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ResμMo: 

A giroxina é a principal serino protease encontrada no veneno total de Crotalus durissus 

terrificus. As serino proteases de veneno de serpentes são proteínas que apresentam uma grande 

similaridade estrutural com a trombina humana incluindo a alta conservação do sitio catalítico. 

Os resμltados já obtidos pelo nosso grupo revelaram a capacidade dos flavonoides glicosilados 

de Laguncularia racemosa em reduzir de forma significativa a atividade enzimática das 

trombinas humanas. A identificação destas molécμlas revelou que dois flavonoides glicosilados 

(quercetina-3-O-arabinosidio (QAra) e quercetina-3-O-ramnosidio (QRham)) respondem pela 

inibição da trombina (Rodrigues et al., 2015). Sabe-se que a soroterapia antiveneno não 

consegue neutralizar de forma eficiente a ação farmacológica das serino proteases e 

consequentemente não é capaz de neutralizar os danos homeostáticos e teciduais. Neste 

trabalho, uma nova serino protease foi isolada do veneno total de Crotalus durissus terrificus 

(cdtsp-2) através de quatro estapas de separação, usando a superdex 75 com uma fase móvel de 

bicarbonato de amônia pH 8, a cdtsp-2 Estas duas frações foram então fracionadas em coluna de 

troca iônica em DEAE para separação das principais frações e posteriormente fracionadas em 

CLAE de fase reversa para confirmar o grau de homologia molecular e em todas as etapas 

cromatográfica foram acompanhadas pelos ensaios enzimáticos em BApNA. A nova serino 

protease denominada como Cdtsp-2 (Crotalus durissus terrificus serino protease 2) é uma 

proteína inédita, .tem massa molecular de 27 kDa e sua sequência N-terminal mostrou 

diferenças estruturais quando comparada a giroxina de Crotalus durissus terrificus e os 

resultados mostram que a Crotalus durissus terrificus possui uma concentração relativa de 

serino proteases maior do que a sugerida na literatura. As atividades edematogênicas e 

miotoxicas foram padronizadas e comparadas com grupos tratados com QAra, QRham, 

inibidores de PKC, PLCs, Dexametasona e antagonistas para receptores ativados por protease 

(PAR) e solução salina (controle negativo). Durante o edema e os testes miotoxicos também 

detectamos de malondealdeído, PGE2 e COX-2. Nossos resultados mostraram que o edema 

induzido por Cdtsp2 não pode ser inibido pelos flavonóides de Laguncμlaria racemosa e 

envolve níveis significativamente aumentados de peroxidação lipídica e metabolismo do ácido 

araquidônico e ambos foram significativamente diminuídos pelo antagonista de PAR, PKC e 

inibidor de PLC e praticamente abolidos na presença de Dexametasona. Conclusão: nossos 

resultados mostraram que as atividades farmacológicas induzidas por Cdtsp2 envolvem 

presença de antagonistas de PAR 1, 2, ativação de PLC, PKC para mobilização de ácido 

araquidônico e aumento do estresse oxidativo. 

Palavras chaves: Cdtsp2 serina protease; Crotalus durissus terrificus (Cdt); secretória PLA2 

(sPLA2); edema; inflamação; estresse oxidativo, receptor ativado por protease, COX-2 e MDA. 



 
 

Abstract: 

Gyroxin is the major serine protease present in Crotalusdurissusterrificus venom. Serine 

proteases from snake venom are proteins, which exhibit a great structural similarity to hμMan 

thrombin including the catalytic site conservation. The resμlts already obtained by our group 

revealed the glycosylated flavonoidsability of Laguncμlariaracemosato significantly reduce the 

enzymatic activity of hμMan thrombins. The molecμles identification reveals two glycosylated 

flavonoids (quercetin-3-O-arabinosidiμM (QAra) and quercetin-3-O-rhamnosidiμM(QRham)), 

which inhibit thrombin (Rodrigues et al., 2015). Antivenomserotherapycan not efficiently 

neutralize the serine proteases pharmacological action and is not able to neutralize homeostatic 

and tissue damage. In this work, a new serine protease was isolated from 

Crotalusdurissusterrificusvenom (cdtsp-2) by throμgh four separation stages , using superdex 

75 with a mobile phase of ammoniμM bicarbonate pH 8. These two fractions were fractionated 

on ion exchange colμMn in DEAE for separation of the major fractions and subsequently 

fractionated in reverse phase CLAE to confirm the degree of molecμlar homology.All 

chromatographic steps were monitored by the enzymatic assays in BApNA. The new serine 

protease called cdtsp-2 (Crotalusdurissusterrificus serine protease 2) is an unpublished protein, 

with a molecμlar mass of 27 kDa and its N-terminal sequence showed structural differences 

when compared to the gyroxin of Crotalusdurissusterrificus. Resμlts reveal that in this venom 

has a higher relative concentration of serine proteases than suggested in the literature. The 

edematogenic and myotoxic activities were standardized and compared to groups treated with 

QAra, QRham, PKC inhibitors, PLCs, Dexamethasone and protease (PAR) and saline (negative 

control) activated receptor antagonists. During edema and myotoxicassay we also detection of 

malondealdehyde, PGE2 and COX-2. Results reveals Cdtsp2 -induced edema no can be 

inhibited by the flavonoids of Laguncμlaria racemosa involves significantly increased 

levels of lipid peroxidation and arachidonic acid metabolism and both were significantly 

decreased by the PAR antagonist, PKC and PLC inhibitor and virtually abolished in the 

presence of Dexamethasone. Conclusion: The pharmacological activities induced by Cdsp2 

involves the presence of PAR 1, 2 antagonists, PLC activation, PKC to mobilize arachidonic 

acid and increase oxidative stress. 

 

 

Keywords: Cdtsp2; serine protease; Crotalus durissus terrificus (Cdt); secretory PLA2 

(sPLA2); edema; inflammation; oxidative stress, protease activated receptor, COX-2 and MDA  
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CONTEXTUALIZAÇÃO GERAL 

 

 Os acidentes ofídicos têm sido considerados um grave problema de saúde 

pública no Brasil e no mundo. A grande maioria dos acidentes ocorre nos países 

localizados em regiões tropicais e subtropicais (Kasturiratne et al., 2008; Warrell, 2010; 

Willians et al., 2010; Adukauskiené et al., 2011). Os envenenamentos ofídicos atingem 

aproximadamente 420.000 mil a 2.280.000 milhões de pessoas por ano, sendo que 

dessas, cerca de 20.000 a 125.000 evoluem para o óbito (Kasturiratne et al. 2008; 

Warrell, 2010; Willians et al., 2010; Huancahire et al., 2011). Porém não é apenas 

devido à frequência em que ocorrem, mas também à morbidade e mortalidade que 

ocasionam, desta forma, historicamente constituem um problema crônico de saúde 

pública. 

  Na América do Sul, o Brasil é o país com maior incidência de acidentes 

ofídicos, sendo que as regiões Nordeste e Norte lideram em número de casos (Lima et 

al., 2009; Nadur-Andrade et al., 2012). De acordo com os dados publicados pelo 

Ministério da Saúde do Governo Federal, apresentados na tabela 1, os estados mais 

afetados em número de mortes por acidentes com ofídicos são Norte e Nordeste. 

 

 Entretanto, esses dados não demonstram a realidade, pois a subnotificação é 

frequente entre os moradores de áreas rurais que têm dificuldade no acesso aos serviços 

de saúde (Calvete et al., 2009; Warrell, 2010; Willians et al., 2010; Bernade; Gomes, 

2011). Por isso, no ano de 2009 a Organização Mundial de Saúde (OMS) passou a 
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considerar esse agravo de saúde como Doença Tropical Negligenciada (DTN) tendo 

como objetivo garantir uma maior visibilidade e, consequentemente, estimular a 

elaboração de políticas públicas visando diminuir os problemas decorrentes do 

envenenamento causado pelas serpentes (Guitiérrez et al., 2010)  

Segundo a secretaria da saúde, os efeitos do envenenamento por serpentes 

crotálicas são: edemas agudos, dor reduzida, miotoxidade e neurotoxidade e 

acometimento renal, causando insuficiência renal aguda, a qual é a principal 

complicação e causa de óbito.  Clinicamente, o veneno de Crotalus durissus terrificus 

não costuma causar efeitos no local da mordida e é geralmente indolor. (FURTADO; 

SANTOS; KAMIGUTI, 2003; RÁDIS-BAPTISTA; KERKIS, 2011; YONAMINE et 

al., 2012). O veneno total de Crotalus durissus spp. é uma mistura complexa de 

substâncias, tais como crotamina, giroxina, crotoxina (um complexo formado pela 

fosfolipase A2 e crotapotina), peptídeos com atividade calicreína-símile, serino 

proteases tipo trombina-símile, fosfodiesterase, 5'-nucleotidase, L-aminoácido-oxidase, 

convulxina, e peptídeos biologicamente ativos (MAGRO et al., 2001). Por outro lado, o 

veneno é pouco imunogênico apesar de ser claramente tóxico e potencialmente letal. 

Além disso, o prejuízo sofrido pelos animais após a injeção de veneno bruto contribui 

para a baixa produtividade do antídoto específico para o veneno total de Crotalus 

durissus terrificus (FERREIRA JUNIOR et al., 2005). 

 Até o presente momento o único tratamento eficaz para o envenenamento 

do ponto de vista sistêmico é a administração de soro antiofídico específico ou 

antiveneno policlonal anti-botropico ou anti-crotálico (Hifumi etal., 2015). No 

entanto, danos já instalados causados devido a ação enzimática de determinadas 

proteínas como por exemplo as serino proteases não são revertidas e/ou neutralizadas 

pelo soro antiofídico. Sendo assim, se faz necessário a procura de novos métodos 

coadjuvantes para neutralizar a ação farmacológica induzida a nível celular por 

determinadas proteínas, como forma de auxiliar o tratamento do envenenamento (Picolo 

et al 2002). 

Durante todo o processo de evoluação humana, as plantas tem sido  importantes 

fontes de agentes terapêuticos . Produtos naturais advindos de microorganismos, algas e 

plantas constituem cerca de 50% dos farmacos existentes (Gurib-Fakim 2006). A 

investigação sobre as possíveis aplicações destes produtos naturais sobre determinados 
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tipos de doenças está condicionado aos resultados de uma bateria de ensaios realizados 

tanto “in vitro” quanto “in vivo” (Toyama et al., 2009). 

 Li e colaboradores em 2009; Miles e colabboradores.em 1999; Sharaf e 

colaboradores em 2000 e Wu e colaboradores em 2008, mostram em seus estudos que 

as plantas do mangue sintetizam compostos bioativos que podem ser utilizados na área 

médica, agronômica, cosmética e outras relacionadas na forma de sais, ácidos 

orgânicos, carboidratos, hidrocarbonetos,benzoquinonas, naftofuranos, sesquiterpenos, 

triterpenos, alcalóides, flavonóides,polímeros, derivados sulfurosos e taninos. 

 Estudos farmacológicos e biológicos, demonstraram atividades diversas por 

parte de extratos de espécies presentes em manguezais, como: antioxidante (Sánchez et 

al., 2006; Berenguer et al., 2006; Sánchez et al., 2009),cicatrizante (Fernandez et al., 

2002), antibacteriano (Melchor et al., 2001; Rotimi et al.,1988; Abeysinghe e 

Wanigatunge, 2006; RavikμMar et al., 2010), antinflamatório (Kapil et al., 1994), 

antitumoral (Loder e Russell, 1969) e antiulceroso (de Faria et al 2012) 

 Rodrigues CF e colaboradores em 2015 em seu estudo mostraram a capacidade 

de flavonóides reduzirem sigificativamente a atividade enzimática da Trombina, devido 

a estes resultados o nosso grupo acreditou ser capaz de obtermos os resultados similares 

a estes com outras proteínas tipo trombina-símile e desta forma encontrarmos uma 

alternativa secundária ao tratamento anti-ofídico. 

  



15 
 

Objetivos: 

 

Objetivo específico: Capítμlo 1: 

Caracterização bioquímica e estrutural da Cdtsp-2 purificada do veneno de Crotalus 

durissus terrificus. 

 

Objetivo específico: Capítμlo 2: 

Avaliar o efeito da serino protease Cdtsp-2 no aumento do estresse oxidativo celular e o 

efeito da suplementação de compostos polifenólicos de Laguncularia racemosa o efeito 

edematogênico e mionecrótico induzido por esta nova serino protease do veneno de 

Crotalus durissus terrificus. 

 

Objetivo específico: Capítμlo 3: 

Caracterização da atividade pró-inflamatória e miotóxica da serino proteases Cdtsp-2, 

identificando a via de sinalização envolvida no processo inflamatória, investigando o 

envolvimento de receptores de PAR(s), ativação da proteína G, Fosfolipase C e Proteína 

quinase C. 
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CONCLUSÕES: 

 

1. Conclusão capítμlo 1. 

 Foi possível identificar e caracterizar μMa nova serino protease encontrada em 

peçonha de Crotalus durissus terrificus, que possui atividades biológicas semelhantes a 

giroxina, com características de trombina-símile demonstradas pelos ensaios do presente 

trabalho, possuindo estrutura e sítio catalítico conservado.Porém, a cdtsp-2 possui 

diferenças contundentes com a giroxina em relação a sua estrutura e características 

físico-químicas, aμMentando então a concentração de serinoproteases presentes no 

veneno de Crotalus durisus terrificus, o que aμMenta a problemática do soro 

antiveneno, μMa vez que as serinoproteases não são totalmente neutralizadas pelo 

tratamento tradicional. 

2. Conclusão Capítμlo 2 

 A Laguncμlaria racemosa é μMa planta do mangue que apresenta capacidade de 

inibir a atividade enzimática da trombina hμMana, por causa da sua rica composição de 

flavonóides. Estes compostos são descritos na literatura ressaltando sua capacidade 

antioxidante e assim importantes ao combate ao processo inflamatório. No entanto a 

nova serino protease purificada do veneno de Cdt, apresenta alta capacidade de indução 

ao processo inflamatório e mionecrótico, possivelmente muito similar a sPLA2 de 

veneno de serpentes. Porem,os extratos e compostos puros de Laguncμlaria racemosa, 

não foram eficientes ao combate aos danos induzidos pela Cdtsp2, ou seja, não se 

apresentou μMa opção adequada para tratamento secundário ao soro antiofidico. Estes 

resμltados foram importantes balizadores para iniciarmos os estudos quanto ao 

mecanismo de ação da serino protease em questão neste estudo. 

3. Conclusão Capitμlo 3 - Artigo Toxins 

 A via de efeito inflamatório pro proposta envolvida e utilizada por Cdtsp2 para 

induzir edema por clivagem enzimática do acoplamento do receptor PAR1 o PAR2 com 

a proteína G que leva a ativação do PLC e PKC que desencadeiam aμMento da 

atividade de cPLA2 pelo aμMento do metabolismo do ácido araquidônico e sua 

interação com estresse oxidativo. 
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