que apareceram no SDS-PAGE foram excisadas, 

digeridas com tripsina e analisadas por espectrometria de massas LC-MS/MS - ESI, 

o resultado apresentado na Tabela 03, mostrou que os fragmentos identificados nas

bandas deram similaridade a LHF-II, SVMP homologa (P22796 de L. m. muta). Com 

a necessidade de purificação de uma maior quantidade de proteína, um novo 

processo cromatográfico foi realizado. Logo após o último processo de purificação, 

uma alíquota de 1 μg da fração correspondente a rhomb-I foi submetida a eletroforese 

em SDS-PAGE o qual foi corado por coloração de prata. Em seguida, esta fração foi 

dialisada contra CaCl2 e liofilizada. Após a liofilização, 1μg de proteína foi novamente 

submetida a eletroforese em SDS-PAGE o qual foi também corado com coloração de 

prata. O resultado observado na Figura 7 C corroborou os resultados de 

autoproteólise desta enzima. Além disso, não foi observado alteração da mobilidade 

da banda correspondente a rhomb-I (23 kDa) quando a proteína foi incubada com 

Tabela 1 – Purificação de rhomb-I 

Tabela 2 – Purificação de rhomb-I

Tabela 3 – Purificação de rhomb-I

Tabela 4 – Purificação de rhomb-I

Tabela 5 – Purificação de rhomb-I

Tabela 6 – Purificação de rhomb-I

Tabela 7 – Purificação de rhomb-I

Tabela 8 – Purificação de rhomb-I

Tabela 9 – Purificação de rhomb-I

Tabela 10 – Purificação de rhomb-I

Tabela 11 – Purificação de rhomb-I

Tabela 12 – Purificação de rhomb-I

Tabela 13 – Purificação de rhomb-I

Tabela 14 – Purificação de rhomb-I

Tabela 15 – Purificação de rhomb-I
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PNGase F, indicando que esta proteína não possui carboidratos em sua estrutura 

(Figura 7 D).    

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: (A) SDS-PAGE corado por coomassie blue, rhomb-I (5 μg) foi incubado a 37 ºC em solução 
aquosa por 0 e 24h. A reação foi interrompida pela adição de tampão de amostra sob condições 
redutoras. Uma alíquota foi submetida a 18% SDS-PAGE. A presença de dois fragmentos principais de 
autodigestão de ~20 e de ~11kDa pode ser observada abaixo da banda que corresponde a rhomb-I (23 
kDa) indicado pela seta preta. (B) análise por western blot de outra alíquota depois de transferida para 
membrana de nitrocelulose usando IgG anti-mut-II (anticorpo primário) e anti- IgG de coelho conjugado 
com peroxidase. Observe que o anticorpo anti-mut-II reagiu com rhomb-I sob condições redutoras (R) 
e não redutoras (NR) e com mut-II (23 kDa), bem como com os produtos de digestão de rhomb-I de 
~20 e ~11 kDa. (C) SDS-PAGE corado pela prata: 1 – fração da última etapa de purificação de rhomb-
I; 2 - fração coletada após cromatografia em fase reversa C4 Vydac; 3 – alíquota de rhomb-I após 
dialise e liofilização. (D) Análise por SDS-PAGE corado por coomassie blue do ensaio de 
deglicosilação, linha 1 - tratamento de rhomb-I (10 μg) com 2 unidades de PNGase F. linha 2, controle 
com rhomb-I não incubada com PNGase F. Rhomb-I não foi afetada pela PNGase F, a seta preta 
corresponde a rhomb-I e a seta aberta corresponde a PNGase.     

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Análise por LC-MS/MS das bandas excisadas do gel SDS-PAGE. As amostras foram 
digeridas com tripsina e analisadas empregando o ESI (nano-spray) como fonte de ionização, no modo 
de fragmentação CID. Os espectros foram obtidos com o FT-ICR/Orbitrap, no modo linear Ion Trap. Os 
fragmentos identificados foram correspondentes a P22796, uma metaloproteinase P-I de L. m. muta. 

 

Figura 7 – Análise por SDS-PAGE e Western blot de rhomb-I 
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Tabela 2 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS-PAGE 

Tabela 17 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 18 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 19 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 20 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 21 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE
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4.3 Atividade Hemorrágica 

A dose mínima hemorrágica (MHD) é a dose capaz de causar um halo de 

hemorragia de 10 mm de diâmetro na pele do dorso de camundongos. Esta MHD foi 

de 43 μg/por animal. Quando a enzima foi pré-incubada com 10 mM de EDTA, sua 

atividade hemorrágica foi anulada (Figura 8 A). Para fins comparativos outras SVMPs 

P-I, atroxlysin-I (hemorrágica), mutalysin-II e leucurolysin-a (não hemorrágicas) foram

testadas juntamente com rhomb-I (Figura 8 B).   

 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Medidas dos diâmetros hemorrágicos no lado interno da pele dorsal de camundongos. Três 
doses foram testadas. A dose mínima hemorrágica (MHD) foi determinada por interpolação dos dados 
na equação da reta.    

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Hemorragia induzida por rhomb-I e por outras SVMPs P-I. (A) C- Controle com salina, rhomb-
I (50 µg) e rhomb-I (50 µg) tratada com EDTA. (B), Aplicação de 50 µg de cada proteinase: atr-I e 
rhomb-I são hemorrágicos; mut-II e leuc-a não são hemorrágicas. São mostradas as lâminas dorsais 
da pele de camundongos que foram removidas após 4 h. 

4.4 Caracterização Bioquímica 

A atividade enzimática de rhomb-I foi examinada na presença de alguns 

cátions, tendo em vista que enzimas necessitam de íons para estabilização de sua 

Diâmetro/dose/camundongo 

Camundongos 50 μg 25 μg 10 μg 

1 11,52 mm 6,41 mm 0 

2 11,61 mm 8,38 mm 0 

3 11,53 mm 7,37 mm 0 

Média 11,55 mm 7,38 mm 0 

Figura 8 – Hemorragia induzida por rhomb-I 
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Figura 8 – Hemorragia induzida por rhomb-I

Tabela 3 – Medida dos halos hemorrágicos na pele do dorso de camundongos 

Tabela 32 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 33 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 34 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 35 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 36 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 37 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 38 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 39 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 40 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE

Tabela 41 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE 

Tabela 42 – Peptídeos identificados nas bandas excisadas do SDS/PAGE
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estrutura e execução de sua função. Nas condições testadas, Ca2+ e Mg2+ 

aumentaram a atividade de rhomb-I sobre a DMC, enquanto que Zn2+ e Co2+ inibiram 

a atividade enzimática (Figura 9 A). Inibidores do sítio catalítico de proteinases 

também foram usados para caracterização de rhomb-I: batimastat, marimastat, i-

MMP-III, IAA, EDTA e PMSF. A atividade proteolítica residual foi medida na 

absorbância de 340 nm. Com exceção de PMSF, que é um inibidor de 

serinoproteinases, todos os demais inibidores anularam ou reduziram a atividade de 

rhomb-I (Figura 9 B).  

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: (A) rhomb-I (1 µg) foi incubada com 10 mM de cada cátion e a atividade sobre DMC foi 
medida. (B) rhomb-I foi incubada com cada um dos inibidores de proteinases: 0,5 µM de batimastat 
(Bat), marimastat (Mar) ou inibidor de MMP-III (i-PIII), 2 mM de DTT, 1 mM de iodoacetamida (IAA), 5 
mM de EDTA ou PMSF. A atividade residual foi testada usando DMC como substrato: C, controle 
(apenas a enzima e DMC). Os resultados são a média ± S.D. (n= 4). 

A proteína α2-macroglobulina (α2-M) que é a principal inibidora de proteinases 

do plasma foi incubada com rhomb-I em proporções molares rhomb-I: α2-M de 1:0,25 

– 2. Na razão molar de 1:1 a atividade proteolítica sobre DMC de rhomb-I foi

completamente inibida (Figura 10 A). Alíquotas do produto de incubação de rhomb-I

com α2-M foram analisadas em SDS-PAGE. No controle do experimento, a banda de 

massa molecular de 180 kDa corresponde a uma das quatro subunidades de α2-M. O 

mecanismo de inibição envolve a formação de complexos insolúveis enzima-α2-M. A 

banda de massa molecular em torno de 200 kDa pode indicar a formação destes 

Figura 9 – Efeito de cátions divalentes e de inibidores de proteinase na 

proteólise de rhomb-I sobre DMC  
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proteólise de rhomb-I sobre DMC rhomb-I



51 

complexos. A banda de 90 kDa corresponde ao produto de degradação de α2-M por 

rhomb-I (Figura 10 B).  

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: A interação molecular de α2-macroglobulina com a proteinase foi analisada por: (A) 
Estequiometria da inibição de rhomb-I por α2-M. A rhomb-I (1 μg) foi incubada com várias quantidades 
de α2-M em proporções molares indicadas em abscissas [E:α2-M = 0,25 a 2]. A atividade residual da 
proteinase na mistura foi testada em DMC, a ordenada indica a atividade restante de rhomb-I como 
uma porcentagem da atividade original. (B) Perfil SDS-PAGE reduzido (7,5%) de rhomb-I tratado com 
α2-M. As proporções molares de α2-M:rhomb-I foram de 0,25 a 2. De cima para baixo: A banda em 
~200 kDa pode representar um complexo da subunidade α2-M de 180-kDa com rhomb-I, o principal 
fragmento de clivagem de ~ 90-kDa. C, controle α2-M. 

4.5 Análise da estrutura de aminoácidos de rhomb-I 

4.5.1 Determinação da sequência de aminoácidos 

Para obtenção de informações sobre a sequência de aminoácidos de rhomb-I, 

uma amostra foi enviada para análise por espectrometria de massas na plataforma 

NanoLC Easy LTQ Orbitrap Velos-ETD no Centro de Facilidades para a Pesquisa 

(CEFAP)/USP. Os dados brutos da espectrometria de massas foram analisados 

usando o banco de dados Squamata do UniProt e o software Pattern lab for 

proteomics (CARVALHO et al., 2016). Foram gerados 7013 espectros, dos quais 

5.647 deram correspondência à sequência de LHF-II (P22796) de Lachesis muta 

muta. Houve espectros que também corresponderam a outras sequências de 

metaloproteinase de veneno de serpentes, mas a maior cobertura dos espectros foi 

sobre a sequência de P22796. Os principais fragmentos identificados estão descritos 

na Tabela 4. Os espectros que corresponderam a contaminantes como queratina 

foram removidos. 

Figura 10 – Interação molecular de rhomb-I e α2-macroglobulina 
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Fonte: Próprio autor, 2023 
Legenda: Todos os dados brutos foram acessados pelo software Xcalibur (Thermo Scientific). As 
análises de identificação foram realizadas pelo software Thermo Proteome Discoverer 1.4.0.288 
(Thermo Scientific) utilizando um banco de dados squamata do UniProt. a Número de espectros que 
deram correspondência com o peptídeo bProbabilidade de erro posterior. c Correlação cruzada. d Desvio 
da massa medida a partir da massa teórica do peptídeo.  

Na determinação da sequência de rhomb-I foram utilizados apenas os 

espectros que combinavam com P22796, exceto para a sequência: 

SLNVRVSLTELEIWSNQDLINVQSAAADTLE, que não correspodeu a P22796 mas 

que tinha similaridade com Q9PVK9 (uma metaloproteinase do veneno de Gloydius 

brevicaudus) e era exatamente a única porção que não havia sido coberta em rhomb-

I. Além disso, não houve nenhuma outra sequência em todos os 7013 espectros

gerados que cobrissem essa região da molécula. 

Os dados da sequência de rhomb-I estarão disponíveis no banco de dados 

UniProt Knowledge sob o número: C0HM67. O alinhamento entre rhomb-I e 

sequências homologas, LHF-II (P22796) e Lmr-MP (CORDEIRO et al., 2018) que 

também é uma P-I de Lachesis muta rhombeata estão descritos na Figura 11. Rhomb-

I e LHF-II compartilham uma similaridade de sequências de aminoácidos de 97,5%. A

sequência de aminoácidos de Lmr-MP que foi parcialmente determinada, contém 

apenas um aminoácido diferente da sequência de rhomb-I na posição 185, uma 

glutamina em rhomb-I e em Lmr-MP um ácido glutâmico. 

Tabela 4 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS 

Tabela 47 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 48 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 49 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 50 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 51 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 52 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 53 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 54 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 55 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 56 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 57 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 58 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 59 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS

Tabela 60 – Principais peptídeos identificados através da análise por MS/MS
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Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Alinhamento de sequências da porção da proteína madura de rhomb-I e sequências 
homólogas. LHF-II (P22796) e Lmr-MP (CORDEIRO et al., 2018). Em azul indicando a região do sítio 
catalítico ligante de Zinco. Em magenta a região met-turn que contém uma metionina que estabiliza o 
sítio catalítico. Os aminoácidos em vermelho são os que não possuem identidade com os da sequência 
de LHF-II. 

4.5.2 Similaridade de rhomb-I com outras SVMPs e predição de estrutura 

 

No alinhamento de sequências de rhomb-I com outras sequências de SVMPs 

P-I de veneno de Viperidaes: Atrolisina (P15167), Neuwiedase (Q9I9R4), BaP1

(P83512), HR2A (1508216A), Acutolisina (AAD51824) e Atroxlisina-I (P85420), foi 

observado uma identidade de 51,2% a 69% entre elas, compartilhando uma 

conservada região do sítio catalítico (138-150) e met-turn (164-166). As enzimas 

alinhadas também compartilham seis resíduos de cisteína em comum na mesma 

posição, formando três ligações dissulfídicas (115-197; 155-181; 157-164) com 

exceção de atrolysin que não possui o resíduo na posição 157 e 181, e neuwiedase 

que não possui o resíduo na posição 197 (Figura 12). 

Figura 11 – Alinhamento de rhomb-I com sequências homólogas 
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Fonte: Próprio autor, 2023.  
Legenda: Alinhamento de sequências de proteínas maduras de rhomb-I com outras SVMPs P-I. O 
número de acesso GenBank das sequências utilizadas são: LHF-II de Lachesis muta muta (P22796), 
Atrolysin de Crotalus atrox (P15167), Neuwiedase de Bothrops pauloensis (Q9I9R4), BaP1 de Bothrops 
asper (P83512), HR2A de Protobothrops flavoviridis (P14530), Acutolisina-A de Deinagkistrodon acutus 
(Q9PW35) e Atroxlisina-I de Bothrops atrox (P85420). (*) resíduos idênticos; (:) resíduos fortemente 
semelhantes; (-) indicam lacunas inseridas. O motivo de ligação de zinco e a metionina 165 da região 
Met-turn são invariantes e destacados em amarelo e verde, respectivamente. Os resíduos de cisteína 
estão em negrito e destacados em vermelho. Os resíduos NTD70-72 destacados em negrito na sequência 
de LHF-II indica o sítio de N-glicosilação predito. A área de loop (Ω) que é importante para o 
reconhecimento do substrato está sombreado de cinza. Os resíduos destacados em ciano são os 
aminoácidos diferentes entre as sequências de rhomb-I e LHF-II. As sequências foram alinhadas 
usando o Programa CLUSTAL W. 

Figura 12 – Alinhamento com outras sequências de SVMPs P-I 
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A modelagem estrutural de rhomb-I foi predita pelo consenso de cinco moldes 

de estruturas cristalizadas de metaloproteinase P-I usando o Modeller v. 9.16. O 

molde considerado o melhor foi o 3GBO de Bothrops moojeni com 68% de identidade 

e 100% de cobertura de sequência. A modelagem comparativa é considerada 

bastante precisa quando se utiliza moldes com boa resolução, alta similaridade entre 

as sequências e boa cobertura. A pontuação de qualidade do alinhamento estrutural 

foi de 91,2% e 97,50% dada pelos softwares PROCHECK e VERIFY3D, 

respectivamente. O gráfico de Ramachandran gerado pelo PROCHECK mostrou que 

91,2% dos aminoácidos estavam localizados em uma posição favorável com 8,8% na 

região permitida e 0% na região de baixa confiança. A modelagem estrutura mostrou 

a similaridade de rhomb-I com outras SVMPs P-I sendo formada por cinco folhas β e 

cinco α-hélices (Figura 13 A). A análise dos sítios de ligação de metais indicou que a 

estrutura apresenta sítios para ligação de Ca2+ e Zn2+, sendo que o íon cálcio está 

localizado próximo a região C-terminal oposto ao sítio catalítico (Figura 13 B). Além 

disso, o sítio ativo é estabilizado por três ligações dissulfídicas (Cys115–Cys195, Cys155–

Cys179 e Cys157–Cys162) e as histidinas do motivo de ligação ao zinco exibem a 

geometria de coordenação característica (Figura 13 C). A superposição de rhomb-I e 

3GBO apresentou um RMSD de 0,3 Å (Figura 13 D) indicando uma alta similaridade 

entre as estruturas. 

Figura 13 – Modelo de estrutura predita de rhomb-I  

Figura 115 – Modelo de estrutura predita de rhomb-I 

Figura 116 – Modelo de estrutura predita de rhomb-I 
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Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Modelo 3D de rhom-I. (A) Modelo teórico final de rhomb-I mostrando a alfa-hélice (vermelho), 
folha-βeta (amarelo); N e C: N-terminal e C-terminal, respectivamente. (B) motivo funcional; O motivo 
de ligação ao zinco conservado e a região met-turn são destacados em amarelo e verde brilhante, 
respectivamente. As ligações dissulfídicas estão destacadas em laranja, os cátions Zn2+ (esfera azul) 
e Ca2+ (esfera vermelha) são mostrados. (C) O motivo de ligação de zinco mostrando a geometria entre 
o sítio ativo da histidina e o íon de zinco é mostrado como em (B). As interações são mostradas em
traços pretos. (D) Superposição de rhomb-I (cinza) com a estrutura de BmooMPa-I (PDB: 3GBO) uma
metaloproteinase não hemorrágica.

4.6 Atividade proteolítica de rhomb-I sobre as proteínas do plasma e da MEC 

A disfunção hemostática observada nas vítimas do envenenamento é devida 

principalmente à ação proteolítica das SVMPs sobre as proteínas plasmáticas e da 

matriz extracelular que estão ligadas à manutenção da hemostasia. Assim, a atividade 

de degradação de substratos macromoleculares como fibrinogênio, fibrina, 

fibronectina, vitronectina, bem como laminina, colágeno tipo IV, e nidogênio foi 

testada. Análises por SDS-PAGE demostraram que rhomb-I é uma alfa fibrinogenase, 

visto que após 10 min de incubação observa-se a degradação da cadeia alfa do 

fibrinogênio e da fibrina, com a formação de produtos de degradação de ~37 kDa 

(Figura 14 A e B. A pré-incubação com EDTA levou a inibição da ação de rhomb-I. 

Além disso, a enzima também degrada fibronectina (~200 kDa) formando fragmentos 

de ~88 kDa em 0,5 h, e três outros fragmentos de ~59, ~133 e ~148 kDa após 3 h de 

incubação (Figura 14 C); e vitronectina (~70 kDa) em produtos menores de ~53, ~35 

e ~25-kDa após 1 h (Figura 14 D) in vitro.  

A capacidade de degradar as proteínas da MEC foi testada ao incubar rhomb-

I com matrigel (1:50, m/m). Os principais componentes da matrigel são laminina (LM), 

colágeno tipo IV (Coll IV) e nidogênio (ND). In vitro, rhomb-I degradou todos os três 

componentes como demonstrado por SDS-PAGE (Figura 15 A) e análise por western 

blot com anticorpos anti-LM ou anti-Coll IV ou anti-ND. As bandas de ~400 kDa (cadeia 

LM α1) e ~250 kDa (cadeias β1 e γ1) representam a LM que foi hidrolisada gerando 

fragmentos de ~101, ~72 e ~56 kDa (Figura 15 B). O Coll IV α-1 e α-2 representado 

pela banda de 190 kDa, foi hidrolisado pela rhomb-I gerando fragmentos de ~55 e 30 

kDa (Figura 15 C). As bandas em ~150 (ND 2) e ~135 kDa (ND 1) são cadeias de 

ND, a banda de ~151 kDa foi completamente digerida, e foram observados três 

produtos de ~130, ~65 e ~55 kDa (Figura 15 D). Quando rhomb-I foi previamente 

incubada com 10 mM de EDTA, a ação da enzima foi anulada.   
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Fonte: próprio autor, 2023. 
Legenda: SDS-PAGE (12,5%) em condições redutora de (A) fibrinogênio (Fg), (B) fibrina (Fb), (C) 
fibronectina (FN) e (D) vitronectina (VT) após incubação com rhomb-I nos intervalos indicados a 37 °C, 
nas razões molares enzima:substrato de 1:200 para Fg, Fb e FN, e 1:150 para VT. Nos controles, Fg e 
Fb foram incubados por 60 min ou 6 h (FN e VT) sem rhomb-I. As reações foram interrompidas com 
tampão de amostra com redução. As cadeias polipeptídicas de fibrinogênio e fibrina são indicadas por 
setas pretas. Em (A) e (B) rhomb-I foi pré-incubado com EDTA (5 mM) por 15 min antes da reação com 
Fg/Fb. Os produtos da hidrólise são indicados por setas abertas. Em (C) e (D) os principais produtos 
digeridos de FN e VT são indicados à direita. * rhomb-I foi previamente incubada com EDTA 10mM. 
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Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: (A) Matrigel (50 µg) foi incubada com rhomb-I (1 µg) por 1 h a 37 ºC em 1. Além disso, a 
matrigel foi incubada com rhomb-I pré-tratada com EDTA (10 mM) por 15 min em 2. O experimento de 
controle prosseguiu por 1 h sem rhomb-I em C. A reação foi interrompida adicionando tampão de 
amostra com redução e fervida por 5 min. Os fragmentos de degradação da matrigel foram submetidos 
a eletroforese em um gel gradiente de 7-15% sob condições redutoras, transferidos para a membrana 
de celulose e detectados com anticorpos (B) anti-laminina, (C) anti-colágeno IV e (D) anti-nidogênio e, 
posteriormente, com proteína G conjugada com peroxidase. Nos controles C estão indicadas as 
massas moleculares aproximadas das cadeias de laminina (LM α1 ~300 kDa, LM β1 e γ1 ~200 kDa), 
colágeno IV (Coll IV α-1 e α-2 ~190 kDa) e nidogênio (ND 1 ~135 kDa, ND 2 ~151 kDa), 
respectivamente. Os produtos de degradação e suas massas moleculares aparentes são indicados à 
direita. Os resultados são representativos de três experimentos semelhantes.  

 

Figura 15 – Efeito de rhomb-I sobre a matrigel 
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4.7 Rhomb-I afeta a agregação plaquetária 

Para verificar o efeito de rhomb-I sobre a função de plaquetas, ensaios de 

agregação plaquetária foram realizados em plasma rico em plaquetas (PRP) e 

plaquetas lavadas com solução de tyrode. As plaquetas foram estimuladas com ADP, 

colágeno tipo I (Coll), convulxina (CVX) e ristocetina (Ris), trombina e vWF na 

presença de ristocetina. Nos ensaios com PRP pré-tratado com rhomb-I (0,3 - 2,4 µM), 

não foi observada inibição da agregação induzida por ADP ou CVX (Figura 16 A e B). 

Entretanto, em concentrações maiores que 2,4 µM, a agregação induzida por 

ristocetina foi inibida em mais de 80% (Figura 16 C). Nos ensaios com plaquetas 

lavadas, nas concentrações testadas rhomb-I não inibiu a agregação induzida por 

colágeno tipo I (Figura 16 D), porém, foi observada inibição da agregação plaquetária 

induzida por CVX (Figura 16 E) e por vWF (Figura 16 F) a partir da concentração de 

0,3 μM.  

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Efeito de rhomb-I na agregação plaquetária de PRP e plaquetas lavadas (WPs). PRP (225
μL) ou WPs (225 μL, 2,5 x105/μL) foram pré-incubados com rhomb-I em concentrações variáveis (0,3 
a 4,8 μM usando PRP ou 0,07 a 1,2 μM com WPs), por 3 min sob agitação de 600 rpm a 37 °C, antes 
da adição de agonistas da agregação; (A) ADP (10 μM), (B) convulxina (CVX, 50 µg), (C) ristocetina 
(Ris, 0,5 mg/mL), (D) colágeno I (10 µg/mL), (E) CVX (50 µg) e (F) vWF (5,5 µg/mL) com adição de Ris 
(0,5 mg/mL). Média ± desvio padrão são mostrados (n=3). Rhomb-I inibe a agregação de plaquetas em 
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PRP desencadeada por Ris em concentração acima de 2,4 μM. Rhomb-I também bloqueia a agregação 
de WPs estimuladas com CVX e vWF. 

4.8 Rhomb-I cliva o vWF e o domínio A1 do vWF recombinante (rvWF-A1) 

O vWF é uma macromolécula do plasma que se liga por meio do seu domínio 

A1 ao complexo de glicoproteínas Ib/V/IX na superfície das plaquetas. Tendo em vista 

a importância desta proteína na hemostasia, e o resultado do ensaio de agregação, 

ensaios de hidrólise com rhomb-I foram realizados. Em 60 min, a 37 ºC, rhomb-I clivou 

completamente o vWF (270 kDa) gerando fragmentos de ~110, ~90, ~66 e 35 kDa 

como demonstrado por SDS-PAGE (Figura 17 A). Degradação do rvWF-A1 (~35 kDa) 

pela rhomb-I também foi observada em SDS-PAGE e por western blot com anticorpo 

anti- rvWF-A1 gerando um produto de degradação com massa molecular de ~ 27 kDa 

(Figura 17 B).   

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: (A) Clivagem de vWF (4 μg) após incubação com rhomb-I (1 μg). Fragmentos da degradação 
foram analisados por SDS-PAGE (7,5%) sob condições redutoras. Os controles, rhomb-I indicada pela 
seta preta e vWF comercial (~270 kDa), são mostrados. (B) Clivagem do domínio rvWF-A1 (10 μg) 
incubado com rhomb-I (5 μg). O produto da clivagem e os controles foram submetidos a SDS-PAGE 
(12,5%) sob condições redutoras seguidas de imunotransferência com anticorpo anti-rvWF-A1 
reconhecendo o domínio rvWF-A1 (seta aberta, ~35 kDa) e um produto de ~27 kDa. A banda de 23 
kDa corresponde a rhomb-I (2 e 3 em B). 

Figura 17 – Efeito de rhomb-I sobre o vWF e seu domínio A1 recombinante 
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4.9 Ação de rhomb-I sobre os receptores plaquetários GPIb e GPVI 

Com o propósito de verificar se a proteinase exerce efeito sobre os receptores 

exclusivos de plaquetas, plaquetas lavadas (5 x 105/μL) com solução de Tyrode foram 

tratadas com NEM, rhomb-I (2 μg), rhomb-I com adição de GI254023X, rhomb-I pré-

incubada com Co2+, GI254023X e NEM com adição de GI254023X, por 30 min a 37 

°C e então o pellet foi separado do sobrenadante por centrifugação. O produto da 

incubação foi analisado por western blot com anticorpo anti-GPIb ou anti-GPVI. A 

análise demonstrou que a enzima clivou o GPIb (~140 kDa) liberando um fragmento 

solúvel no sobrenadante de ~130 kDa (Glicocalicina) e um fragmento de ~35 kDa, e 

essa ação foi parcialmente inibida pela incubação de rhomb-I com Co2+ (Figura 18 A). 

Rhomb-I também clivou o GPVI liberando um fragmento solúvel (55 kDa) no 

sobrenandante e também um fragmento de ~45 kDa (Figura 18 B). O NEM que é uma 

agente alquilante, foi usado com controle positivo do experimento, pois induz o 

shedding de GPVI e GPIb através da ativação das ADAM10 e ADAM17 ao modificar 

o grupo tiol destas enzimas. O GI254023X é um inibidor de ADAM10.

Fonte: próprio autor, 2023. 
Legenda: Immunoblot com (A) anticorpo anti-GPIbα ou (B) com anticorpo anti-GPVI de pellet e 
sobrenadante de plaquetas lavadas (5 x 105/μL) tratadas com: NEM (0,1 mM), rhomb-I (2 μg), rhomb-I 
com adição de GI254023X (GI, 100 nM), rhomb-I pré-incubada com Co2+ (10 mM), GI254023X (GI, 100 
nM) e NEM (0,1 mM) com adição de GI254023X (GI, 100 nM).  

Figura 18 – Rhomb-I cliva os receptores plaquetários GPIb e GPVI 
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4.9.1 Rhomb-I se liga aos receptores plaquetários GPIb e GPVI 

Para melhor evidenciar a ação de rhomb-I nos receptores GPIb e GPVI, um 

ensaio de binding foi realizado. Para este fim, uma alíquota rhomb-I e de plaquetas 

lavadas foram aquecidas a 96ºC e aplicadas em um gel gradiente SDS-PAGE e 

transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Esta membrana foi incubada com 

suspensão de plaquetas lisadas, seguido de incubação com anticorpo anti-GPIb ou 

anti-GPVI. Rhomb-I se ligou ao receptor GPIb e GPVI, como demonstrado pela banda 

em torno de 23 kDa que corresponde a massa molecular da enzima. Nos controles do 

experimento, o receptor GPIb é indicado pela banda de ~140 kDa, e o receptor GPVI 

é indicado pela banda de ~62 kDa (Figura 19). Isso indicou que rhomb-I se liga a 

ambos receptores, GPIbα e GPVI.  

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Rhomb-I se liga aos receptores GPIbα e GPVI, rhomb-I (5 μg) e 15 µL de WPs (5 x105/µL) 
(controle positivo) foram adicionados de tampão de amostra (1:1, v/v) e fervido por 5 minutos. As 
amostras foram submetidas a SDS-PAGE (7,5-15%), transferidas para membrana de nitrocelulose 
seguida de incubação com suspenção de plaquetas e depois com anticorpos anti-GPIbα ou anti-GPVI. 

 

4.9.2 Rhomb-I cliva um fragmento de GPVI sintético 

Um fragmento contedo 14 resíduos de aminoácidos correspondente a porção 

da região justa-extracelular (KSPAGPARQYYTKG) de GPVI foi quimicamente 

Figura 19 – Rhomb-I se liga aos receptores de plaquetas GPIbα e GPVI 
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sintetizado. De acordo com a literatura (GARDINER et al., 2007) este fragmento que 

está localizado entre a porção transmembrana e o domínio tipo mucina, contém o sítio 

de clivagem para ADAM10 (PAR*QYYTKG). Três cromatografias em fase reversa 

foram realizadas em uma coluna Vydac C4: uma para rhomb-I, outra para o peptídeo 

sintético e a última para a mistura de rhomb-I incubada com o peptídeo sintético. O 

perfil de eluição das amostras foram registrados na Figura 20. O resultado demonstra 

que rhomb-I clivou o fragmento de GPVI. Entretanto, análise por espectrometria de 

massas das frações correspondentes à mistura de rhomb-I e o peptídeo sintético 

identificou um fragmento correspondente a KSPAGPARQY (Tabela 5), sugerindo que 

o sítio de clivagem de rhomb-I é entre as duas tirosinas (PARQY*YTKG) sendo

diferente do sítio de clivagem de ADAM10 (Figura 21). 

Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Perfil de eluição em cromatografia em fase reversa de rhomb-I (20 μg) um peptídeo sintético 
de GPVI (200 μg) e da mistura de rhomb-I com o peptídeo sintético (2 μg : 200 μg). Três cromatografias 
em fase reversa foram realizadas em uma coluna Vydac C4 (250 x 4,6 mm). A eluição da amostra foi 
feita com TFA 0,1% seguido de um gradiente linear de 0-70% de acetonitrila (ACN) em TFA 0,1% a 
uma vazão de 1 mL/min.  
 

 

Cromatografia Fração 
correspondente 

m/z Sequência do peptídeo 

Peptídeo sintético 14 1523,7983 KSPAGPARQYYTKG 

rhomb-I + pep. Sintético 13 1074,5682 KSPAGPARQY 
Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: As frações correspondentes aos picos das cromatografias em fase reversa realizadas para 
o peptídeo sintético de GPVI e para a mistura de rhomb-I+Peptídeo sintético de GPVI foram enviadas 
para análise por espectrometria de massas empregando o ESI (nano-spray) como fonte de ionização, 
no modo de fragmentação CID. Duas sequências de peptídeos foram identificadas, uma com m/z 
correspondente ao peptídeo completo (14 aminoácidos) e uma com m/z correspondente a sequência 
KSPAGPARQY (10 aminoácidos). 

Figura 20 – Perfil de eluição da mistura de rhomb-I e de um fragmento sintético 
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Tabela 5 – Peptídeos identificados através da análise por MS 
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Fonte: Próprio autor, 2023. 
Legenda: Estrutura da GPVI depositada no banco de dados do Uniprot sob o número Q9CHN6 predita 
pela ferramenta Alphafold (alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q9HCN6). Na figura estão indicadas as regiões do 
receptor e destacado o fragmento sintetizado que corresponde a região de clivagem por ADAM 10. A 
seta verde indica o sítio de clivagem por ADAM 10, a seta vermelha indica o possível sítio de clivagem 
por rhomb-I.   

Figure 21 – Esquema da estrutura tridimensional do receptor GPVI 
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5 DISCUSSÃO 

Proteinases do veneno de serpentes têm sido relacionadas a sintomas 

hemorrágicos nas vítimas há mais de 70 anos (DEUTSCH; DINIZ, 1955; HENRIQUES 

et al., 1958). Para o gênero Lachesis já foram descritas pelo menos seis SVMPs, três 

da classe PIII: LHF-I ou mutalysin-I (SÁNCHEZ et al., 1987) purificada do veneno de 

L. m. muta e dois transcritos do veneno de L. m. rhombeata (Lachestatin-1 e 2)

(TAVARES et al., 2008), e três da classe PI: duas isoformas isoladas de veneno de L. 

m. muta, mutalisina-IIa (LHF-II) e mutalisina-IIb (SANCHEZ et al., 2003) e a Lmr-MP

do veneno de L. m. rhombeata  (CORDEIRO et al., 2018). Neste trabalho, foi 

apresentada uma SVMP da classe P-I isolada também do veneno de Lachesis muta 

rhombeata que afeta a hemostasia e a agregação plaquetária. A análise eletroforética 

juntamente com os ensaios de digestão da DMC, testes hemorrágicos e ensaios com 

inibidores de proteinases demostraram a natureza metaloenzimática desta proteína 

que foi denominada rhomb-I. A massa molecular determinada por espectrometria de 

massas foi de 22.860,909 Da, o que difere em 279 Da em relação a massa predita 

com sequência de aminoácidos que foi de 22581.74 Da. Essa diferença pode estar 

relacionada a resolução e acurácia do método utilizado sendo esperadas algumas 

pequenas variações.  

 A pureza de rhomb-I foi demonstrada através de eletroforese em SDS-PAGE 

na qual apresentou apenas uma banda, contudo, após a diálise e liofilização, outras 

bandas de massas moleculares menores foram evidenciadas em gel de SDS-PAGE. 

Após análise por meio de espectrometria de massas das bandas excisadas do gel, foi 

demonstrado que as sequências de aminoácidos das bandas eram correspondentes 

à sequência de aminoácidos de rhomb-I, indicando que rhomb-I sofre autoproteólise. 

Resultado semelhante foi observado por WU e colaboradores (2001), com relação a 

crotalin, uma SVMP P-I antagonista de GPIb. O mecanismo de autoproteólise pode 

ter um papel importante em processos biológicos (KIM et al., 2006). O fragmento de 

autoproteólise de crotalin se ligou ao vWF, indicando que esta ligação não é 

dependente da sua conformação (WU et al., 2001). Em resultados preliminares a 

fração de 11 kDa de rhomb-I inibiu a agregação de plaquetas induzida por convulxina 

e por trombina. O estudo dos fragmentos autoproteolíticos desta enzima merece 
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atenção quanto a sua função no envenenamento e mesmo para a exploração de seu 

potencial biotecnológico como antitrombótico.     

A dose mínima capaz de formar um halo hemorrágico (MHD) foi estimada em 

43 μg/camundongo e sua atividade hemorrágica foi anulada na presença de EDTA o 

que indica que a ação hemorrágica pode estar relacionada à sua ação enzimática. 

Embora, rhomb-I tenha provocado hemorragia, seu efeito hemorrágico pode ser 

considerado fraco pois é menor do que outras SVMPs P-I hemorrágicas como a 

atroxlysin-I (9,7 μg) (SANCHEZ et al., 2010), atroxlysin-Ia (2,2 μg) (FREITAS-DE-

SOUSA et al., 2017), Batroxase (10 μg) (CINTRA et al., 2012), BaP1 (20 μg) 

(GUTIÉRREZ et al., 1995), indicando que rhomb-I é fracamente hemorrágica como 

BMHF-1(41,14 μg) (TORRES-HUACO et al., 2010) e BpirMP (50 μg) (BERNARDES 

et al., 2013). De acordo com a literatura revisada, as SVMPs P-I podem ser 

consideradas fortemente hemorrágicas se o halo hemorrágico de 10 mm for causado 

por uma quantidade de enzima menor do que 20 μg por camundongo; e, fracamente 

hemorrágica se esta quantidade for entre 20 – 50 μg. As consideradas não 

hemorrágicas como leuc-a e mut-II foram testadas em doses de 50 μg e não causaram 

hemorragia (AGERO et al., 2007). 

Rhomb-I e LHF-II compartilham uma identidade de sequências de aminoácidos 

de 97,5%, e Lmr-MP (CORDEIRO et al., 2018), na porção da sequência que foi 

determinada, contém apenas um aminoácido diferente da sequência de rhomb-I, na 

posição 185 há uma glutamina em rhomb-I e um ácido glutâmico em Lmr-MP.  No 

alinhamento de sequências de rhomb-I com outras sequências de SVMPs P-I de 

venenos Viperidae, foi observado uma similaridade de 51,2% a 69% entre elas e uma 

conservada região do sítio catalítico (138-150) e região met-turn (164-166), além de 

seis resíduos de cisteína em comum. Na literatura são descritos dois tipos de 

estruturas do domínio metaloproteinase (FOX; SERRANO, 2005), aquelas que são 

estabilizadas por três ligações dissulfídicas como rhomb-I e aquelas que são 

estabilizadas por duas ligações dissulfídicas como a neuwiedase (Q9I9R4) e atrolysin 

(P15167) . No que diz respeito aos sítios de glicosilação, a LHF-II é a única neste 

alinhamento que possui um sítio de N-glicosilação predito (Asn70-Asp71-Thr72), porém, 

de maneira geral as SVMPs P-I não são glicosiladas (CINTRA et al., 2012; FERREIRA 

et al., 2009; SANCHEZ et al., 2010; SANCHEZ et al., 1991), de fato, rhomb-I não 
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apresentou alteração em sua mobilidade em SDS-PAGE após tratamento com 

PNGase F.     

Rhomb-I apresenta ação alfa-fibrinogenolítica assim como outras SVMPs P-I 

tanto as hemorrágicas (CINTRA et al., 2012; SANCHEZ et al., 2010), como as não 

hemorrágicas (FERREIRA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2000), por isso, essa ação 

não estaria diretamente relacionada aos sintomas hemorrágicos locais na vítima, mas 

poderia contribuir para a manutenção da hemorragia. As enzimas não hemorrágicas 

com ação fibrinogenolítica tem sido alvo de estudo como potencial agente 

antitrombótico (AGERO et al., 2007; HSU et al., 2007; SANCHEZ et al., 2021). A 

hidrólise in vitro da fibronectina e da vitronectina, proteínas que promovem a adesão 

celular, ocorreu após algumas horas de incubação com rhomb-I, o que é um período 

de tempo bastante prolongado em relação a ação do veneno na vítima, que é imediata 

(TORRES et al., 1995). Por outro lado, rhomb-I degrada completamente as proteínas 

da membrana basal (laminina, colágeno IV e nidogênio), assim como atroxlysin-a e 

atroxlysin-a1 (FREITAS-DE-SOUSA et al., 2017; SANCHEZ et al., 2010) que são 

consideradas fortemente hemorrágicas.  

Rhomb-I inibe a agregação plaquetária induzida pela convulxina e pelo vWF 

assim como Kistomin, uma SVMP P-I isolada do veneno de Calloselasma rhodostoma 

(HSU et al., 2008; HSU et al., 2007). A convulxina ativa a agregação ao se ligar ao 

receptor GPVI (POLGÁR et al., 1997) e o vWF se liga ao receptor GPIbα. Ao investigar 

se rhomb-I possui ação sobre estes receptores, foi observado que rhomb-I se liga aos 

receptores e cliva a região do ectodomínio tanto de GPVI quanto de GPIbα, os quais 

são liberados no sobrenadante. Estes dois receptores que são exclusivos de 

plaquetas são regulados por ADAMs (10 ou 17), as quais através de um estímulo, 

fisiológico ou patológico, induzem o shedding de GPVI ou GPIb levando a liberação 

no plasma da porção solúvel destes receptores e a inativação do receptor na 

membrana e consequente remoção da plaqueta da circulação sanguínea (ANDREWS; 

GARDINER, 2017).  De acordo com os resultados, rhomb-I parece atuar de maneira 

semelhante às ADAMs, induzindo o shedding dos receptores plaquetários, com a 

liberação de fragmentos solúveis no sobrenadante (Glicocalicina – 130 kDa e sGPVI 

– 55 kDa) contudo outros fragmentos de massas moleculares menores também foram

detectados no sobrenadante de plaquetas lavadas nas condições experimentais 

testadas. Alguns estudos demostram a importância clínica do fragmento sGPVI como 
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biomarcador em doenças aterotrombóticas (BIGALKE et al., 2011; GARDINER; 

ANDREWS, 2014a e 2014b; WURSTER et al., 2013). Já o nível alto de glicocalicina 

está relacionado a plaquetopenia (ANDREWS et al., 2007).  

Além de sua ação nos receptores plaquetários, rhomb-I também cliva o vWF 

que é crucial na ativação da hemostasia primária e, mais especificamente o domínio 

A1 que é o domínio que reconhece e se liga a GPIbα. Desta maneira, rhomb-I 

provavelmente participa da fisiopatologia do envenenamento por um processo que 

parece envolver a interação vWF-GPIb na microcirculação (alto cisalhamento) e a 

ligação do colágeno ao GPVI nos grandes vasos (baixo cisalhamento), logo no início 

da hemostasia primária.  

Por fim, um fato que merece atenção é que nos acidentes com serpentes do 

gênero Lachesis não é observada plaquetopenia nas vítimas, diferentemente dos 

acidentes com serpentes do gênero Bothrops. Sabendo que as plaquetas são 

retiradas da circulação após o shedding dos receptores plaquetários, estudos mais 

aprofundados sobre a ligação aos receptores e do mecanismo de indução do shedding 

por enzimas envolvidas no processamento proteolítico como rhomb-I poderiam ajudar 

a entender melhor esta diferença nos sintomas.   
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6 CONCLUSÕES 

a) Relatamos uma proteína de 22,8 kDa, não glicosilada, contendo três

ligações dissulfídicas, para a qual foi demostrada sua natureza

metaloenzimática. Sua estrutura é estabilizada por íons Ca2+ e Mg2+ e sua

ação proteolítica é inibida por quelantes, inibidores de proteinases, íons

Zn2+, Co2+ e pela α-2-macroglobulina.

b) A hemorragia causada por rhomb-I provavelmente está relacionada a sua

ação proteolítica sobre proteínas da membrana basal levando a uma ruptura

do vaso sanguíneo sendo a hemorragia mantida pela ação alfa-

fibrino(geno)lítica da enzima.

c) Além disso, a agregação plaquetária foi claramente afetada pela ação de

rhomb-I sobre os receptores GPIb e GPVI e seus ligantes. Desta forma,

rhomb-I contribui para a disfunção hemostática nas vítimas também por

afetar a hemostasia primária, atuando nos eixos vWF- complexo GPIb-V-IX

e Colágeno-GPVI os quais possuem um papel crítico na fase inicial do

decurso da agregação plaquetária.

d) Aprofundar a investigação sobre a interação de rhomb-I com os receptores

plaquetários será útil para esclarecer os mecanismos que levam aos sinais

e sintomas observados nas vítimas.

e) Os dados indicam uma potencial aplicabilidade desta proteína no estudo de

função de plaquetas e no entendimento da fisiopatologia do

envenenamento.
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