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RESUMO 

 

 

Dois fatores hemorrágicos, mutalisina I e II (LHF-I e LHF-II), foram isolados do 

veneno de Lachesis muta muta por processos cromatográficos convencionais 

de filtração molecular e troca iônica, correspondendo a 12 e 1%, 

respectivamente, da atividade hemorrágica do veneno. Estes componentes 

foram caracterizados como metaloendoproteinases contendo zinco e cálcio. 

LHF-I (100 KDa, dímero) e LHF-II (22,5 KDa, cadeia polipeptídica simples) 

hidrolisam o fibrinogênio com especificidade Aα > Bβ, gerando produtos 

solúveis e fibrinogênio incoagulável pela trombina. A atividade fibrinogenolítica 

especifíca foi estimada em 25,5 e 13,0 mg de fibrinogênio/min/mg de enzima 

para LHF-II e LHF-I, respectivamente. In vitro, as mutalisinas dissolvem 

coágulos de fibrina bovina e humana por proteólise direta. A análise por SDS-

PAGE da hidrólise de fibrina pelas duas metaloproteinases mostra que o fator 

LHF-II (0,22 µM) digere completamente as cadeias α, β e γ. Em contraste, o 

fator LHF-I (0,56 µM) hidrolisa seletivamente a cadeia α da fibrina sem afetar 

as cadeias β e γ. As mutalisinas I e II pertencem ao grupo de fibrinogenases 

que produzem hemorragia sem formação de coágulo. Diferentemente dos 

agentes usados na terapia trombolítica, tais como a streptokinase, LHF-I e 

LHF-II não ativam o plasminogênio. A mutalisina II não ativa a proteína C 

plasmática e não inibe a agregação plaquetária induzida pelo colágeno ou 

ADP. As metaloproteinases hemorrágicas, além de ação direta sobre as 

paredes dos capilares devem afetar outros componentes do sistema 

hemostático, cuja evolução pode levar à hemorragia fatal e aos eventos 

tromboembólicos observados nos acidentes causados por -serpentes-. 
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SUMMARY 

 

 

 

Two hemorrhagic factors, mutalysin I and II (LHF-I and LHF-II) were isolated 

from bushmaster snake (Lachesis muta muta) venom by gel filtration and ion 

exchange chromatography. The purified proteins represent 12 and 1% 

respectively of the hemorrhagic activity in the whole venom. The mutalysins 

were characterized as metalloendopeptidases and contain zinc and calcium. 

LHF-I (100 kDa, two subunits) and LHF-II (22,4 kDa, single chain) hydrolyze the 

Aα > Bβ of fibrinogen without clot formation. The specific fibrinogenolytic activity 

was estimated as 25.5 and 13 mg of fibrinogen/min/mg protein for LHF-II and 

LHF-I respectively. In vitro, the mutalysins showed direct fibrinolytic activity. 

Analysis by SDS-PAGE of fibrin hydrolysis by both metalloenzymes showed 

that LHF-II (0.22 µM) digested completely the α, β and γ chains. On the other 

hand, LHF-I (0.56 µM) hydrolyzes selectively the α chain of fibrin, leaving the β 

and γ chains unaffected. The mutalysins I and II are fibrinogenases which 

induce hemorrhage without clot formation. In contrast with the plasminogen 

activator - based thrombolytic agents such as streptokinase, LHF-I and LHF-II 

do not activate plasminogen. Mutalysin II has no effect on protein C activation 

and does not inhibit platelet aggregation in human PRP stimulated by ADP or 

collagen. In addition to hemorrhagic effect by direct proteolysis on capillary 

walls, the hemorrhagic toxins can digest other protein components of the 

haemostatic system and also activate endogenous proteinases. 

 

 
 

 

 

 

 

 



INTRODUÇÃO.1 
 

 

1.1 As serpentes e seus venenos 

 

Os venenos de serpentes das famílias Viperidae e Crotalidae caracterizam-se 

por desencadearem choque, coagulação intravascular, necrose tecidual e 

hemorragia local e sistêmica no homem, em animais de experimentação e em 

animais domésticos vítimas de acidentes ofídicos (Seegers e Ouyang, 1979; 

Iwanaga e Suzuki, 1979). A morte da vítima, quando ocorre, é resultado de 

efeitos combinados dos diversos componentes do veneno. A peçonha da 

maioria das serpentes exercem efeitos fisiológicos e farmacológicos em tecidos 

excitáveis, no sistema cardiovascular, na permeabilidade vascular, disfunção 

renal e alterações na hemostase. De acordo com Teng e Huang (1991), as 

atividades biológicas dos venenos de serpentes podem ser divididas em 

componentes que aceleram os processos hemostáticos e aqueles que inibem 

estes processos. Entre os componentes que aceleram a hemostasia incluem-

se os fatores que induzem agregação de plaquetas, ativadores do fator X, 

ativadores da protrombina e as enzimas coagulantes do fibrinogênio 

(semelhantes à trombina). Entre os componentes que inibem a hemostasia 

incluem-se as enzimas fibrinogenolíticas, os inibidores da ativação da 

protrombina e fator X e os inibidores da agregação plaquetária (Niewiarowski e 

cols., 1994). 

 

Nos países da América do Norte o envenenamento pelas serpentes Viperidae 

dos gêneros Agkistrodon, Sistrurus e Crotalus e, na América Central e do Sul, 

Lachesis e Bothrops, tem como característica mais notável a hemorragia 

generalizada (Bjarnason e Tu, 1978; Assakura e cols., 1985; Sanchez e cols., 

1987, 1991a, 1992; Mandelbaum e Assakura, 1988; Ran e cols., 1988). 

Observa-se  na peçonha destas serpentes altas concentrações de enzimas 

proteolíticas. Algumas delas atuam diretamente na indução de hemorragia. 
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A potência hemorrágica dos venenos e de suas toxinas isoladas é usualmente  

estimada pela determinação da dose hemorrágica mínima (DHM). A DHM é 

definida como a menor concentração de proteína capaz de produzir uma lesão 

hemorrágica de 10 mm de diâmetro em 24 horas após injeção intradérmica ou 

subcutânea na pele dorsal de camundongos, ratos ou coelhos, de acordo com 

o método desenvolvido por Kondo e cols. em 1960. 

 

Em geral, a peçonha das serpentes Viperidae contem um ou vários 

componentes que induzem hemorragia por ação direta nas paredes dos 

capilares sanguíneos (Ohsaka, 1976,1979; Ownby e Geren, 1987; Tu, 1988, 

1991 ). Estes componentes recebem diferentes nomes pelos pesquisadores 

que os purificaram: toxinas hemorrágicas, fatores hemorrágicos, princípios 

hemorrágicos, proteases hemorrágicas ou simplesmente hemorraginas. 

 

1.2 A serpente Lachesis muta muta  

 

A serpente Lachesis muta (Linnaeus, 1766) da família Viperidae, sub-família 

Crotalinae, é a maior serpente venenosa das Américas. No Brasil é conhecida 

por surucucu, surucucu pico-de jaca e surucutinga. O gênero Lachesis é 

peculiar por conter uma única espécie, L. muta. Dentro da espécie são 

descritas quatro sub-espécies: L. m. melanocephala, restrita à Costa Rica 

(Solorzano e Cerdas, 1986); L. m. stenophris encontra-se nas florestas úmidas 

da Costa Rica e do Panamá; L. m. rhombeata vive na Mata Atlântica brasileira, 

desde Alagoas até o Rio de Janeiro e, em Minas Gerais, nas matas dos rios 

Doce e Mucuri. L. muta muta ocupa a maior extensão territorial, vivendo nas 

florestas equatoriais do Brasil (Amazônia), Colômbia, Guianas, Peru e Bolívia 

(Cunha e Nascimento, 1975, 1982; Meneses, 1974; Hoge e Romano, 1978; 

Carrillo, 1983; De La Vega e cols., 1989). 

 

L. muta muta, mesmo sendo responsável por um pequeno número de 

acidentes ofídicos no Brasil (Dourado e cols., 1988), é a serpente peçonhenta 

mais temida pelos habitantes da região amazônica pela gravidade dos 

acidentes e pelo seu tamanho. A surucucu pode ultrapassar 2 m, 

consequentemente possuindo maior volume de veneno injetável. Estudos 
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realizados na Fundação Ezequiel Dias (FUNED) por Sanchez e cols., (1992), 

envolvendo serpentes mantidas em cativeiro, revelaram que pode-se extrair 

mais de 300 mg de veneno, em peso seco, por serpente. Este fato, aliado à 

alta atividade hemorrágica específica da peçonha, fazem da L. m. muta a 

serpente mais eficiente para induzir intoxicação de origem hemorrágica. 

 

O veneno da L. m. muta apresenta efeitos proteolíticos (coagulante, 

hemorrágico, necrosante, liberador de cininas, indutor de edema) e também 

neurotóxicos (Brasil e Vellard, 1928; Vellard, 1948; Deutsch e Diniz,1955; 

Magalhães e cols., 1973, 1981; Gutierrez e Chaves, 1980; Silva e cols., 1985; 

Da Silva e cols., 1989; Silveira e cols., 1989; Yarleque e cols., 1989; Zavaleta e 

cols., 1989; Sanchez e cols., 1987, 1991a, b, 1992; 1995a, b; Lima-Ferreira, 

1990;  Diniz e Oliveira, 1992). 

 

Baseado na quantificação do efeito hemorrágico do veneno da L. m. muta, 

Sanchez e cols. (1987, 1991a) purificaram ao estado homogêneo duas 

proteínas responsáveis pela indução de hemorragia em mamíferos os quais 

foram designados como fatores hemorrágicos (FH), destacando-se com letras 

o nome do gênero e em números romanos a ordem de eluição na filtração 

molecular em gel, LHF-I e LHF-II (Lachesis hemorrhagic factor I e II). De 

maneira semelhante às outras toxinas hemorrágicas de venenos Viperideos 

descritas na literatura, os fatores LHF-I e LHF-II foram caracterizados como 

metaloproteinases (Sanchez e cols., 1987, 1991a, 1995b; Bjarnason e Fox, 

1994, 1995). Algumas propriedades das metaloproteinases hemorrágicas de L. 

m. muta são apresentadas na tabela I. 

 

1.3 Mecanismo de indução da hemorragia  

 

O mecanismo de indução da hemorragia envolve lesão das fibras de colágeno 

e alteração das proteínas da matriz extracelular dos capilares, resultando na 

desorganização da parede dos mesmos e extravasamento do plasma 

(originando edema) e das hemácias para os tecidos adjacentes. Ownby e cols. 

(1990), observaram que células endoteliais de camundongos quando tratadas 

com proteínas hemorrágicas sofrem inchamento causando compressão do 
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citoplasma e consequente ruptura das membranas, o que pode levar ao 

extravasamento do sangue. É importante salientar que o efeito direto das 

proteínas hemorrágicas é frequentemente exacerbado pela ação sinérgica de 

outros componentes do veneno ou pelas múltiplas atividades de uma mesma 

enzima, entre as quais merece destacar a ativação da fibrinólise (ação 

fibrinogenásica), inibição da função das plaquetas (ação de desintegrinas e de 

toxinas hemorrágicas) ou trombocitopenia (por ativação das plaquetas). 

Devemos também destacar os efeitos indiretos que estimulam o sistema 

fibrinolítico por ativação do plasminogênio tissular das células endoteliais 

lesadas por proteinases hemorrágicas assim como a ativação de proteinases 

endógenas (Hutton e Warrell, 1993; Bjarnason e Fox, 1994). Com um baixo 

nível de envenenamento, estes efeitos podem ficar restritos ao sítio da picada, 

mas efeitos sistêmicos potencialmente letais como hipotensão e falência 

circulatória devido à perda de fluido para o compartimento extravascular podem 

ocorrer. Se o envenenamento for grave também pode ocorrer hemorragia 

gengival,  gastrointestinal ou hemorragia cerebral (Ownby e Geren, 1987; Tu, 

1991). 

 

1.4. Estrutura e Classificação das Toxinas Hemorrágicas   
 
 
A massa molecular das metaloproteinases (hemorrágicas ou não 

hemorrágicas) varia de 20 a 100 kDa. Todas estas proteínas apresentam 

região invariável de consenso HEXXHXXGXXH onde três resíduos de histidina 

coordenam-se ao zinco no sítio catalítico (Sanchez e cols., 1991b; Bode e 

cols., 1993; Bjarnason e Fox, 1994, 1995; Stocker e cols., 1995). Com base em 

recentes estudos estruturais, as Metaloproteinases de Venenos de Serpentes 

(MPsVS), são agrupadas de acordo com o número de domínios presentes na 

estrutura da proteína nascente. Quatro principais classes denominadas P-I a P-

IV (Proteínas classe I a IV) são apresentadas na figura 1 (Kini e Evans, 1992; 

Paine e cols., 1992; Hite e cols., 1992, 1994; Baker e cols., 1995; Bjarnason e 

Fox, 1994, 1995). Estas proteínas são sintetizadas como zimogênios os quais 

são rapidamente processados à forma ativa nas glândulas veneníferas. Esta 

informação é sustentada pela identificação de pré- e pro-domínios nas 
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metaloproteinases dos venenos viperídeos descritos nos últimos anos (Hite e 

cols., 1994). 

 

Na classe P-I estão agrupadas as proteínas hemorrágicas de baixa massa 

molecular (Mr ~23 kDa), constituídas de 200 a 204 resíduos de aminoácidos, 

que correspondem ao domínio de metaloproteinase na forma madura da 

proteína. A região de ligação ao zinco, que é estritamente conservado nas 

MPsVS encontra-se neste domínio. O fator LHF-II, de 22,5 kDa, pI 6,6 e 

formado de 200 resíduos de aminoácidos em cadeia polipeptídica simples, é 

membro desta classe de metaloendopeptidases (Sanchez e cols., 1991b). 

Outros exemplos de metaloproteinases da classe P-I, cuja sequência completa 

de aminoácidos foi elucidada recentemente são encontrados nos venenos de 

Trimeresurus flavoviridis (Miyata e cols., 1989; Takeya e cols., 1989, 1990), 

Crotalus atrox (Shannon e cols., 1989; Baker e cols., 1995; Hite e cols., 1994), 

Agkistrodon contortrix contortrix (Randolph e cols., 1992) e T. mucrosquamatus 

(Tsai e cols., 1994).  

 

A estrutura tridimensional da adamalisina II, isolada do veneno de C. 

adamanteus, que representa o protótipo das MPsVS (Gomis-Ruth e cols., 

1993), e da atrolisina c (Ht-c) do veneno de C. atrox (Zhang e cols., 1994) 

mostram claramente que estas enzimas apresentam forma elipsoidal com o 

sítio catalítico separando o domínio maior superior do domínio menor inferior. 

No sítio catalítico do LHF-II, o átomo de zinco é coordenado pelas histidinas 

140, 144, 150 e uma molécula de água em forma tetraédrica, contendo, além 

disso, o glu 141 que atua como base catalítica durante a proteólise. É 

importante ressaltar que tanto as adamalisinas quanto as astacinas (enzimas 

colagenolíticas do trato digestivo de lagosta), as serralisinas 

(metaloproteinases da bactéria Serratia) e as matrixinas (metaloproteinases da 

matriz e colagenases de mamíferos) apresentam um resíduo metionina 

estritamente conservado, formando uma alça (“Met-turn”) que constitui a base 

hidrofóbica para a interação com o substrato. Baseado neste fato, as quatro 

famílias de metaloproteinases mencionadas são agrupadas dentro de uma 

grande superfamília denominada metzincins  (Bode e cols., 1993; Stocker e 

cols., 1995). 
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A classe P-II apresenta um domínio adicional no C-terminal do domínio de 

proteinase, o domínio semelhante à desintegrina (“disintegrin-like”). A função 

biológica deste domínio parece ser homóloga à dos peptídeos desintegrinas 

amplamente distribuídos nos venenos de serpentes Viperidae. As desintegrinas 

formam uma família de peptídeos de baixa Mr que inibem as funções de 

adesão celular de uma variedade de integrinas (ex., fibrinogênio) nas 

superfícies celulares (Dennis e cols., 1990; Scarborough e cols., 1991, 1993a; 

Williams, 1992; Trikha e cols., 1994; Calvete, 1995). O efeito destes peptídeos 

deve-se à presença da sequência Arg-Gly-Asp (RGD) ou Lys-Gly-Asp (KGD) 

responsáveis pela interação com as integrinas. A toxina hemorrágica e 

(atrolisina e, 26 kDa), isolada do veneno de C. atrox, é um exemplo de proteína 

da classe P-II. Pelo fato das metaloproteinases sofrerem processamento 

proteolítico, a forma madura da atrolisina e (Ht-e) perde o domínio semelhante 

à desintegrina (Hite e cols., 1994).  

 

A classe P-III apresenta o domínio rico em cisteína (“high Cysteine”) em adição 

aos domínios metaloproteinase e semelhante à desintegrina. Três membros 

desta classe com sequência completa de aminoácidos e/ou cDNA inclui: Ht-a 

(atrolisina a, 60 kDa) do veneno de C. atrox; HR1B (60 kDa) do veneno de T. 

flavoviridis; jararagina (52 kDa) de B. jararaca e catrocolastatina (50 kDa) de C. 

atrox (Takeya e cols., 1990; Paine e cols., 1992; Hite e cols., 1994; Zhou e 

cols., 1995). A forma madura destas proteinases é mais potente na indução de 

hemorragia em mamíferos do que as proteínas de baixa Mr (classes P-I e P-II). 

 

Finalmente, a classe P-IV apresenta no C-terminal do domínio rico em cisteína, 

o domínio de ligação à lectina (“lectin-like”). Até o presente, dois membros 

desta classe foram identificados, RVV-X (russelisina) do veneno de Vipera 

russelli (Takeya e cols., 1992; Gowda e cols., 1994) e mucrotoxina A, do 

veneno de T. mucrosquamatus (Kishida e cols., 1985). A RVV-X é uma 

metaloproteinase não hemorrágica de 93,4 kDa, formada por três subunidades 

de 57,6 , 19,4 e 16,4 kDa (α, β e γ, respectivamente). Esta enzima é o ativador 

do fator X do sistema de coagulação sanguínea. Embora os dados moleculares 

não tenham sido totalmente esclarecidos, pode-se especular que a RVV-X é 
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traduzida como um precursor de seis domínios (pre-, pro-, proteinase, 

semelhante à desintegrina, rico em cisteína e de ligação à lectina) de uma 

molécula grande que é proteoliticamente clivada para produzir a estrutura de 

três cadeias.  

A mucrotoxina A é uma toxina hemorrágica de 94 kDa. Os dados preliminares 

da sequência de aminoácidos indicam que se trata de uma glicoproteína em 

mosaico, com o domínio C-lectina homólogo à RVV-X (Bjarnason e Fox, 1995). 

Os estudos estruturais sugerem que o forte efeito hemorrágico das toxinas 

classe III e IV seria causado pelo efeito cooperativo dos domínios de proteinase 

e dos domínios semelhantes à desintegrina das moléculas. A região 

desintegrina deve ser importante na adesão das metaloproteinases dos 

venenos às moléculas alvo, provavelmente em integrinas localizadas no 

endotélio vascular (Takeya e cols., 1993; Niewiarowski e cols., 1994).  

 

Bjarnason e Fox em duas interessantes revisões (1994, 1995), salientaram a 

necessidade de novos dados estruturais, bem como de outros exemplos de 

metaloproteinases da classe P-IV. Os recentes dados da literatura apontam o 

fator LHF-I (100 kDa, duas subunidades), isolado do veneno de Lachesis muta 

muta, como um bom candidato da classe P-IV (Sanchez e cols.,1987, 1995b; 

Blobel e White, 1992; Bjarnason e Fox 1994, 1995). 

 

Baseado nos dados estruturais, uma variedade de atividades funcionais, tais 

como hemorragia, anti-coagulação, pro-coagulação e causadoras de edema, 

são atribuídas às MPsVS (Retzios e Markland, 1988; Markland, 1991; Blobel e 

White, 1992; Bjarnason e Fox, 1994). Ao domínio carboxi-terminal das classes 

P-II, P-III e P-IV, é atribuída a função de modular a atividade total da proteína. 

Por exemplo, o domínio semelhante à desintegrina deve desempenhar 

importante função na orientação da enzima para um sítio particular das 

plaquetas ou das células endoteliais, onde a proteinase deve clivar substratos 

tais como integrinas, proteínas da coagulação, da matriz ou outras proteínas 

endógenas (Blobel e White, 1992; Usami e cols., 1994; Rawlings e Barrett, 

1995; Zhou, 1995; Bjarnason e Fox, 1994, 1995; Sanchez e cols., 1995b). Na 

classe P-IV, onde é encontrado o domínio de ligação à lectina, este domínio 
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deve desempenhar uma função semelhante ao domínio da desintegrina 

localizando a enzima aos substratos específicos para a proteólise. 

 

É importante salientar a descoberta da família de proteínas homólogas às 

zinco- metaloendopeptidases das MPsVS em uma variedade de organismos 

que incluem esperma de cobaia e outras células de mamíferos, répteis e 

invertebrados (Wolfsberg e cols., 1993, 1995; Wolfsberg e White, 1996). 

Wolfsberg e cols. (1993) denominaram ADAMs ao gene desta família de 

metaloproteinases que contém um domínio semelhante à desintegrina (A 

Disintegrin-like And Metalloproteinase). Simultaneamente, Bjarnason e Fox 

(1994) sugeriram o nome Reprolysins  (subfamília) para ambos os grupos de 

metaloproteinases, considerando a sua origem, répteis, bem como sua relação 

com as proteínas reprodutivas de mamíferos. Esta denominação é mais 

conveniente e é baseada em dados moleculares, na sequência conhecida de 

14 metaloproteinases e nas estruturas tridimensionais da adamalisina II, 

isolada do veneno de C. adamanteus e da atrolisina c, de C. atrox (Gomis-Ruth 

e cols., 1993; Zhang e cols., 1994; Stocker, 1995). Recentemente o Comitê de 

Nomenclatura da International Union of Biochemistry and Molecular Biology 

(IUBMB) (Eur. J. Biochem., 1994, 1995, 1996) revisou os nomes triviais e 

designou os números EC para 17 MPsVS. Neste contexto, o veneno de L. m. 

muta apresenta pelo menos duas classes de reprolisinas, que foram 

denominadas mutalisina I  (LHF-I, 100 kDa, cuja sequência de aminoácidos 

ainda não é conhecida) e mutalisina II  (LHF-II, 22,5 kDa, cuja sequência de 

aminoácidos foi determinada) (Sanchez, 1997). Por este motivo, nesta 

dissertação nos referiremos às metaloproteinases LHF-I e LHF-II como 

mutalisina I e mutalisina II, respectivamente. 
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TABELA I  

 

Propriedades das metaloproteinases (mutalisina I e II) 

 isoladas do veneno de Lachesis muta muta 

 

Propriedade Mutalisina I Mutalisina II 

Nome comum LHF-I LHF-II 

Mr (kDa) 100 

(2 subunidades) 

22,5 

(cadeia simples) 

Resíduos de aminoácidos ND 200 

pI 4,7 6,6 

Presença de carboidrato + _ 

Presença de metais 

(mol/molécula)                Ca2+ 

                                       Zn2+ 

 

1,2 

0,7 

 

2,0 

1,0 

pH ótimo 8,0 8,5 

Inibidores EDTA, EGTA, cisteína 

β-mercaptoetanol 

Ac policlonal anti-LHF-I 

EDTA, EGTA, cisteína 

Ac monoclonal anti-veneno de     

L. m. muta 

Atividades: 

 

caseinolítica (Units/mg)* 

hemorrágica (Units/mg)** 

fibrinogenolítica 

fibrinolítica 

cliva cadeia β da insulina na 

posição: 

 

 

 

0,09 

2.000 

Aα > Bβ 

α 

Ala14 - Leu15 

 

 

2,48 

62,0 

Aα > Bβ 

α > β 

Ala14- Leu15 

His5 - Leu6 

His10 - Leu11 

Phe24 - Phe25 

 

*Uma unidade é definida como A 280/min. 

**Uma unidade é definida como a dose hemorrágica mínima (DHM). 

ND: não determinado. 
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Figura 1 - Classificação das metaloproteinases de v enenos de serpentes (Hite e 

cols., 1994). 
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1.5. Efeito das mutalisinas I e II sobre proteínas compo nentes do sistema 

de coagulação e fibrinólise 

 
 
Proteínas de venenos de serpentes com atividades pró-coagulantes ou 

anticoagulantes têm recebido especial atenção nas últimas décadas, pelo fato 

de que muitas delas representam ferramentas valiosas para pesquisas na área 

da hemostasia e trombose; assim, alguns componentes dos venenos são 

utilizados em testes laboratoriais, para diagnóstico ou como agentes 

terapêuticos (Markland 1988; Stocker, 1990; Teng e Huang, 1991; Hutton e 

Warrell, 1993). 

Os mecanismos de ação de alguns dos componentes de venenos de serpentes 

que afetam os sistemas da coagulação sanguínea e da fibrinólise estão 

apresentados na figura 2. 

 

Plasminogênio

α-fibrinogenases
5’-nucleotidasesde ADPase
Antagonista do receptor de fibrinogênio

Ativador de plasminogênio

liberador do ativador 
de plasminogênio

F. XI

Potenciador da agregação
 plaquetária

fator ativador de plaquetas
com atividade de vWF

ativador de Proteína C

Agregação

    fosfolipase A 2
Plaquetas

Ca 
F. XIa

ativador F. XI

ativador do Fator V

Ecarina

Protrombina Trombina

inibidor da ativação
de protrombina

Fibrina

enzimas semelhantes
à trombina

Fibrinogênio

α−fibrinogenase
β−fibrinogenase
γ-fibrinogenase

FDPs
fdps

Plasmina

Plasmina

Ca

F. Va

ativador da Proteína C

F. V

fosfolipase A 2

F. IX

fosfolipídeos

  RVV-XAE

Fator XaFator X

Fator 3 plaquetário Tromboplastina

F. VIIIa

F. IXa

Ca

F. VIIa

Ca

2+

2+2+

2+

 Fatores de venenos de serpentes

FDPs produtos de degradação do fibrinogênio

fdps    produtos de degradação da fibrina

  ativação ou conversão

  inibição ou inativação

 
 
Figura 2 - Mecanismo de ação dos fatores de serpentes que afetam o sistema 

de coagulação (Ouyang e cols., 1992). 
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Em 1700 Fontana foi o primeiro a observar que quando ocorria morte de um 

animal devido à picada por serpente, o sangue permanecia incoagulável. Mais 

tarde, Mitchell (1860) e Reichert (1886) em estudos mais amplos envolvendo 

venenos de serpentes Crotalus norte-americanos, observaram que o sangue 

coagulava quando o animal morria rapidamente. No entanto, quando a morte 

era lenta, o sangue tornava-se incoagulável (em Markland, 1991). A partir 

dessas observações e de numerosos estudos descritos na literatura, sabemos 

hoje que esses efeitos são provavelmente causados pela ação combinada das 

enzimas coagulantes (thrombim-like) e fibrino(geno)líticas (Markland, 1991; 

Ouyang e cols., 1992). 

 

As enzimas coagulantes do fibrinogênio, cujo efeito deve-se à liberação dos 

fibrinopeptídeos A e/ou B, são os componentes do tipo ativadores da 

coagulação mais comuns nos venenos de serpentes Viperidae. Alguns 

exemplos destas enzimas utilizadas como agentes defibrinogenantes são: 

arvina, isolada do veneno de C. rhodostoma (registrada como Ancrod pela 

Armour Pharmaceuticals), bothropsobina (reptilase) do veneno de B. atrox, 

bothroxobina isolada do veneno de B. moojeni (registrada como defibrase pela 

Pentapharm Ltda) e venzyme do veneno de A. contortrix (Shainoff e Welches, 

1988; Stocker e Meier, 1988; Stocker, 1990; Hutton e Warrell, 1993). 

Do veneno de L. m. muta (espécie brasileira) foi isolada a enzima coagulante 

do fibrinogênio que libera fibrinopeptídeo A (Silveira e cols., 1989). Da espécie 

peruana, Yarleque e cols. (1989) isolaram uma enzima, provavelmente a 

mesma isolada por Silveira e cols., que libera fibrinopeptídeos A e B. A enzima 

coagulante do veneno de L. m. rhombeata, denominada clotase por Magalhães 

e cols. (1981), foi testada como agente defibrinogenante em cães. 

 

As enzimas fibrino(geno)líticas ou fibrinogenases são agrupadas 

operacionalmente como enzimas que degradam preferencialmente a cadeia α  

ou β do fibrinogênio e/ou fibrina, respectivamente, gerando produtos que 

tornam o fibrinogênio incoagulável pela trombina. Baseado nestas propriedades 

e na ampla especificidade proteolítica, estas enzimas são catalogadas como 

anticoagulantes (Marsh, 1994). As proteases fibrino(geno)líticas são 

endoproteinases de ação direta e não requerem outros fatores para sua 
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atividade. Elas não liberam fibrinopeptídeos A ou B e não induzem a formação 

de fibrina. Além disto, elas são diferentes da plasmina (Markland, 1991; 

Ouyang e cols., 1992; Teng e Huang, 1992; Hutton e Warrell, 1993). Dados 

recentes da literatura têm demonstrado que as proteinases hemorrágicas 

degradam proteínas componentes da matriz extracelular, fibrinogênio e outras 

integrinas (Bjarnason e cols., 1988; Baramova e cols., 1989; Bjarnason e Fox, 

1994,1995). Assim, em algumas espécies, a atividade hemorrágica dos 

venenos parece estar associada com a atividade fibrino(geno)lítica (Retzios e 

Markland, 1988; Takeya e cols., 1993; Sanchez e cols., 1991a, 1995b). 

 

As enzimas com especificidade para a cadeia α do fibrinogênio e/ou fibrina são 

denominadas α-fibrinogenases. Elas são zinco-metaloendopeptidases (Mr: 20 a 

34 kDa), completamente desprovidas de atividade arginil esterase. Em vários 

estudos tem-se demonstrado sua inibição por α2-macroglobulina sérica. No 

entanto, elas não são afetadas pelos inibidores de serino-proteinases do 

plasma (Pandya e Budzynski, 1984; Markland, 1988). Estas proteínas são 

encontradas em serpentes Viperidae dos gêneros Agkistrodon, Bothrops, 

Crotalus, Trimeresurus e Lachesis e representam constituintes comuns dos 

venenos destas serpentes. Finalmente, outras toxinas hemorrágicas com Mr de 

57 a 100 kDa dos venenos de A. acutus, C. atrox, C. h. horridus, C. r. ruber, T. 

flavoviridis, T. mucrosquamatus, T. gramineus e L. m. muta foram descritas 

com atividade α-fibrinogenásica (Yagihashi e cols., 1986; Nikai e cols., 1984; 

Civello e cols., 1983; Mori e cols., 1984; Bjarnason e Fox, 1994; Sanchez e 

cols., 1995b). 

O segundo grupo de enzimas fibrino(geno)líticas são aquelas com 

especificidade para a cadeia β do fibrinogênio e/ou fibrina. Em contraste com 

as α -fibrinogenases, estas são serino-proteinases com atividade arginil 

esterase e são inibidas pelo PMSF ou DFP. No entanto, estas enzimas são 

diferentes das enzimas coagulantes que liberam fibrinopeptídeos A ou B 

(Markland, 1991; Ouyang, Teng e Huang, 1992; Hutton e Warrell, 1993).  

Somente a toxina hemorrágica f do veneno de C. atrox foi até agora descrita 

como específica para a cadeia γ do fibrinogênio (Nikai e cols., 1984). 
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As α-fibrinogenases têm despertado o interesse dos pesquisadores da área de 

química de proteínas para estudo da relação estrutural e evolutiva com outras 

enzimas proteolíticas. Algumas destas proteínas têm sido usadas para 

esclarecer os mecanismos estruturais envolvidos na polimerização da fibrina e 

na remoção do fibrinogênio do sangue em condições in vivo e in vitro. De 

acordo com estudos experimentais in vivo, a atividade fibrinolítica direta e sua 

resistência aos inibidores das serino-proteinases plasmáticas lhes conferem 

vantagens teóricas para serem utilizadas como agentes terapêuticos na 

dissolução de coágulos em condições patológicas. 

 

Duas enzimas fibri(noge)nolíticas (Mr ~ 23 kDa, classe I), atroxase do veneno 

de C. atrox (Willis e Tu, 1988) e fibrolase de A. c. contortrix têm demonstrado 

serem eficientes agentes trombolíticos em modelos experimentais in vivo 

(Markland e cols., 1994). No entanto, a terapia trombolítica com rt-PA ou 

streptokinase, está associada com retrombose em um número significativo de 

casos. Esses resultados representam os pacientes que receberam 

concomitantemente aspirina e/ou heparina (Plow e cols., 1987; Rote e cols., 

1993; Collen e cols., 1994; Lijnen e Collen, 1994).  

 

Na busca de agentes trombolíticos mais eficientes, alguns pesquisadores têm 

estudado a possibilidade de construir uma nova geração de compostos 

orientados tanto à dissolução dos coágulos (trombolíticos) quanto à inibição da 

agregação plaquetária (antitrombóticos). Assim, mediante o uso de “cross-

linkers” bifuncionais, recentemente a  enzima fibrinolítica fibrolase foi ligada 

covalentemente a um peptídeo sintético contendo a sequência RGD, que tem 

demonstrado potente efeito antitrombótico in vivo e in vitro. O conjugado obtido 

por este método reteve aproximadamente 90% da atividade fibrinolítica da 

enzima nativa, incorporando um potente efeito antitrombótico com inibição da 

agregação de plaquetas (IC50) da ordem de nM (Sanchez e cols., 1997). 

Estes antecedentes, mais os dados moleculares das reprolisinas, nos 

motivaram ao estudo dos efeitos das mutalisinas sobre alguns fatores e etapas 

chave do sistema de coagulação sanguínea e fibrinólise. 
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OBJETIVOS.2 
 

 

2.1 Objetivos gerais  

 

Estudar os efeitos das mutalisinas I e II (LHF-I e LHF-II), isoladas do veneno da 

serpente Lachesis muta muta, sobre proteínas que atuam em algumas etapas 

dos sistemas de coagulação e fibrinólise. 

 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

- Examinar a degradação do fibrinogênio e fibrina pelas mutalisinas I e II, 

identificando as cadeias hidrolisadas. 

 

- Esclarecer se além do efeito fibrinolítico direto, induzido pelas toxinas 

hemorrágicas, haveria também um mecanismo indireto, através da ativação do 

plasminogênio. 

 

-Estudar o efeito das mutalisinas sobre o fator anticoagulante do plasma, a 

proteína C. 

 

- Estudar o efeito da mutalisina II na inibição da agregação plaquetária induzida 

pelos agonistas colágeno e ADP. 
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MATERIAIS.3 
 

 

3.1. Veneno  
 

O veneno bruto de Lachesis muta muta foi obtido de serpentes capturadas na 

região de Manaus (AM) e mantidas no Serpentário da Fundação Ezequiel Dias, 

Belo Horizonte. As amostras de veneno foram extraídas seguindo as 

recomendações da Organização Mundial de Saúde (WHO,1981). O veneno, 

coletado por compressão das glândulas veneníferas após anestesia parcial das 

serpentes, em caixas especiais, pelo abaixamento da temperatura entre 5 - 10 
oC, em atmosfera de CO2  obtida pela sublimação de gelo seco, foi liofilizado e 

guardado a -20 oC até seu uso. 

 

3.2. Substratos  

 

Caseína foi obtida da Merk Darmstadt, Alemanha. DL-BAPNA.HCl; 

dimetilcaseína; “hide powder azure”; fibrinogênio bovino (95% de proteína 

coagulável); plasminogênio humano e o peptídeo cromogênico N-p-Tosyl-Gly-

Lys-pNa foram adquiridos da Sigma Chemical Co., EUA; H-D-Val-Leu-Lys-pNa 

(S-2251) foi adquirido da Kabi Vitrum (Suécia). 

 

3.3. Enzimas  

 

Plasmina (EC. 3.4.2.1.7) liofilizada, de plasma bovino, 2- 4 unidades/mg 

proteína; trombina (EC. 3.4.2.1.5) de plasma bovino, 50-100 NIH/mg proteína e 

Streptokinase de Streptococcus β-hemolíticus, foram adquiridos da Sigma 

Chemical Co., EUA. 
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3.4. Inibidores  

 

Fluoreto de Fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF); Inibidor de Tripsina do Feijão de 

Soja (SBTI) tipo II-S, 1 mg inibe 1,5 a 2,5 mg de tripsina; Clorohidrato de N-p-

Tosil-Lisina Clorometilcetona (TLCK); Iodoacetamina; Etilenodiaminotetracetato 

dissódico (EDTA), produtos obtidos da Sigma Chemical Co., EUA. O-

fenantrolina e β-mercaptoetanol, produtos da Merck Darmstadt, Alemanha. 

 

3.5. Antisoros 

 

Soro antilaquético, Instituto Butantan, São Paulo, Brasil; IgG anti-LHF-I, foram 

purificadas a partir de soro de coelho imunizado com o fator LHF-I de L. m. 

muta. 

 

3.6. Substâncias padrões  

Fosforilase b, albumina sérica bovina, ovalbumina, anidrase carbônica, inibidor 

de tripsina, lactoalbumina, foram da Pharmacia Fine Chemicals, EUA. 

Albumina, ovalbumina, β-galactosidase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 

anidrase carbônica, tripsinogênio, inibidor de tripsina, lactoalbumina, da Sigma 

Chemical Co., EUA. 

 

3.7. Outros reagentes  

 

Acrilamida, N,N’-metilenobisacrilamida, N,N,N’,N’-tetrametil 1,2-diaminometano 

(TEMED), persulfato de amônio, produtos da Bio-Rad Laboratories, Richmond, 

EUA. Coomassie Brilliant Blue R-250 e agarose tipo I foram da Sigma Chemical 

Co., EUA. Negro de amido, da Merck Darmstadt, Alemanha. 

Sephacryl S-200, Sephacryl S-300, Sephadex G-50, DEAE-Sephacel, CM-

Sepharose CL-6B e CNBr-Sepharose 4B ativada, produtos da Pharmacia 

Uppsala, Suécia. 

Os demais reagentes empregados foram de boa procedência e de pureza 

analítica. 
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METODOLOGIA. 4 
 

 

4.1. Purificação das metaloproteinases  

 

Preparação de colunas para cromatografia   

 

O gel de Sephadex G-50 utilizado na purificação do fator hemorrágico LHF-II foi 

preparado de acordo com as especificações do fabricante. DEAE-Sephacel, 

CM-Sepharose CL-6B, Sephacryl S-200 e S-300 foram fornecidos prontos para 

uso. 

 

4.2. Dosagem de proteína  

 

Todas as etapas em que se fez necessária a dosagem de proteínas foi utilizado 

o método de Lowry e cols. (1951), utilizando-se soro-albumina bovina como 

padrão ou pela medida espectrofotométrica da absorbância a 280 nm em cuba 

de 1 cm3. 

 

4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

As eletroforeses em placa eram realizadas na presença de SDS segundo o 

método de Laemmli (1970), utilizando a aparelhagem e tampões especificados 

pela Mini Protean II, Dual Slabgel, Bio-Rad Laboratories, Richmond, EUA. 

 

Gel de separação 

 

A partir de uma solução de acrilamida:bisacrilamida 36,5 : 1 em água 

deionizada eram preparados os géis de separação a 10 ou 12% 

respectivamente, contendo 13,3% de glicerol P/V, 0,033% de persulfato de 

amônia P/V, 0,33% TEMED V/V, 0,1% SDS P/V e Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8. 
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Gel de concentração 

 

Foram preparados a 4% contendo as mesmas proporções dos reagentes acima 

mencionados, porém sem glicerol. Este gel era polimerizado sobre o gel de 

separação durante 30 minutos. Para a polimerização dos géis foram utilizadas 

placas de vidro de 11 cm de comprimento X 8 cm de largura. A espessura do 

gel foi de 0,5 mm. 

 

Tampão das cubas 

 

Tris-HCl 0,025 M, glicina 0,05 M, SDS 0,1%, pH 8,6. 

 

Preparação das amostras 

 

As amostra eram solubilizadas no tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 6,8 contendo 

SDS 4% (P/V), 12% glicerol (P/V), 0,02% azul de bromofenol e 1% β-

mecaptoetanol (V/V). Esta solução era levada ao banho-maria fervendo por 

cinco minutos, deixando resfriar a temperatura ambiente e aplicados de 10 a 20 

µl por escaninho. 

 

Tempo de eletroforese 

 

Aproximadamente 40 minutos, a 200 V desligando-se a corrente quando a 

banda do indicador azul de bromofenol estivesse a 1 cm da extremidade 

inferior do gel. 

 

Coloração 

 

As proteínas eram coradas por imersão numa solução de Coomassie Blue R-

250 a 0,25% em metanol: ácido acético: água 5:1:5 por 30 minutos em 

agitação. A descoloração era realizada em solução de etanol:ácido 

acético:água 1:2:20. Quando necessário eram acrescentados 50 µl de acetato 

de etila para descoloração mais rápida. 
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4.4. Imunodifusão  

 

Imunodifusão foi feita de acordo com o método de Ouchterlony e Nielson 

(1973). Lâminas de microscopia (2,5 X 7,5) eram cobertas com 3,5 ml de gel de 

agarose (Sigma) a 1% em tampão veronal 0,04 M, pH 8,6. Após a solidificação 

à temperatura ambiente, foram feitos orifícios nos géis (1 mm de diâmetro) 

onde foram aplicadas as amostras e os anti-soros em disposição adequada à 

imunodifusão. As lâminas de gel com as amostras eram colocadas em câmaras 

umidecidas com água a 4 oC durante 24 horas. Terminada a difusão, as 

lâminas eram lavadas com solução salina contendo azida sódica 0,02% por 4 

dias a 4 oC, solução que era renovada uma vez por dia. Este tratamento foi 

seguido com lavagem em água destilada durante 4 a 6 horas à temperatura 

ambiente. As lâminas secas em estufa a 40 oC por 24 horas eram coradas por 

imersão em solução de ácido acético 7% contendo negro de amido 10% 

durante 1 minuto. A descoloração era feita em solução de etanol: ácido acético: 

água 1:2:20 (v/v), seguido de secagem sob ventilação à temperatura ambiente. 

 

4.5. Imunoeletroforese 

 

Imunoeletroforese era realizada usando o mesmo gel como descrito para a 

imunodifusão. Neste caso, no meio do gel foram feitos dois orifícios de 1 mm 

de diâmetro, um a cada lado de uma fenda central de 2 mm de largura por 65 

mm de comprimento. As amostras eram aplicadas nos orifícios e submetidas a 

eletroforese, em cubas apropriadas, contendo tampão veronal 0,08 M, pH 8,6 

nos reservatórios dos eletrodos. Foi aplicado uma corrente de 5 mA/lâmina 

durante uma hora, determinado pela posição do indicador azul de bromofenol 

aplicado ao lado da amostra. 

Após a eletroforese, era removido o gel da canaleta central e logo preenchido 

com 80 µl de anti-soro. A imunodifusão e os procedimentos relativos a 

lavagem, coloração e descoloração das lâminas foram os mesmos descritos 

nos procedimentos anteriores. 
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4.6. Atividades biológicas  

 

4.6.1. Atividade hemorrágica  

 

A atividade hemorrágica era determinada pelo método de Kondo e cols. (1960), 

utilizando nos ensaios de rotina, camundongos machos (18 - 20g) do Biotério 

da Fundação Ezequiel Dias, Belo Horizonte. Para fins quantitativos eram 

usados coelhos de 2 a 2,5 Kg ou ratos machos Wistar (250 a 300 g) como 

descrito por Theakston e Reid (1983). Os animais previamente depilados no 

dorso eram injetados via subcutânea (camundongos) ou intradérmica (coelho e 

ratos) com doses variáveis de veneno ou frações de veneno em 0,1 ml de 

solução salina (NaCl 0,85%). Após 24 horas os animais eram anestesiados 

com éter etílico e sacrificados, as peles eram removidas e o diâmetro das 

lesões hemorrágicas eram medidas na superfície interna. A menor 

concentração de proteína que induz uma lesão hemorrágica de 10 mm de 

diâmetro era definida como uma dose hemorrágica mínima (DHM). A atividade 

específica era definida como DMH/mg de proteína. 

 

4.7. Atividade proteolítica  

 

Era medida utilizando os seguintes substratos: 

 

4.7.1. Atividade sobre caseína  

 

Atividade sobre caseína era estimada pelo método de Kunitz (1946). A 1 ml de 

caseína 1% em tampão Tris-HCl 50 mM pH 8,0 eram adicionados solução de 

veneno ou frações em 1 ml do tampão. Após 30 minutos de incubação a 37 oC, 

a reação era interrompida pela adição de 2 ml de ácido tricloroacético (TCA) 

5%. Os produtos da digestão eram separados por centrifugação (15 minutos a 

3.000 rpm) e feita a leitura dos sobrenadantes a 280 nm. A atividade 

caseinolítica era calculada por meio da seguinte fórmula: unidade/mg = 

A280/min/mg de proteína. 
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4.7.2. Atividade sobre dimetilcaseína  

 

O método de Lin e cols. (1969) foi usado para a determinação da atividade 

sobre dimetilcaseína. A 1 ml de dimetilcaseína 0,1% em tampão fosfato 50 mM 

pH 7,86 eram adicionadas concentrações adequadas de amostra em 1 ml do 

mesmo tampão, incubadas a 37 oC por 30 minutos. A reação era interrompida 

por imersão das amostras em banho de água fervente por 3 minutos. Em 

seguida, 1 ml de solução de TNBS 0,1% e 1 ml de bicarbonato de sódio 4% pH 

8,4 eram adicionadas às amostras, seguidos por incubação durante 30 

minutos. 1 ml de solução de SDS 10% e 0,5 ml de HCl eram adicionadas a 

cada amostra. A seguir, fazia-se a leitura a A 340 nm da mistura, zerando o 

aparelho com o controle que tinha todos os componentes exceto enzima. Uma 

unidade de atividade proteolítica foi definida como a A 340 nm / min. A atividade 

específica era expressa como unidades por mg de proteína. 

 

4.7.3. Atividade sobre azocaseína  

 

O método empregado para a determinação da atividade sobre azocaseína foi o 

de Ahmed e cols. (1990). A 1 ml de solução de azocaseína (Sigma), 50 mg/ml 

em tampão NaHCO3 0,5%, pH 8,0, eram adicionadas concentrações 

apropriadas de veneno ou enzima. Após 30 minutos de incubação a 37 oC, a 

reação era interrompida pela adição de 0,5 ml de ácido perclórico 7%. Os 

produtos da hidrólise eram separados por centrifugação e feita a leitura dos 

sobrenadantes a 390 nm. A atividade específica era calculada por meio da 

seguinte fórmula: Unidade/mg=A390 /min/mg de proteína. 

 

4.7.4. Atividade sobre “hide powder azure ” 

 

Era determinado segundo o método de Rinderknecht e cols. (1968). Este 

substrato é o complexo de proteínas insolúveis marcadas covalentemente com 

Remazobrilliant blue, que é solubilizado pela clivagem proteolítica, permitindo, 

desta maneira, que a reação seja monitorada espectrofotometricamente a 595 

nm. Neste ensaio, 10 mg de substrato em 2 ml de tampão Tris-HCl 50 mM pH 

8,0 eram incubados com concentrações adequadas de enzima a 37 oC por 10 a 
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30 minutos. A reação era interrompida por imersão das amostras em banho de 

água fervente durante 5 minutos, seguida de centrifugação a 6000 rpm por 15 

minutos. A quantidade de substrato solubilizado no sobrenadante era estimada 

pela absorbância a 595 nm. Uma unidade de atividade proteolítica era definida 

como a A 595 /min. A atividade específica era expressa como unidades/mg de 

proteína. 

 

 

4.8. Atividade fibrinogenolítica  

 

Atividade fibrinogenolítica era medida como descrita por Ouyang e Huang 

(1976). Nestes ensaios, 1 ml de solução de fibrinogênio bovino (2 mg/ml), e 

concentrações conhecidas dos fatores hemorrágicos em 1 ml de tampão Tris-

HCl 5 mM, NaCl 10 mM, pH 7,4 eram pré-incubados separadamente a 37 oC 

durante 3 minutos. Partes iguais da solução de fibrinogênio e dos fatores 

hemorrágicos eram misturadas e incubadas a 37 oC. Em intervalos variados de 

tempo (0, 5, 15, 30, 60, 120 minutos) 0,2 ml de mistura eram retirados e 

ensaiados para a determinação de fibrinogênio coagulável remanescente. Nos 

mesmos intervalos de tempo, 0,1 ml da mistura de incubação eram retirados e 

adicionados a 0,1 ml de solução desnaturante (uréia 8 M, SDS 4% e β-

mercaptoetanol 4%). Depois da redução e desnaturação durante a noite à 

temperatura ambiente, as amostras eram submetidas a eletroforese em gel de 

poliacrilamida com SDS a 10% ou 12%. A atividade fibrinogenolítica específica 

era calculada dividindo-se a velocidade de hidrólise do fibrinogênio (mg/min) 

pela quantidade das enzimas no meio de reação. 

 

4.9. Atividade fibrinolítica  

Atividade fibrinolítica era determinada pelo método de Astrup e Mulertz (1952). 

10 ml de solução de fibrinogênio bovino (2 mg/ml, 89% de proteína coagulável) 

em tampão Tris-HCl 20 mM, NaCl 0,85% pH 7,4 eram adicionados em placas 

Petri (100 X 15 mm). A solução de fibrinogênio era coagulada pela adição de 

200 µl de trombina (Sigma, 100 unidades/ml). Nestas condições o fibrinogênio 



40 
 

coagulava em 2 minutos. Depois de 30 minutos, concentrações variáveis das 

amostras (veneno ou fatores purificados) eram colocados na superfície do gel 

(10 a 20 µl), com intervalos de 1,5 cm de distância e incubados  à temperatura 

ambiente. A vários intervalos de tempo eram medidas os halos de lise, após 

interrupção da reação com TCA 5%. A atividade era expressa como o halo de 

lise (mm2)/mg de proteína. 

Para coagulação do plasma, 3,5 ml de plasma humano citratado era colocado 

em placas Petri 100 X 15 mm e coagulado pela adição de 0,35 ml de CaCl2 5%. 

Os ensaios eram realizados como descritos para a coagulação do fibrinogênio 

bovino. Plasmina era usada como controle. 

A hidrólise foi demonstrada por SDS-PAGE de acordo com a descrição de 

Willis e Tu (1981). Trombina (5 µl, 1000U/ml) eram adicionadas à solução de 

fibrinogênio (1,5 mg/ml) em Tris-HCl 20 mM pH 7,4 contendo NaCl 0,154 M à 

temperatura ambiente por 1 hora para a formação de coágulos de fibrina. 

Concentrações apropriadas dos fatores hemorrágicos (LHF-I, 56 µg; LHF-II 

4µg) em 0,1 ml eram adicionados aos coágulos e incubados a 37 oC por vários 

intervalos  de tempo. Depois de cada tempo de incubação eram adicionados 

0,150 ml de solução desnaturante (uréia, 8 M; SDS, 10%; β-mercaptoetanol, 

4%). A mistura era deixada a temperatura ambiente durante a noite e analisada 

por SDS-PAGE a 12%. 

 
 

4.10. Isolamento dos fragmentos de fibrinogênio apó s incubação do 

substrato com a mutalisina II (LHF-II)  

 

Fibrinogênio (50 mg) foi dissolvido em 6 ml de tampão Tris-HCl 0,1 M, 

contendo SBTI 50 mM, pH 8,0. A esta solução foram adicionados 12 µl de LHF-

II (2,7 mg/ml). Nestas condições, a proporção molar de fibrinogênio : enzima 

era 103:1. Alíquotas da solução (2ml), foram incubadas a 37 oC por 0, 10 ou 20 

minutos, sendo parada a reação com 150 µl de EDTA (125 mM). A cada 

alíquota foi adicionada uréia 8 M. Carboxilação redutiva foi realizada pela 

adição de dithiotreitrol (DTT) em uma proporção 10 vezes maior que a do 
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fibrinogênio. Nitrogênio gasoso foi passado na solução por 5 minutos antes da 

incubação à temperatura ambiente por 1 hora. Iodoacetamida (relação molar 

Iodoacetamida : fibrinogênio, 10:1) foi adicionada sob nitrogênio gasoso e 

alquilação foi permitida ocorrer no escuro à temperatura ambiente, por 1 hora. 

Os fragmentos de fibrinogênio foram então separados por HPLC fase-reversa, 

em coluna Vydac C4 (4,1 X 250 mm). A eluição foi monitorada a 215 nm e os 

fragmentos foram identificados por SDS-PAGE 12% utilizando alíquotas das 

frações. 

 

 

4.11. Efeito das mutalisinas I e II (LHF-I e LHF-II ) sobre o plasminogênio  

 

Para verificar se ocorria ativação do plasminogênio pelos fatores hemorrágicos 

e/ou veneno bruto, foram utilizados substratos cromogênicos específicos para 

plasmina: H-D-Val-Leu-Lys-pNa, S 2251 (1,8 mM) e N-p-Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNa 

(1,7 mM) utilizando plasmina (Sigma) como controle. Nas soluções de 

plasminogênio humano (115 µg) em tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,4 contendo 

NaCl 0,154 M eram adicionadas concentrações apropriadas de enzimas. 

Streptokinase (90 µg), fatores hemorrágicos (LHF-I, 10 µg; LHF-II, 50 µg) ou 

veneno bruto (100 µg) num volume final de 1 ml. As soluções eram incubadas a 

37 oC por vários intervalos de tempo. A reação era interrompida pela adição de 

ácido acético 30% e feita a leitura da absorbância a 405 nm. 

 

 

4.12. Efeito da mutalisina II (LHF-II) sobre proteí na C 

 

Para medir ativação da proteína C pelo fator hemorrágico LHF-II, foi utilizado o 

kit “AccucolorTM  Protein C” (Sigma Diagnostics), como se segue: 

Em uma solução de plasma humano de referência em tampão Tris-HCL 0,04 

M, pH 7,4 contendo NaCl 0,154 M, eram adicionadas concentrações 

adequadas de enzima Protac ou LHF-II num volume final de 500 µl. Esta 

solução era incubada por 10 minutos a 37 oC. Em seguida, eram adicionados 

200 µl de substrato cromogênico específico e a solução era novamente 
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incubada por 10 minutos a 37 oC. A reação era interrompida pela adição de 200 

µl de ácido acético 30%. A leitura da absorbância era feita a 405 nm. 

 

4.13. Efeito da mutalisina II (LHF-II) Sobre Plaque tas  

 

Experimentos de agregação plaquetária foram realizados utilizando-se plasma 

humano rico em plaquetas (PRP) de acordo com o seguinte esquema (Trikha e 

cols., 1994): sangue humano (18 ml) de doadores saudáveis que não haviam 

recebido qualquer medicação à base de aspirina ou similares por pelo menos 

duas semanas, era colhido em 2 ml de citrato de sódio 0,1 M e centrifugado 

(150 x g) por 10 minutos a 22 oC. O sobrenadante (PRP) era removido e o 

sangue remanescente era centrifugado a 8.000 x g por 10 minutos para a 

obtenção do plasma pobre em plaquetas (PPP). Um agregômetro de 4 canais 

(Helena Laboratories) ou o agregômero Zenite foram usados nos experimentos. 

Inibição da agregação induzida por ADP (Calbiochem) ou colágeno (Sigma, 2 

mg/ml), era monitorada a 37oC pela adição de concentrações adequadas da 

mutalisina II (3,47 µM, concentração final), 1 minuto antes da adição do 

agonista (ADP, 10 a 20 µM; colágeno, 50 µM). Como controle de inibição foi 

usado um nonapeptídeo contendo a sequência RGD (IC50=70 nM) (Sánchez e 

cols., 1997). 
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RESULTADOS. 5 
 
 

 

5.1. Purificação das toxinas hemorrágicas do veneno  de L. m. muta 

 

Os fatores hemorrágicos LHF-I e LHF-II foram isolados em forma homogênea a 

partir do veneno de L. m. muta por processos cromatográficos convencionais 

de filtração molecular e troca iônica, como descrito por Sánchez e cols. (1987, 

1991a). 

 

A filtração em Sephacryl S-200 de 2,0 g de veneno bruto, contendo 1664 mg de 

proteína total, produziu 7 picos de proteínas que foram denominados de P1 a 

P7, de acordo com a ordem decrescente de eluição molecular (Figura 3 ). As 

atividades proteolítica sobre a caseína e hemorrágica foram detectadas nos 

picos P1 e P4. A atividade coagulante, medida pela hidrólise do DL-BAPNA, 

localiza-se no pico P2. 

 

A mutalisina I (LHF-I) foi isolada a partir do pico P1 por cromatografia de troca 

iônica em DEAE-Sephacel, seguido de filtração e refiltração em Sephacryl S-

300. Foram obtidos 4,2 mg do fator I, o que representa aproximadamente 0,3% 

do componente no veneno bruto. A prepação apresentou-se homogênea na 

eletroforese em poliacrilamida com SDS, imunodifusão e imunoeletroforese. 

 

Por processos similares a mutalisina II (LHF-II), foi isolada após cromatografia 

do pico P4 em CM-Sepharose CL-6B, cromatografia e recromatografia em 

Sephadex G-50. Foram obtidos 25 mg de proteína ativa (rendimento de 23%), 

o que representa aproximadamente 1,6% da proteína no veneno bruto. Esta 

preparação mostrou-se homogênea pelos critérios de pureza mencionados 

acima. 
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Cromatografia do veneno bruto
 de Lachesis muta muta  em Sephacryl S-200

Frações (5,6 ml/tubo)
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Figura 3 - Cromatografia do veneno bruto de L. m. muta  em coluna de Sephacryl 

S-200. 2,0 g de veneno bruto (1664 mg de proteína) foram dissolvidos em 16 ml 

de tampão acetato de amônio 50 mM pH 7,3, contendo NaCl 0,3 M. A fração 

solúvel, depois de centrifugada a 6.000 g/15 minutos, foi aplicada em duas 

colunas em série (2,5 X 100 cm cada) de Sephacryl S-200, equilibradas e 

eluídas com o mesmo tampão a 4oC. Foram coletadas frações de 5,6 ml com 

fluxo de 13,4 ml/hora. 
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5.2. Massa molecular  

 

 

As massas moleculares das mutalisinas I e II (LHF-I e LHF-II) foram 

determinadas por SDS-PAGE. As figuras 4.1 e 4.2 mostram as mobilidades 

eletroforéticas dos padrões e das proteínas purificadas, LHF-I e LHF-II, 

respectivamente. A massa molecular do fator LHF-I determinado em SDS-

PAGE, 12% corresponde aproximadamente a 100.000. Quando a preparação 

de proteína foi desnaturada e reduzida por tratamento com β-mercaptoetanol 

revelou uma banda de aproximadamente 45 kDa. Como demonstrado 

anteriomente, o fator hemorrágico I é uma glicoproteína que consiste de duas 

subunidades com Mr. total de 100 kDa. Este valor é concordante com a Mr do 

pico P1 da coluna de Sephacryl S-200 estimados em 100 kDa pelo volume de 

eluição (dados não mostrados). A Mr do fator II, determinada em condições 

similares, foi 22.300.  
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Figura 4.1. SDS-PAGE da mutalisina I (LHF-I) purifi cada do veneno de L. 

m. muta.  

A, veneno bruto de L. m. muta, condições não redutoras (30 µg); B, mutalisina I 

purificada, condições não redutoras (10 µg); C, mutalisina I purificada, 

condições redutoras (10 µg); D, marcadores: albumina bovina, ovoalbumina, 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, anidrase carbônica e tripsinogênio 

bovino. Coloração pelo coomassie blue. 
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Figura - 4.2 - SDS-PAGE da mutalisina II (LHF-II) p urificada do veneno de L. m. 

muta.  

A, veneno bruto de L. m. muta, condições não redutoras (40 µg); B, mutalisina 

II purificada, condições não redutoras (10 µg). Coloração pelo coomassie blue. 
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5.3. Efeito de inibidores sobre a atividade hemorrá gica da mutalisina I 

(LHF-I) 

 

 

O efeito de alguns inibidores de proteinases sobre a atividade hemorrágica do 

fator de elevada massa molecular LHF-I é apresentado na tabela II. Nesses 

ensaios a preparação do fator (0,6 µg/0,1 ml) foi tratada com cada reagente em 

solução salina a 37 oC durante uma hora e logo depois foi testado o efeito 

hemorrágico em coelho. O EDTA 2 mM inibiu completamente a atividade 

hemorrágica da preparação, como mais uma evidência da natureza 

metaloproteica do LHF-I. Os inibidores PMSF, TLCK e SBTI nas concentrações 

indicadas não afetaram a atividade hemorrágica, porém o β-mercaptoetanol (10 

mM) inibiu completamente o efeito hemorrágico da metaloenzima. Verificou-se 

também, que o soro antilaquético (1:1) e IgG anti-LHF-I (0,09 mg) 

neutralizaram eficientemente o efeito hemorrágico equivalente a 3 DHM da 

mutalisina I. 

Resultados similares foram obtidos quando a mutalisina II (LHF-II) foi testada 

contra os reagentes mencionados (Sánchez e cols., 1991a). 
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TABELA II 

Efeito de alguns inibidores sobre a atividade  

hemorrágica da mutalisina I (LHF-I)  

 

 

Inibidor 

 

 

Concentração 

(mM) 

 

Atividade Relativa 

(%) 

 

Controle (LHF-I) 

 

- 

 

100 

PMSF 2,5 95 ± 2 

TLCK 10 100 ± 2 

SBTI 0,5 mg/ml 100 ± 2 

Benzamidina 10 100 ± 2 

EDTA 2 0 

β-mercaptoetanol 10 0 

Antiveneno 1:1 0 

IgG-anti-LHF-I 0,09 mg 0 

 

Mistura do fator hemorrágico I (LHF-I) e inibidores nas concentrações acima, em 

solução, salina foram incubados a 37 oC por 60 minutos. Alíquotas de 0,1 ml contendo 

0,6 µg de proteína foram injetados via intradérmica no dorso do coelho, pelo método 

de Kondo e cols. (1960). O antiveneno é o soro polivalente contra o veneno de L. m. 

muta (FUNED). Os valores representam a % do controle e são apresentados como a 

média ± S.E. (n=4). 
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5.4. Atividade fibrinogenolítica das mutalisinas I e II (LHF-I e LHF-II) 

 

 

Ambas as metaloproteinases apresentaram atividade fibrinogenolítica in vitro. 

Quando uma solução de fibrinogênio bovino (2 mg/ml) foi incubada a 37 oC 

com a mutalisina I, o substrato foi hidrolisado na cadeia Aα aos 15 minutos. Em 

tempos prolongados de incubação (120 minutos), foi observada uma leve 

hidrólise da cadeia Bβ. Porém a cadeia γ não foi afetada pela metaloenzima. A 

figura 5 mostra os resultados em SDS-PAGE dos hidrolisados a vários 

intervalos de tempo. Concomitante com a hidrólise da cadeia Aα aos 15 

minutos, observou-se o aparecimento dos produtos de hidrólise de elevada Mr, 

aproximadamente 49 e 48 kDa. 

A atividade fibrinogenolítica específica foi estimada em 13 mg de 

fibrinogênio/min/mg de proteína (TABELA III). 

 

A mutalisina II comportou-se de maneira semelhante frente ao mesmo 

substrato (Figura 6), hidrolisando rapidamente a cadeia Aα e posteriormente a 

cadeia Bβ, permanecendo inalterada a cadeia γ. 

A atividade fibrinogenolítica específica para a mutalisina II foi de 25,5 mg de 

fibrinogênio/min/mg de proteína (TABELA III). 
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TABELA III 

 

Atividade fibrinogenolítica e fibrinolítica 

 das mutalisinas I e II (LHF-I e LHF-II)  

 

Amostra Fibrinogenolítica 

(unidades/mg)* 

Fibrinolítica  

(unidades/mg)** 

 

 

 

 

 

  Fibrina bovina                     Fibrina humana 

Veneno bruto - 1,3                                          2,3 

mutalisina I 13,0 1,2                                          1,7 

mutalisina II 25,5 1,8                                          2,6 

 

* uma unidade é definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar o 

fibrinogênio com uma velocidade de 1 mg/min. 

A atividade específica (Unidades/mg) é calculada dividindo-se a velocidade de 

hidrólise do fibrinogênio (mg/min) pela quantidade de enzima no meio de reação. 

** uma unidade é definida como o halo de lise (mm2) produzido por 1,0 µg de enzima. 

Os valores representam a média de 2 experimentos realizados em duplicata. 
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Figura 5-  Hidrólise do fibrinogênio pela mutalisina I (LHF-I) . 

Solução de fibrinogênio bovino (2 mg/ml) foi incubado com 56 µg do fator LHF-I 

em tampão Tris HCl 20 mM, pH 7,4 contendo NaCl 154 mM a 37 oC (relação 

fibrinogênio: mutalisina I, 10 : 1). Alíquotas de 0,1 ml foram removidas da 

mistura de incubação e preparadas para a eletroforese, como descrito em 

métodos (ítem 4.8). Da esquerda para a direita: padrão de fibrinogênio 

mostrando as cadeias Aα, Bβ e γ, respectivamente; tempos de incubação (min) 

e-padrões-de-Mr. 
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Figura 6 - Hidrólise do fibrinogênio pela mutalisin a II (LHF-II). 

Solução de fibrinogênio bovino (2 mg/ml) foi incubado com 4 µg do fator LFH-II 

em tampão Tris HCl 20 mM pH 7,4 contendo NaCl 154 mM a 37 oC (relação 

fibrinogênio: mutalisina II, 29 : 1). Aliquotas de 0,1 ml foram removidas da 

mistura de incubação e preparadas para a eletroforese, como descrito em 

métodos (ítem 4.8). Da esquerda para a direita: Padrão de fibrinogênio 

mostrando as cadeias Aα, Bβ e γ, respectivamente, tempos de incubação (min) 

e padrões de Mr. 
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5.5. Atividade fibrinolítica das mutalisinas I e II  (LHF-I e LHF-II)  

 

5.5.1. Ensaio em placa de fibrina  

 

Os componentes purificados assim como o veneno bruto mostraram atividade 

fibrinolítica in vitro. As figuras 7A e 7B mostram os resultados da digestão da 

fibrina bovina e humana, respectivamente, por ambas as metaloproteinases. 

As atividades do fator LHF-I : 1,2 unidades/mg de proteína sobre a fibrina 

bovina, e 1,7 unidades/mg sobre a fibrina humana, mostram que essa 

preparação é  aproximadamente 1,5 e 1,5 U/mg, respectivamente, mais baixa 

que a mutalisina II isolada do mesmo veneno (tabela III). 

  

5.5.2. Análise por SDS-PAGE da hidrólise de fibrina  pelas mutalisinas I e II  

 

Nas condições de ensaio o fator LHF-I (56 µg, 0,56 µM) hidrolisou 

seletivamente a cadeia α, observando-se a presença de um principal produto 

de hidrólise de ~ 44 kDa em até 240 minutos de incubação (figura 8). 

Diferentemente, o fator LHF-II (4 µg, 0,2 µM) hidrolisou completamente a 

cadeia α em 45 minutos e, em tempos prolongados (120 min), foram 

igualmente hidrolisadas as cadeias β e γ com aparecimento de dois principais 

produtos de 44 kDa e 43 kDa, respectivamente (figura 9). 
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Figura 7-  Atividade fibrinolítica das mutalisinas I e II (LHF -I e LHF- II) e veneno de 

L. m. muta  medida em placa de fibrina.  

 

A) fibrina bovina : 10 ml de solução de fibrinogênio bovino (2mg/ml) em tampão Tris-

HCl 20 mM, CaCl 0,85% pH 7,4 foram adicionados em placas Petri (100 X 15mm). A 

solução foi coagulada pela adição de 200 µl de trombina. Depois de 30 minutos, 

concentrações variáveis das amostras (veneno ou enzimas purificadas) foram 

colocadas na superfície do gel com intervalos de 1,5 cm de distância e incubados à 

temperatura ambiente. A vários intervalos de tempo foram medidos os halos de lise, 

após interrupção da reação com TCA 5%. A atividade é expressa como o halo de lise 

(mm2/mg) de proteína. B) fibrina humana : 3,5 ml de plasma humano citratado foi 

coagulado pela adição de 3,5 ml de CaCl2 5%. Os ensaios foram realizados como 

descrito para o fibrinogênio. Os pontos representam-a-média de dois experimentos em 

duplicata. Os detalhes são descritos em métodos (ítem 4.9). 

 

 

 

A B 
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Figura 8 - Hidrólise da fibrina pela mutalisina I (LHF-I) em c ondições redutoras.  

Fibrina bovina (2 mg/ml) em tampão Tris-HCl 20 mM, pH 7,4 contendo NaCl 

154 mM foi incubada com 56,0 µg de fator hemorrágico LHF-I nos intervalos de 

tempo indicados. Alíquotas de 50 µl da mistura foram removidas e preparadas 

para a eletroforese, como descrito em métodos (ítem 4.9). Da esquerda para a 

direita: padrão de fibrina mostrando as cadeias α, β e γ, respectivamente; 

tempos-de-incubação-(min) e mutalisina I (LHF-I). 
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Figura 9 - Hidrólise da fibrina pela mutalisina II (LHF-II) em  condições redutoras . 

Fibrina bovina (2 mg/ml) em tampão Tris-HCl 20mM, pH 7,4 contendo NaCl 154 

mM foi incubada com 4 µg do fator hemorrágico LHF-II nos intervalos de 

tempos indicados. Alíquotas de 50 µl da mistura foram removidas e preparadas 

para a eletroforese, como descrito em métodos (ítem 4.9). Da esquerda para a 

direita: Padrão de fibrina mostrando as cadeias α, β e γ, respectivamente, 

tempos de incubação-(min), mutalisina II (LHF-II)-e-padrões-de-Mr. 
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5.6. Isolamento dos fragmentos de fibrinogênio após  incubação com a 

mutalisina II (LHF-II)  

 

 

Os fragmentos do fibrinogênio obtidos após incubação com a mutalisina II por 

20 minutos (relação molar fibrinogênio : enzima, 103 : 1) foram separados por 

HPLC fase reversa. O perfil cromatográfico mostrado na figura 10 (A e B) indica 

que a ação hidrolítica é dirigida principalmente para a cadeia Aα, originando 2 

principais produtos com tempos de retenção 29,39 e 36,46 minutos. 
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Figura 10 (A e B). HPLC fase reversa do fibrinogêni o controle (A) e depois de 

incubado com a mutalisina II por 20 minutos (B). 

Fibrinogênio (50 mg) foi dissolvido em 6 ml de tampão Tris-HCl 0,1 M, contendo SBTI 

50 mM, pH 8,0. A esta solução foram adicionados 12 µl de LHF-II (2,7 mg/ml). 

Alíquotas da solução (2ml), foram incubadas a 37 oC por 0, 10 ou 20 minutos, sendo 

parada a reação com 150 µl de EDTA (125 mM). A cada alíquota foi adicionada uréia 8 

M. Os fragmentos de fibrinogênio foram então separados em coluna Vydac C4  (4,1 X 

250 mm). A eluição foi monitorada a 215 nm. Os detalhes são descrito em métodos 

(ítem 4.10). 

A A 

B B 
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FIGURA 11 - Hidrólise parcial do fibrinogênio pela mutalisina I I (LHF-II) 

SDS-PAGE 12% em condições redutoras do fibrinogênio incubado com a 

enzima LHF-II, 12 µl (2,7 mg/ml), a 37 oC por 20 minutos. Da esquerda para a 

direita: padrões de Mr, padrão de fibrinogênio mostrando as cadeias Aα, Bβ e 

γ, respectivamente, e alíquota do incubado. A banda com Mr de 21 kDa 

corresponde ao SBTI, usado na solução de ensaio para inibir possíveis serino-

proteinases contaminantes no meio de incubação. As setas indicam os dois 

principais produtos da hidrólise. 
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5.7. Efeito das mutalisinas I e II (LHF-I e LHF-II)  sobre o plasminogênio 

 

 

Para verificar se o plasminogênio era ativado pelos fatores hemorrágicos e/ou 

veneno bruto de L. m. muta, foi utilizado método enzimático sobre os 

substratos cromogênicos específicos para plasmina, H-D-Val-Leu-Lys-pNa, S-

2251 (1,8 mM) e N-P-Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNa (1,7 mM). Os resultados 

apresentados na tabela IV e figura 12, quando comparados com os valores 

obtidos pela enzima ativadora de plasminogênio, streptokinase, sugerem que a 

hidrólise da fibrina pelas metaloproteinases I e II não requerem a ativação do 

plasminogênio. Como é mostrado na figura 13, a streptokinase (90 µg) é um 

potente ativador do plasminogênio. Isto é evidenciado pelo alto nível de 

hidrólise do substrato N-P Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNa nos primeiros minutos de 

incubação. A atividade mais alta foi alcançada aos 9 minutos e permaneceu 

ativa durante o período de incubação (240 minutos). 
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Figura 12 - Hidrólise do plaminogênio pela mutalisina II (LHF- II). 

Plasminogênio humano (115 µg) foi incubado com LHF-II (4 µg) a 37 oC. 

Alíquotas do incubado (50 µl) foram removidas aos 15, 30, 60, 120 e 240 

minutos e analisadas por SDS-PAGE 12% em condições redutoras, como 

descrito em métodos (ítem 4.11). Da esquerda para a direita: plasminogênio 

controle (P) mostrando três formas de Glu-plasminogênio de 93, 64 e 34 kDa, 

respectivamente; tempos de incubação (minutos); mutalisina II (LHF-II) e 

marcadores de peso molecular. 

 

 

 

 

 



63 
 

 

TABELA IV 

 

 

Efeito das metaloproteinases LHF-I, LHF-II, veneno bruto de L. m. muta   

e streptokinase como potenciais ativadores de plasm inogênio 

 

Enzimas  Substrato* A405 nm** 

 

Plasmina 

 

 

0,15 U 

 

S-2251 

S-2 

 

0,458 

0,247 

 

Plasminogênio 

 

 

115 µg +SK 90 µg 

 

S 2251 

S-2 

 

0,475 

0,298 

 

Plasminogênio 

 

 

115 µg + VB 100µg 

 

S-2 

 

0,158 

 

Plasminogênio 

Plasminogênio 

 

115 µg + VB 100µg + EDTA 2,5 mM*** 

115 µg + VB 100µg + PMSF 10 mM*** 

 

S-2 

S-2 

 

1.530 

0 

 

Plasminogênio 

 

 

115 µg + LHF-I 10 µg 

 

S-2251 

S-2 

 

0 

0 

 

Plasminogênio 

 

 

115 µg + LHF-II 50 µg 

 

S-2251 

S-2 

 

0 

0 

 

* substratos: H-D Val-Leu-Lys-pNa (S-2251, 1,8 mM) 

                     N-p-Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNa (S-2, 1,7 mM) 

** Os resultados representam a média de dois ensaios realizados em triplicata. 

*** O veneno permaneceu na presença de EDTA ou PMSF, nas concentrações 

indicadas, por 30 minutos a 37 oC 
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Figura 13- Efeito das mutalisinas I e II (LHF-I e L HF-II) e streptokinase como 

potenciais ativadores do plasminogênio.  

Plasminogênio humano (115 µg) com os fatores LHF-I (10 µg), LHF-II (50 µg) 

ou streptokinase (90 µg) em Tris-HCl 20 mM, pH 7,4 contendo NaCl 154 mM 

em 1 ml (volume final), foram incubados a 37 oC a vários intervalos de tempo. 

Alíquotas do incubado (50 µl) foram retiradas e testadas sobre o substrato 

cromogênico N-P-Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNa como descrito em métodos (ítem 

4.11). Controle das metaloproteinases, streptokinase e plasminogênio foram 

também ensaiados-para a-atividade-semelhante-à-plasmina. 
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5.8. Efeito da mutalisina II sobre a Proteína C 

 

 

O método de ensaio enzimático sobre substrato cromogênico é baseado na 

determinação da atividade amidolítica da proteína C ativada (proteína Ca) 

plasmática. Como controle foi usada a enzima ativadora “Protac”, isolada do 

veneno de Agkistrodon contortrix contortrix. O aumento na absorbância a 405 

nm indica liberação hidrolítica da p-nitroanilina, catalisada pela proteína Ca. Os 

resultados apresentados na tabela V indicam que a enzima de Lachesis não 

ativa a proteína C. 
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TABELA V 

 

Efeito da mutalisina II sobre a Proteína C 

 

 

Reagentes  

 

Mistura  

 1 2 3 4 5 6 7 8 

 

Tampão 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

Plasma humano de 

referência 

 

- 

 

+ 

 

+ 

 

- 

 

- 

 

- 

 

+ 

 

+ 

Substrato * - - + + - - + + 

Protac - - - - + - + - 

Mutalisina II 

 

- - - - - + - + 

 

A 405 nm ** 

 

0,00 

 

0,00 

 

0,00 

 

0,00 

 

0,00 

 

0,00 

 

0,305 

 

0,00 

 

 

Uma solução de plasma humano de referência em tampão Tris-HCL 0,04 M, pH 7,4 

contendo NaCl 0,154 M e concentrações adequadas da enzima Protac ou LHF-II, num 

volume final de 500 µl, foi incubada por 10 minutos a 37 oC. Em seguida, foram 

adicionados 200 µl de substrato cromogênico específico e a solução foi novamente 

incubada por 10 minutos a 37 o C. Outros detalhes são descritos em métodos (ítem 

4.12). 

* Substrato: H-D-Lys-Pro-Arg-pNa (5,5 mM). 

**O resultado é a média de duas determinações em duplicata. 
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5.9. Efeito da mutalisina II (LHF-II) sobre a agreg ação plaquetária induzida 

pelo colágeno ou ADP  

 

A mutalisina II, em concentrações crescentes (até 3,47 µM, concentração final), 

não inibe a agregação plaquetária em PRP humano induzido pelo colágeno. 

Resultados similares foram obtidos quando o ADP foi usado como agonista, 

figura 13 (A e B). 
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Figura 14 -  Efeito da mutalisina II (LHF-II) sobre a agregação plaquetária induzida 

pelo colágeno ou ADP em plasma humano rico em plaqu etas (PRP).  

PRP (450 µl) foi incubado com LHF-II (3,47 µM, volume final), por 1 minuto a 37 oC 

antes da adição de (A), colágeno, 50 µM, (utilizando o agregômero Zenite) ou ADP (10 

a 20 µM) utilizando o agregômero de Helena Laboratories (B). Inibição da agregação 

era monitorada pela adição de concentrações adequadas da mutalisina II antes da 

adição do agonista. Como controle de inibição foi usado um nonapeptídeo contendo a 

sequência RGD (IC50=70 nM) (Sánchez e cols., 1997, dados não mostrados). 
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DISCUSSÃO.6 
 
 
 
 
6.1. Propriedades bioquímicas das mutalisinas  

 

Do veneno de L. m. muta foram purificadas até o estado homogêneo, as 

metaloproteinases mutalisina I e mutalisina II, de acordo com os procedimentos 

descritos por Sanchez e cols.(1987, 1991a). A maioria das metaloproteinases 

de venenos de serpentes, incluindo as reprolisinas de Lachesis, hidrolisam 

principalmente a ligação peptídica X-Leu da cadeia β-oxidada da insulina. 

Estas observações reforçam o conceito de que estas proteínas hidrolisam 

vários substratos naturais e/ou sintéticos com especificidade para o resíduo 

hidrofóbico em P1’ (Takeya e cols., 1993; Bjarnason e Fox, 1994; Sanchez e 

cols., 1995a). Assim, a mutalisina I (LHF-I) é caracterizada por apresentar forte 

atividade hemorrágica (2.000U/mg, veneno bruto 62 U/mg) e especificidade 

restrita para o substrato. Estas propriedades geralmente são compartilhadas 

pelas reprolisinas da classe IV (Mr 80-100kDa) (Takeya e cols., 1993).  

A mutalisina II, ao contrário, apresenta baixo efeito hemorrágico (62 U/mg) e 

elevada atividade proteolítica sobre a cadeia β-oxidada da insulina (4,266 

U/mg, veneno bruto 1.660 U/mg) (Sanchez e cols., 1995a). 

Igualmente às outras reprolisinas descritas na literatura, as mutalisinas são 

zinco-endopeptidases e suas atividades biológicas são irreversivelmente 

inibidas por agentes quelantes como o EDTA. Além disso, os íons cálcio 

parecem estabilizar as toxinas hemorrágicas em solução aquosa. Um dos sítios 

de ligação ao cálcio foi identificado na estrutura cristalina da adamalisina II e da 

atrolisina c (Gomis-Rüth e cols., 1993; Zhang e cols., 1994). 
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6.2. Atividade fibrinogenolítica das mutalisinas I e II 

 

 

Os efeitos das mutalisinas I e II sobre o fibrinogênio foram conduzidos em 

ensaios de hidrólise em função do tempo. As figuras 5 e 6 mostram que o 

fibrinogênio, em condições redutoras, é separado em suas cadeias Aα, Bβ, e  

γ, respectivamente. 

Nas condições experimentais a mutalisina I hidrolisou a cadeia Aα e mais 

lentamente a cadeia Bβ, enquanto a cadeia γ mostrou-se resistente à hidrólise 

em até 120 minutos de incubação (figura 5). 

De maneira semelhante à mutalisina I, a mutalisina II hidrolisou rapidamente a 

cadeia Aα e lentamente a cadeia Bβ, permanecendo a cadeia γ inalterada 

durante todo o período de incubação,120 minutos (figura 6). 

 

Por ser uma metaloproteinase, a hidrólise do fibrinogênio foi completamente 

abolida quando uma preparação da enzima foi previamente tratada com EDTA 

(2 mM) por 30 minutos à temperatura ambiente (dados não mostrados). Pelo 

fato de não liberarem fibrinopeptídeos A e/ou B e gerarem fragmentos 

diferentes , tornando o fibrinogênio incoagulável pela trombina, as mutalisinas 

são classificadas como anticoagulantes (Hutton e Warrell, 1993; Marsh, 1994). 

Os produtos de hidrólise do fibrinogênio, liberados por ambas as reprolisinas, 

mostram pelo menos um fagmento de aproximadamente 48 kDa (figuras 5 e 6). 

A liberação deste fragmento, comum a ambas as mutalisinas, e o mecanismo 

de ação semelhante, indicam que as duas mutalisinas são estruturalmente 

relacionadas. 

Outras metaloproteinases com atividade fibrinogenolítica Aα > Bβ foram 

descritas nos venenos de C. h. horridus (Civello e cols., 1983), T. gramineus 

(Huang e cols., 1984), A. acutus (Yagihashi e cols., 1986), C. r. ruber (Mori e 

cols., 1987), C. rhodostoma (Bando e cols., 1991), C. b. basiliscus (Retzios e 

Markland, 1992) e A. h. brevicaudatus (Fujimura e cols., 1995). Os efeitos 

fibrino(geno)líticos são relacionados com a potente ação tóxica dos venenos 

hemorrágicos (Lee e Lee, 1979). 
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6.3. Atividade fibrinolítica das mutalisinas I e II  

 

 

A degradação da fibrina foi realizada utilizando as mesmas técnicas 

empregadas para investigar o efeito das mutalisinas sobre o fibrinogênio. A 

análise por SDS-PAGE da fibrina padrão e após diferentes tempos de 

incubação (na presença do redutor β-mercaptoetanol) com ambas as enzimas, 

revelou que a mutalisina II (0,2 µM), nas condições de ensaio, hidrolisou 

completamente a cadeia Aα entre os 15 e 30 minutos (figura 9). 

Simultaneamente com o desaparecimento da cadeia α foi observado o 

aparecimento de um principal produto de aproximadamente Mr 43 kDa, e de 

outros fragmentos menores que não são retidos no gel (12%). Após 60 minutos 

de incubação as cadeias α e γ também foram completamente hidrolisadas pela 

enzima, além da digestão parcial do fragmento de 43 kDa. Os resultados 

sugerem que a enzima hidrolisou várias ligações peptídicas da fibrina. O efeito 

é correlacionado com a ampla especificidade pelo substrato que caracteriza as 

metaloenzimas α-fibrino(geno)líticas dos venenos de serpentes da classe I 

(reprolisinas classe I). 

 

O padrão de hidrólise da fibrina pela mutalisina I (0,56 µM) revelou que a 

cadeia α é o principal alvo da atividade por esta reprolisina. Diferentemente da 

mutalisina II, já aos 15 minutos e até 240 minutos de incubação, houve 

hidrólise total da cadeia α, sem aparente digestão das cadeias β e γ, figura 8. O 

principal produto de hidrólise, um polipeptídeo de aproximadamente 43 kDa 

(comum a ambas as reprolisinas) mostrou-se intacto durante todo tempo de 

incubação com a enzima. A intensidade da banda de proteína não se alterou 

no intervalo de tempo de incubação. O padrão geral de hidrólise da fibrina pela 

mutalisina I, indica a especificidade muito restrita da clivagem de ligação 

peptídica por esta enzima hemorrágica, coerentemente com a hidrólise muito 

lenta de substratos sintéticos como o AbZ-Pro-Leu-Gly-Leu-Leu-Gly-Arg-

EDDnp e a cadeia β da insulina (Sanchez, 1995a). 
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6.4. Isolamento dos fragmentos do fibrinogênio após  incubação com a 

mutalisina II   

 

 

Para a determinação do sítio inicial de hidrólise do fibrinogênio, o substrato foi 

incubado com a enzima por 20 minutos. Este tempo mostrou ser ótimo para a 

acumulação dos primeiros produtos de hidrólise. Depois de interrompida a 

reação com EDTA, os fragmentos foram separados por HPLC fase reversa em 

coluna Vydac C4. Os protocolos e o HPLC usados neste estudo foram os 

mesmos usados por Retzios e Markland (1988) para a identificação da ligação 

peptídica hidrolisada pela fibrolase, enzima isolada do veneno de A. c. 

contortrix (metaloproteinase homóloga da mutalisina II, Mr 23 kDa). A 

superposição do cromatograma obtido para a mutalisina II ao da fibrolase, 

mostrou que os dois são idênticos, obtendo-se a separação de dois principais 

fragmentos com tempos de retenção 29,39 e 36,46 minutos (figura 10). Retzios 

e Markland (1988) analisaram a sequência de aminoácidos dos fragmentos 

gerados pela digestão do fibrinogênio pela fibrolase e identificaram a ligação 

Lys413 e Leu414 na cadeia Aα como o sítio primário de hidrólise. Tendo como 

base estes estudos, podemos especular que a mutalisina II também hidrolise 

primeiramente a ligação Lys-Leu na cadeia Aα do fibrinogênio. No entanto, esta 

afirmação só poderá ser confirmada pela sequência de aminoácidos dos 

fragmetos. Em adição, Lin e cols. (1986) reportaram que a ligação Lys413 - 

Leu414 não é afetada pela plasmina. Por outro lado, o peptídeo fluorogênico 

AbZ-Met-Lys-Arg-Leu-Pro-EDDnp foi hidrolisado pelas mutalisinas I e II na 

ligação Arg-Leu (Sanchez e cols., dados não publicados). Estas observações, 

junto com outros estudos (Sanchez e cols., 1995a), mostram que a 

especificidade das mutalisinas é dirigida ao resíduo de leucina em P’1. É 

importante ressaltar que estes dados, quando comparados com os da literatura 

especializada, demonstram claramente que as metaloenzimas degradam 

diretamente a fibrina/fibrinogênio e não requerem qualquer intermediário para a 

reação (Reztios e Markland, 1988, 1992; Stocker, 1990; Hutton e Warrell, 

1993).  
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6.5. Efeito dos fatores hemorrágicos sobre o plasmi nogênio 

 

 

Foram realizados estudos in vitro para excluir a ação fibrinolítica direta das 

metaloproteinases LHF-I e LHF-II de possível efeito indireto (promovendo 

ativação do plasminogênio), através da medida da atividade amidolítica sobre 

os substratos cromogênicos específicos para plasmina, H-D-Val-Leu-Lys-pNa e 

N-P-Tosyl-Gly-Lys-pNa. Quando alíquotas dos incubados do 

plasminogênio+streptokinase foram ensaiadas sobre os peptídeos 

cromogênicos, as leituras de A 405 nm foram da mesma ordem daquelas 

obtidas com o controle plasmina (tabela IV e figura 13). Os fatores 

hemorrágicos não hidrolisaram estes substratos, excluindo assim, o possível 

efeito fibrinolítico indireto. Resultados semelhantes foram recentemente 

descritos para a metaloproteinase fibrolase, isolada do veneno de A. c. 

contortrix (Ahmed e cols., 1990). Entretanto, o veneno bruto incubado com o 

plasminogênio mostrou efeito significativo na hidrólise dos substratos 

cromogênicos comportando-se de maneira semelhante às enzimas que 

promovem ativação do plasminogênio, como a streptokinase e a urokinase 

(Ichinose e cols., 1984). Quando uma solução de veneno bruto foi incubada 

com o plasminogênio, seguido de análise por SDS-PAGE (condições 

redutoras), foi observado o aparecimento de uma banda de aproximadamente 

25 kDa, que corresponde à cadeia leve da plasmina (dados não mostrados).  

O plasminogênio humano (Sigma) analisado por SDS-PAGE em condições 

redutoras (figura 12), mostra uma cadeia polipeptídica simples de 

aproximadamente 93 kDa. Esta forma contém um resíduo de ácido glutâmico 

no amino-terminal e é denominado Glu-plasminogênio (Glu-Plg). Na mesma 

preparação do controle (P), observa-se outras duas formas de Glu-Plg com 

massas de aproximadamente 64 e 34 kDa, respectivamente (Ichinose e cols., 

1984; Robinson e Browne, 1991; Zbikowska e Krajewski, 1991). Quando a 

preparação de plasminogênio foi incubada com a mutalisina II (relação 

plasminogênio : mutalisina II, 2:1) a vários intervalos de tempo, a banda de 93 

kDa foi digerida rapidamente (15 minutos) e em tempos prolongados de 

incubação foi observado também a hidrólise da banda de 64 kDa. No entanto, a 

banda de 34 kDa se mostrou resistente à hidrólise pela reprolisina de Lachesis. 
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O aumento da absorbância a 405 nm (aproximadamente 10 vezes) pelo 

veneno bruto previamente tratado com EDTA (2,5 mM), comparado com a 

preparação de veneno não tratado, sugere que alguma serino-proteinase seja 

responsável pela ativação do plasminogênio (tabela IV). De fato, a hidrólise dos 

substratos cromogênicos foi completamente abolida quando o veneno bruto foi 

previamente tratado com PMSF (10mM). Estes resultados são justificados pela 

bem caracterizada propriedade de serino-proteinase do ativador de 

plasminogênio, muito sensível à inibição pelo PMSF e outros inibidores de 

serino-proteinases do plasma (Morris e cols., 1981; Beebe e Aronson, 1986). 

O envenenamento em humanos e outros mamíferos por serpentes 

peçonhentas Viperidae, é caracterizado pela inibição da coagulação sanguínea 

devido à atividade de enzimas fibrino(geno)líticas. Como a enzima coagulante 

do fibrinogênio obtida do veneno de L. m. muta (gentilmente cedida pelo Prof. 

Arinos Magalhães), constitui uma das serino-proteinases presentes neste 

veneno, realizamos teste de ativação do plasminogênio utilizando o peptídeo 

N-p-Tosyl-Gly-Pro-Lys-pNa como substrato de plasmina. Os resultados 

mostraram que esta enzima não ativa o plasminogênio indicando que alguma 

outra serino-proteinase do veneno seria responsável por esta atividade. 

Klocking e cols. (1987), reportaram que a enzima coagulante do veneno de B. 

moojeni, batroxobina, libera o ativador do plasminogênio (t-PA) em modelos 

experimentais in vivo. Recentemente, Zhang e cols. (1995) isolaram e 

caracterizaram o ativador do plasminogênio do veneno de Trimeresurus 

stejneri. 

 

6.6. Efeito da mutalisina II sobre a proteína C  

 

A proteína C ativada (P Ca), uma serino-proteinase dependente de vitamina K, 

exibe sua atividade anticoagulante através da degradação proteolítica dos 

fatores Va e 

VIIIa, participando , desta maneira, na regulação do processo hemostático 

(Klein e Walker, 1986; Kisiel e cols., 1987; Hutton e Warrell, 1993). 

Estudos para investigar se os efeitos anticoagulantes da enzima 

fibrinogenolítica mutalisina II, poderia ocorrer também por envolvimento da 

proteína C, foram conduzidos por método enzimático através da medida da 
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atividade amidolítica sobre substrato cromogênico específico. Os resultados 

apresentados na tabela V indicam que a mutalisina II não ativa a proteína C 

nas condições experimentais utilizadas. O controle Protac (Sigma), isolado do 

veneno de A. c. contortrix, hidrolisa rapidamente o substrato para a proteína C 

ativada (A 405 nm = 0,305). Este componente do veneno é muito específico e 

exerce sua atividade independentemente da trombomodulina e da trombina, 

características que fazem de Protac um reagente de laboratório muito utilizado 

para ensaio de proteína C (Klein Walker, 1986; Kisiel e Walker, 1987; Stocker e 

cols., 1988; Hutton e Warrel, 1993). 

Aparentemente as enzimas fibrinogenolíticas de venenos Viperidae, com Mr 

aproximada de 23 kDa (reprolisinas classe I), não ativam a proteína C. Assim, 

Retzios e Markland (1988) demonstraram que a fibrolase, enzima fibrinolítica 

isolada do veneno de A. c. contortrix não mostrou efeito na ação da proteína C 

em inibir a coagulação in vitro, ficando esclarecido que as proteinases fibrolase 

e Protac, presentes no mesmo veneno, exercem seus efeitos anticoagulantes 

por mecanismos diferentes. 

 

6.7. Efeito da mutalisina II (LHF-II) sobre a agregação plaquetária induzida pelo 

colágeno ou ADP 

 

Os venenos de serpentes, em especial os da família Viperidae, apresentam 

diversos componentes que afetam a coagulação sanguínea e a função 

plaquetária por mecanismos bioquímicos diferentes. Entre estes componentes 

são de especial importância os antagonistas dos receptores do fibrinogênio. 

Estes antagonistas são peptídeos que contém a sequência RGD e são 

coletivamente denominados desintegrinas. Eles interferem na interação do 

fibrinogênio com a glicoproteína IIb/IIIa (GPIIb/IIIa) na superfície das plaquetas. 

Seu mecanismo de ação faz das desintegrinas atraentes instrumentos de 

pesquisa no estudo dos processos hemostáticos, sendo que alguns destes 

peptídeos (naturais ou sintéticos) são potenciais agentes antitrombóticos (Teng 

e Huang, 1991; Hutton e Warrell, 1993; Niewiarowski e cols., 1994; Blockmans 

e cols., 1995; Pueyo e cols., 1996). 

As plaquetas desempenham um papel essencial nas primeiras fases do 

processo hemostático. O receptor das plaquetas, GPIIb/IIIa, é ativado por 
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diversos agonistas e pelo “binding” ao fibrinogênio (através de sua sequência 

específica, RGD) (Nicholson e cols., 1994). O “binding” do fibrinogênio à 

glicoproteína GPIIb/IIIa, requerido para a ativação das plaquetas, é o processo 

final comum dos eventos que conduzem à formação do trombo. 

 

Foram realizados estudos orientados ao esclarecimento da relação estrutura-

função da mutalisina LHF-II sobre as plaquetas. Em nossos ensaios, a 

mutalisina II, em concentrações crescentes (até 3,47 µM, concentração final), 

não inibe a agregação plaquetária em plasma rico em plaquetas (PRP) humano 

induzida pelo ADP. Resultados semelhantes foram obtidos quando o colágeno 

foi usado como agonista, figura 13 (A e B).  

Tem sido reportado que as enzimas α-fibrinogenásicas de alguns venenos de 

serpentes inibem a agregação, induzidas pelo ADP, de plaquetas lavadas de 

coelho. Este efeito inibitório mostrou ser dependente da concentração de 

enzimas e do tempo de incubação com a solução de plaquetas, indicando o 

envolvimento da atividade enzimática. Além disso, os agentes químicos que 

inibem a atividade fibrinogenolítica também aboliram o efeito antiplaquetário 

(Ouyang e Huang, 1977; Teng e Huang, 1991). Essas observações sugerem 

que os resultados obtidos com a mutalisina II sejam consequência do curto 

tempo de incubação (1 minuto antes da adição do agonista) da enzima com a 

solução de PRP, assim como também pela degradação parcial do fibrinogênio. 

Estes resultados também são explicados pela ausência do domínio semelhante 

à desintegrina na estrutura deste grupo de metaloproteinases.  

Resultados similares foram recentemente verificados para a enzima homóloga, 

fibrolase, do veneno fibrolase de A. c. contortrix (Sanchez e cols., 1997). 

Devemos ressaltar aqui, a importância das cadeias Aα e γ da molécula do 

fibrinogênio na interação deste com seus receptores nas plaquetas 

(Niewiarowski e cols., 1977, 1994; Pueyo e cols., 1996).  

Muitas α-fibrinogenases de venenos de serpentes, especialmente as 

reprolisinas classe III e IV, são fortemente hemorrágicas (ver estrutura na figura 

1). O potencial hemorrágico destas metaloproteinases tem sido atribuído aos 

domínios semelhante à desintegrina e rico em cisteína, os quais desempenham 

efeito sinergístico, orientando a enzima aos substratos e, desta forma, 
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incrementando a concentração local das proteinases (Kini e Evans, 1992; 

Hutton e Warrell, 1993; Bjarnason e Fox, 1994, 1995; Zhou e cols., 1995). A 

metaloproteinase jararagina-C isolada do veneno de B. jararaca, revelou forte 

efeito inibitório na agregação de plaquetas induzidas por ADP e colágeno. O 

efeito foi explicado pela presença dos domínios semelhante à desintegrina e 

rico em cisteína na estrutura da proteína (Usami e cols., 1994). Smith e cols. 

(1991) identificaram proteínas de 50 kDa nos venenos de B. atrox, B. jararaca, 

A. halys blomhoffii e C. basiliscus que mostraram forte efeito inibitório na 

agregação de plaquetas induzida pelo colágeno, mas não por ADP e outros 

agonistas. 

Estudos semelhantes foram recentemente publicados para a catrocolastatina 

(metaloproteinase de 50 kDa) do veneno de C atrox. Esta enzima inibe 

completamente a agregação plaquetária induzida pelo colágeno, porém não 

bloqueia o efeito induzido por ADP (Zhou e cols., 1995). Neste contexto, a 

determinação da estrutura primária da mutalisina I (proteína multimodulada de 

100 kDa), projeto de pesquisa da Fundação Ezequiel Dias, deverá fornecer 

informações importantes ao esclarecimento da relação estrutura-função das 

reprolisinas do veneno de Lachesis.  

Os estudos relacionados com a lesão endotelial, assim como os variados 

quadros patológicos envolvendo a participação das plaquetas, têm despertado 

o interesse de numerosos pesquisadores na procura de uma nova geração de 

drogas antitrombóticas e relacionadas. 
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CONCLUSÕES.7 

 
 

 

7.1 As metaloproteinases, mutalisina I e II (LHF-I e LHF-II), isoladas do veneno 

de Lachesis muta muta, hidrolisam fibrinogênio gerando produtos incoaguláveis 

e dissolvem fibrina por ação direta, sem ativar plasminogênio. 

 

7.2 As endoproteinases hemorrágicas são diferentes da enzima semelhante à 

trombina presente no veneno. 

 

7.3 O veneno bruto, além destes dois grupos de proteinases, contém serino-

proteinases, que ativam o plasminogênio com atividade semelhante à 

streptokinase. 

 

7.4 A mutalisina II (LHF-II) não exerce atividade sobre a agregação plaquetária 

induzida pelo colágeno ou ADP. 
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