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RESUMO 

As serpentes pertencentes aos gêneros Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus 

são responsáveis pela maioria dos casos de ofídismos no Brasil. Serpentes do gênero 

Crotalus spp e Micrurus spp possuem veneno neurotóxico com alta letalidade se não 

neutalizado a tempo. As serpentes do gênero Bothrops e Lachesis apresentam veneno 

com ação proteolítica, ocasionando danos permanentes mesmo após o tratamento com 

soros antiofídicos.  

O uso tradicional de venenos na imunização de animais para a produção de soros 

antiofídicos apresenta alguns problemas, uma vez que os animais imunizados podem 

sofrer com toxicidade dos componentes do veneno, o que diminui sua expectativa de 

vida. Além disso, a extensa variabilidade inter e intraespecífica na composição 

bioquímica dos venenos de serpentes podem afetar a eficácia neutralizante dos soros 

antiofídicos. Dessa forma, é de suma relevância a utilização de novas tecnologias para 

buscar e produzir imunógenos atóxicos alternativos para serem utilizados na produção 

de soros antiofídicos. O uso de peptídeos sintéticos e proteínas multiepitópicas que 

mimetizam epítopos das principais toxinas de cada veneno constituiria uma alternativa 

para produção de anticorpos neutralizantes com menor impacto sobre os animais 

experimentais.  

Esta tese apresenta-se na forma de três artigos, cada um está contido em um 

capítulo da parte dos resultados. Cada capítulo apresenta seu resumo individualizado. 

Segue a descrição do conteúdo de cada capítulo: 

Capítulo 1, (Artigo 1 - Identification of a linear B-cell epitope in the catalytic 

domain of bothropasin, a metalloproteinase from Bothrops jararaca snake venom), 



 
 

neste artigo descreve-se o mapeamento e síntese de um epítopo linear para células B da 

bothropasina capaz de induzir anticorpos neutralizantes.  

Capítulo 2, (Artigo 2 - Engineered protein containing Crotoxin epitopes induces 

neutralizing antibodies in immunized rabbits), neste artigo descreve-se a produção de 

uma proteína recombinante multiepitopo da crotoxina capaz de induzir anticorpos 

neutralizantes do efeito letal da crotoxina. 

Capítulo 3, (Artigo 3 - Proteomic and toxinological characterization of Peruvian 

pitviper Bothrops brazili ("jergón shushupe"), venom.), neste artigo, os componentes do 

veneno de Bothrops brazili (BbV) foram analisados por RP-HPLC, SDS-PAGE e 

MALDI-TOF/TOF, mostrando que as metaloproteases do veneno de serpentes 

(SVMPs) foram as proteínas mais abundantes no veneno de B. brazili. 

Cada artigo apresenta sua discussão em separado. Ao final do terceiro artigo 

uma discussão geral dos três artigos é apresentada.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Snakes belonging to the genera Bothrops, Crotalus, Lachesis and Micrurus are 

responsible for most cases of snakebites in Brazil. Snakes of the genus Crotalus spp and 

Micrurus spp have neurotoxic venom with high lethality if not neutralized in time. 

Bothrops and Lachesis venom display proteolytic action, causing permanent damage 

even after treatment with antiofidic sera. 

The traditional use of venoms in the immunization of animals for the production 

of antiofidic sera have drawbacks, since the immunized animals may suffer because of 

toxic components of the venom, which reduces their life expectancy. Beside, the 

extensive inter and intraspecific variability in the biochemical composition of snake 

venoms can affect the neutralizing efficacy of antiofidic sera. Thus, it is crucial to use 

new technologies to search for and produce alternative non-toxic immunogens that can 

be used in the production of antiofidic serums. The use of synthetic peptides and 

multiepitopic proteins that mimic epitopes of the main toxins of each venom would be 

an alternative for the production of neutralizing antibodies with less impact on 

experimental animals. 

This work is presented in the format of three articles, each one containing in a 

separated chapter of results. Each chapter presents its individualized abstract.  The 

content description of each chapter is shown below: 

Chapter 1, (Article 1 - Identification of a linear B-cell epitope in the catalytic 

domain of bothropasin, metalloproteinase from Bothrops jararaca snake venom), this 

article describes the mapping and synthesis of a linear B cell epitope for bothropasin, 

capable of to induce neutralizing antibodies. 



 
 

Chapter 2, (Article 2 - Engineered protein containing Crotoxin epitopes induces 

neutralizing antibodies in immunized rabbits), this article descridbes the production of a 

multiepitopic recombinant crotoxin protein, capable of inducing neutralizing antibodies. 

Chapter 3, (Article 3 - Proteomic and toxinological characterization of Peruvian 

pitviper Bothrops brazili ("jergón shushupe"), venom.), In this article, the components 

of Bothrops brazili (BbV) venom were analyzed by RP-HPLC, SDS-PAGE and 

MALDI-TOF/TOF, showing that snake venom metalloproteinases (SVMPs) were the 

most abundant proteins in the venom of B. brazili. 

Each article presents its discussion separately. At the end of the third article a 

general discussion of the three articles is presented. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1 Ofidismo 

As serpentes são animais pertencentes à Subordem Ophidia classe Reptilia, 

caracterizados pela falta de membros locomotores e corpo alongado (VALENTA, 

2010). As serpentes podem ser classificadas em dois grupos básicos: as peçonhentas, 

que são aquelas que conseguem inocular seu veneno no corpo de uma presa ou vítima e 

as não peçonhentas, que são aquelas que podem até produzir veneno, mas não possuem 

um aparato físico que o inoculam. Ainda assim, as não-peçonhentas podem morder e 

causar sintomas de febre, inchaço, ou mesmo contaminar com doenças como o tétano. 

Ambos tipos de serpentes são encontradas em todas as regiões brasileiras, nos mais 

diferentes tipos de habitat, inclusive em ambientes urbanos (FUNASA, 2001). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que no mundo existam 

aproximadamente 3000 espécies de serpentes, sendo que 10 a 14% são consideradas 

peçonhentas. As serpentes são encontradas em todos os continentes, exceto na antártica 

(Figura 1) (WHO, 2016a). 

 

Figura 1. Distribuição mundial das serpentes. Em azul, o habitat das serpentes marinhas e em preto as 

serpentes terrestres. Disponível em: https://apps.who.int/bloodproducts/snakeantivenoms/database/ 



17 
 

Venenos de serpentes é uma mistura rica e complexa de peptídeos e proteínas 

com diferentes propriedades biológicas, os quais correspondem aproximadamente 90% 

do peso seco (MARKLAND, 1998; NÚÑEZ et al., 2009; QUEIROZ et al., 2008). A 

extensa diversidade de proteínas e peptídeos encontrados nos venenos de serpentes está 

classificada em algumas poucas famílias proteicas que variam de espécie em espécie 

(CALVETE, 2013; CALVETE et al., 2009; CALVETE AND JU; SANZ, 2007; FRY; 

WÜSTER, 2004). 

O veneno das serpentes é uma adaptação evolutiva que tem um papel chave na 

evolução e diversificação das serpentes, o qual é uma secreção produzida em glândulas 

especializadas de um animal e injetada em outro, que causa distúrbios nos processos 

fisiológicos e/ou bioquímicos de modo que é utilizado na captura das presas pela ação 

das toxinas que além de imobilização também ajuda na digestão, o veneno também é 

usado como defensa do animal produtor. (FRY et al., 2006, 2009; FRY; WÜSTER, 

2004). 

Associados à glândulas produtora de veneno podem existir dentes modificados 

(presas) especializados na inoculação do veneno, quando existentes, o par de presas 

inoculadoras de veneno fixam-se na maxila e podem ser rostral (anterior) ou 

caudalmente (posteriormente), nas serpentes que possuem o sistema de injeção do 

veneno rostral, as presas inoculadoras são ocas, possuindo um canal central por onde o 

veneno passa andes de ser injetado no alvo da serpente. As presas inoculadoras rostrais 

podem ser fixas e de pequeno tamanho (dentição proteróglifa, típica da família 

Elipadae) ou (dentição solenóglifa, típica da família Viperidae) (Figura 2). 
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Figura 2. Tipo de dentição das serpentes. Áglifa: dentição mais ou menos uniforme, sem especialização 

de dentes para a inoculação de peçonha. Solenóglifa: dentição na qual há dentes inoculadores 

(canaliculados) retratáveis e compridos localizados na parte anterior da boca; são responsáveis pela 

inoculação de peçonha. Este tipo de dentição é característico da família Crotalidae. Exemplo: gêneros 

'Bothrops' e 'Crotalus'. Opistóglifa: dentição na qual há uma especialização de alguns dentes localizadas 

na parte posterior da boca, e que são capazes de inocular peçonha. Proteróglifa: dentição na qual há 

dentes inoculadores (canaliculados) imóveis curtos localizados na parte anterior da boca; são responsáveis 

pela inoculação de peçonha. Este tipo de dentição é característico da família Elapidae: gênero 'Micrurus' 

(corais verdadeiras). Disponível em: 

https://biologiaentenderrespeitar.wordpress.com/2018/03/29/diferencas-de-denticao-de-serpentes/ 

No mundo, anualmente se estima que possam ocorrer ao redor de 1,8 milhões de 

casos de envenenamento por acidentes ofídicos, com mais de 80.000 óbitos (WHO, 

2019). No Brasil as serpentes do gênero Bothrops são as principais responsáveis pelos 

acidentes ofídicos (MINISTÉRIO DA SAÚDE., 2009). Na região amazônica, a serpente 

Bothrops atrox é a serpente mais comumente envolvida nos envenenamentos, 

respondendo por até 80% do total de casos registrados (GUTIÉRREZ; THEAKSTON; 

WARRELL, 2006; WALDEZ, FABIANO AND VOGT, 2009). Estes acidentes 

representam um sério problema de saúde pública nos países tropicais, pela frequência 

com que ocorrem e pela morbidade e mortalidade que causam. 

No Brasil, cerca do 16% das espécies de serpentes locais podem ser 

consideradas potencialmente capazes de produzir envenenamentos que necessitem de 
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uma intervenção médica (LIRA-DA-SILVA et al., 2009). Dentre as serpentes de 

importância médica estão aquelas que apresentam glândulas que produzem toxinas, que 

estão agrupadas nas Famílias Viperidae (Bothrops, Bothriopsis, Bothrocophias, 

Lachesis e Crotalus), Elapidae (Micrurus e Leptomicrurus) e Dipsadidae (Boiruna e 

Philodryas). Existem atualmente 23 espécies de Bothrops, 2 de Bothriopsis e 1 de 

Bothrocophias (jararacas), 24 de Micrurus (corais) e 3 de Leptomicrurus (corais). As 

serpentes Lachesis muta (surucucus) e Crotalus durissus (cascavéis) são uniespecíficas 

(LIRA-DA-SILVA et al., 2009). 

Os venenos das cascavéis sul-americanas são notórios por sua capacidade de 

causar miotoxicidade sistêmica e desabilitar a transmissão neuromuscular levando à 

paralisia progressiva. A neurotoxicidade nas picadas é atribuída principalmente à 

presença de altas concentrações de crotoxina, o sintoma de hemorragia, contudo os 

sintomas neurotóxicos prevalecem e são os mais graves (CALVETE et al., 2010a). 

As sintomatologias dos acidentes botrópicos e laquéticos diferem do crotálicos, 

já que os dois primeiros apresentam um quadro clínico caracterizado por dor local, 

edema, hemorragia e necrose no local da picada, e nos casos mais graves podem 

apresentar choque cardiovascular, disfunção na coagulação, hemólise e falência renal 

(DAMICO et al., 2007), o envenenamento botrópico induz reações locais severas nas 

vitimas humanas, incluindo formação de edema e inchaço (~95% dos casos), equimose, 

inflação e dor. Mas os sintomas locais mais graves são a hemorragia (~34%) e dano 

tecidual local, podendo acarretar em necrose (dermo e mionecrose ~10%). (OTERO-

PATIÑO, 2009; WHITE, 2005). Em relação aos sinais locais, a progressão e a extensão 

do edema, bem como a presença de tecido necrosado, definem a gravidade do 

envenenamento (OTERO-PATIÑO, 2009). 
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O acidente crotálico apresenta o maior índice de letalidade devido à frequência 

com que evolui para insuficiência renal aguda (IRA), dada à maior nefrotoxicidade do 

envenenamento. O veneno crotálico apresenta três ações principais, sendo elas 

neurotóxica, miotóxica e coagulante, mas talvez seja a rabdomiólise o principal 

mecanismo de lesão renal neste tipo de acidente (SANTOS.; FARANI.; ROCHA., 

2009). 

1.2 A soroterapia  

Desenvolvida no final do século XIX é trazida ao Brasil por Vital Brazil no ano 

de 1905. Atualmente, apesar dos avanços tecnológicos na área da saúde, o único 

tratamento disponível e recomendado pela OMS para os casos de acidentes ofídicos é a 

administração intravenosa de soro antiofídico, de acordo com o gênero da serpente.  

Atualmente, muito laboratórios processam os anticorpos a serem utilizados na 

soroterapia e, assim, três tipos de antivenenos são produzidos em todo o mundo: (1) 

antivenenos composto por moléculas inteiras de IgG de cavalo obtidos por meio de 

fracionamento de plasma; (2) fragmentos F(ab’)2 de IgG de cavalos derivados de sua 

digestão por pepsina; e (3) fragmento Fab de origem ovina, obtido pela digestão de 

molécula de IgG com papaína (ESPINO-SOLIS et al., 2009; OTERO-PATIÑO, 2009). 

A OMS indica que o soro antiofídico utilizado em cada pais seja avaliado em estudos 

pré-clínicos e que sua capacidade neutralizante seja eficiente contra os principais efeitos 

tóxicos das serpentes de maior revelância epidemiológica nas regiões onde ele é 

utilizado (THEAKSTON; WARRELL; GRIFFITHS, 2003; WHO, 2016b). 

No Brasil são produzidos os soros antibotrópico, antibotrópico/crotálico, 

antibotrópico/laquético anticrotálico e antielapídico. Os soros antivenenos contendo 

fragmentos F(ab’)2 são produzidos pela hiperimunizacão de cavalos e reações alérgicas 
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podem ocorrer em até 36% dos casos (OTERO-PATIÑO, 2009; THEAKSTON; 

WARRELL; GRIFFITHS, 2003). Se administrados nas primeiras horas após o acidente 

os antivenenos são eficientes em diminuir a taxa de mortalidade, mas o retardo no 

tratamento é relacionado com ao desenvolvimento de quadros de falência renal aguda e 

hemorragia no sistema nervoso central o que pode levar a morte do paciente (OTERO-

PATIÑO, 2009). Por outro, lado os sintomas locais não são completamente 

neutralizados pelo soro antibotrópico, fazendo que estes sejam clinicamente e 

socioeconomicamente de grande importância devido a que no acidente botrópico se 

estima que até um 40% dos casos pode apresentar dano tecidual permanente, com 

consequente amputação de membros (BATTELLINO et al., 2003; HARRISON et al., 

2009; MUNIZ et al., 2000; ZAMUNÉR et al., 2004). 

Entretanto, a soroterapia pode desencadear alguns efeitos adversos, tanto 

precoces (tem caráter anafilático ou analifilactoide, que podem ser graves), quanto 

tardios, como “Doença do Soro” que pode aparecer entre 5 a 24 dias após administração 

do soro e caracterizam-se por: febre, urticária, dores articulares, aumento dos gânglios e, 

raramente, comprometimento neurológico ou renal. Esta reação é tratada de acordo com 

a sua intensidade, através da administração de corticosteroides, analgésicos e anti-

histamínicos. (MINISTÉRIO DA SAÚDE., 2009). 

Além dos efeitos adversos observados, por vezes os soros antiofídicos 

disponíveis não protegem satisfatoriamente os pacientes. Sendo assim, se faz relevante 

o estudo das proteínas/peptídeos presentes em cada um dos venenos para os quais deve-

se obter um anticorpo neutralizante (ESPINO-SOLIS et al., 2009). Diante disso, o 

desenvolvimento de novas abordagens é importante para a produção de antivenenos, 

com o intuito de melhorar a eficáncia, segurança/confiabilidade e a acessibilidade dos 
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antivenenos, visando à melhoria da terapia nos casos de envenenamento por animais 

peçonhentos. 

O presente trabalho se desenvolveu com foco nas serpentes responsáveis pela 

maioria dos envenenamentos no Brasil e Peru, pertencentes aos gêneros Bothrops e 

Crotalus que serão discutidas mais aprofundadamente a seguir. 

1.3 Gênero Bothrops 

As serpentes do gênero Bothrops são peçonhentas, extremamente diversas e 

amplamente distribuídas nas regiões centrais e do sul do continente americano (Figura 

3), sendo o principal grupo de serpentes de importância médica da região. 

Compreendem pelo menos 50 espécies, algumas das quais descritas recentemente, e 

apresentam grande variação de tamanho, podendo atingir até 2 metros de comprimento 

(CARRASCO et al., 2016).  

 

Figura 3. Mapa de distribuição das principais serpentes do gênero Bothrops. (A) Principais espécies 

do gênero na América do Sul são: Bothrops atrox e Bothrops jararaca, podendo também ser encontrada 

Bothrops barnetti, Bothrops pictus e Bothrops leucurus (B) Na América Central é encontrada a espécie 

Bothrops asper. Fonte: (ESTEVAO-COSTA et al., 2016; SALDARRIAGA-CÓRDOBA et al., 2017). 

A variabilidade do veneno botrópico é muita complexa, dada a sua composição, 

uma vez que pode haver consideráveis diferenças entre as espécies (interespecífica e 

intraespecífica). Esta variação faz com que a eficácia dos antivenenos seja também 
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afetada, devido à utilização de diferentes venenos para a sua produção (SOUSA et al., 

2018). 

Os principais efeitos clínicos do envenenamento por serpentes do gênero 

Bothrops incluem danos teciduais locais (edema, hemorragia e mionecrose) e efeitos 

sistêmicos que resultam principalmente em distúrbios da coagulação sanguínea. As 

principais famílias de proteínas envolvidas nestes distúrbios são as metaloproteases 

(SVMPs – Snake Venom Metalloproteinases), serino proteases (SVSPs – Snake Venom 

Serine Proteases), fosfolipases (PLA2s) e as lectinas do tipo C (CTLs).  

Essas toxinas são capazes de atuar nos componentes da cascata de coagulação, 

promover hemorragia, interferir na formação do tampão hemostático e na agregação 

plaquetária (SOUSA et al., 2018). 

1.3.1 Bothrops brazili  

A serpente B. brazili nomeada assim em homenagem a Vital Brazil Mineiro de 

Campanha, um grande cientista brasileiro e fundador do Instituto Butantan (São Paulo), 

foi descrita por Alphonse Hoge em 1954. Os espécimes adultos desta serpente tem um 

comprimento entre 70 a 90 cm (Figura 4). Esta espécie venenosa amplamente 

distribuída nas florestas equatoriais do sul da Colômbia, leste do Equador, leste do Peru, 

norte da Bolívia, sul e leste da Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa e Brasil, 

esta serpente comparte uma distribuição geográfica semelhante a B. atrox 

(BERNARDE; NEGREIROS DE ALMEIDA, 2020).  
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Figura 4. Bothrops brazili. O nome específico, brazili, é uma homenagem ao Dr. Vital Brazil, médico 

brasileiro e fundador do Instituto Butantan de São Paulo. Fonte: http://reptile-

database.reptarium.cz/species?genus=Bothrops&species=brazili 

A coloração da camuflagem do B brazili torna difícil para suas presas ou 

predadores detectá-lo quando está enrolado na serapilheira. Isso também contribui para 

picadas de cobra em pessoas incautas que andam nesses ambientes (SILVA et al., 

2019). Dados de espécimes dos estados brasileiros do Maranhão, Pará e Rondônia 

(MARTINS; MARQUES; SAZIMA, 2002), e da bacia do alto Amazonas, Região de 

Iquitos, Peru, indicaram que as jararacas brasileiras exibem mudança ontogenética na 

dieta de tipo de presa de ectotérmicos invertebrados para vertebrados ecto e 

endotérmicos. Centopéias são presas comuns de juvenis, enquanto os adultos são 

generalistas, alimentando-se principalmente de roedores, anuros e lagartos (SANZ et al., 

2020).  

B. brazili peruano produz grandes quantidades de veneno (3-4 mL) com uma 

potente dose letal (LD50) em camundongos de 15,27 µg/18-20 g de camundongo em 

comparação com 49,90 µg/camundongo de B. atrox, (LAING et al., 2004). No modelo 

murino, a B. brazili peruano exibiu dose hemorrágica mínima (MHD) de 7,40 

µg/camundongo), dose dermonecrótica mínima (MND) de 152,15 µg/camundongo, 
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dose mínima de coagulante contra plasma (MCD-P) e fibrinogênio (MCD- F) de 19,20 

e 1020,0 µg/mL, respectivamente, e dose mínima de desfibrinogenação (MDD) de 7,0 

µg/camundongo (LAING et al., 2004). Poucos estudos foram relatados sobre o arsenal 

de toxinas do veneno d e B. brazili, e estes foram focados principalmente nos efeitos 

farmacológicos e possíveis aplicações biotecnológicas de toxinas isoladas. 

(CALDERON et al., 2014; SANZ et al., 2020). 

1.3.2 Bothrops jararaca 

A serpente B. jaracaca conhecida popularmente como jararaca da mata, é uma 

serpente de grande porte pode chagar a medir até 1,6 m. Possui corpo marrom com 

manchas triangulares escuras e região ao redor da boca com escamas de cor ocre 

uniforme, peculiaridades que propicia uma excelente camuflagem (Figura 5), esta 

serpente é altamente agressiva, sendo uma das principais causadoras de acidentes 

ofídicos no Brasil, esta serpente produz entre 25 a 300 mg de veneno altamente tóxico 

com ação proteolítica determinado pela alta concentração de metaloproteases no 

veneno, é estimada a dose letal média (DL50) para camundongos é de 1,4 mg/kg 

intraperitoneal (1,2 mg/kg intravenoso, 3 mg/kg subcutâneo) (GONÇALVES-

MACHADO et al., 2016) 

 

Figura 5. Bothrops jararaca. Espécimen camuflado em folhas secas. Fonte http://reptile-

database.reptarium.cz/species?genus=Bothrops&species=jararaca 



26 
 

B. jararaca se encontra amplamente distribuída no Brasil, principalmente nas 

regiões sul e sudeste (Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, São Paulo, 

Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, E Mato Grosso), chegando a ser encontrada 

também em Paraguay e Argentina (Misiones) (GONÇALVES-MACHADO et al., 2016) 

1.3.3 Metaloproteases 

As SVMPs da Família Viperidae são enzimas proteolíticas dependentes de 

metais, como o zinco. Causam ruptura da membrana basal vascular, através da 

degradação das proteínas da matriz extracelular resultando em hemorragia típica 

(ASSAKURA et al., 2003). 

As SVMPs variam em tamanho de 20 a 100 kDa e são classificadas em três 

grupos, P-I, P-II e P-III, de acordo com seus domínios (Figura 6). As SVMPs de classe 

P-I é a menor estruturalmente, com apenas o domínio M (catalítico); as SVMPs da 

classe P-II contém um domínio M e um domínio D (desintegrina), as SVMPs classe P-

III além dos domínios M e D, contém um domínio C (rico em cisteína) que está 

localizado no lado carboxílico do domínio D. Além disso, as SVMPs classe P-III foram 

divididas em subclasses com base em suas modificações pós-traducionais, se estão 

sujeitas a dimerização (P-IIIc) ou processamento proteolítico (P-IIIb) (OYAMA; 

TAKAHASHI, 2017). 
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Figura 6. Diagrama esquemático das estruturas de domínio de SVMP P-I, P-II e P-III. Cada 

domínio ou subdomínio é representado por uma cor diferente. Domínio M, de metaloprotease (laranja), 

domínio D, da desintegrina (amarelo), domínio C rico em cisteína, o subdomínio Cw “wrist” rico em 

cisteína (verde claro), subdomínio Ch “hand” rico em cisteína (azul claro), região hipervariável HVR 

(azul escuro), domínio semelhante à lectinas de tipo C “snaclec” (cinza). Fonte: (OYAMA; 

TAKAHASHI, 2017).  

Entre as SVMPs descritas no veneno de B. jararaca, se encontra descrita a 

bothropasina (EC 3.4.24.49) é uma SVMP classe III (PIII) dependente de zinco, de 48 

kDa, (Figura 7) (Mandelbaum et al., 1982). Esta proteína pertence às adamalisinas ou à 

subfamília M12B (banco de dados MEROPS) das metaloproteases (Rawlings et al., 

2016; Silva et al., 2017). A estrutura cristalográfica da bothropasina foi determinada 

(PDB 3DLS) e foi possível a identificação dos três domínios: (i) domínio 

metaloprotease, (ii) domínio semelhante à desintegrina e (iii) domínio rico em cisteína 

(MUNIZ et al., 2008). Essa enzima é responsável por causar hemorragia na pele de 

coelho com uma dose mínima hemorrágica (MHD) de 1 μg, (ASSAKURA et al., 2003). 
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Figura 7. Modelo estrutural da bothropasina. O domínio catalítico (domínio M) em azul claro; o 

domínio semelhante à desintegrina (domínio D) em amarelo e o domínio rico em cisteína (domínio C) em 

rosa claro. Fonte: (MUNIZ et al., 2008).  

1.3.4 Serino proteases  

As Serino proteases presentes nos venenos de serpentes são enzimas 

glicoproteicas, que possuem uma região de sítio catalítico bem conservada (Ser195, 

His57 e Asp102) (SERRANO; MAROUN, 2005), estão agrupadas em seis clãs 

principais e subdivididos em famílias com base na sequência e semelhanças funcionais 

(classificação MEROPS, http://merops.sanger.ac.uk) (RAWLINGS; TOLLE; 

BARRETT, 2004). 

Estas enzimas catalisam a clivagem de ligações peptídicas covalentes em 

proteínas e desempenham papéis importantes em diversos processos biológicos que vão 

desde a digestão até o controle e regulação da coagulação do sangue, o sistema 

imunológico e a inflamação(KANG et al., 2011). As Serino proteases são encontradas 

http://merops.sanger.ac.uk/


29 
 

em diversas isoformas e alterações estruturais podem influenciar sua atividade, com 

massa molecular entre 26 e 67 kDa, dependendo da quantidade de glicosilações 

presentes (SERRANO, 2013).  

Essas enzimas interferem na regulação e no controle das principais reações 

biológicas da cascata de coagulação do sangue, do sistema fibrinolítico e da ativação 

das plaquetas sanguíneas (LU; CLEMETSON; CLEMETSON, 2005), sendo 

frequentemente associadas a distúrbios hemostáticos. Com base em seus papéis 

biológicos, eles foram classificados como ativadores do sistema fibrinolítico, pró-

coagulante, anticoagulante e enzimas agregadoras de plaquetas (MARSH; WILLIAMS, 

2005) 

As Serino proteases possuem diferentes formas de ação. As do tipo thrombin-

like por exemplo clivam o fibrinogênio no mesmo local que a trombina, levando a uma 

diminuição do fibrinogênio de forma rápida e a um efeito anticoagulante (KANG et al., 

2011). Algumas Serino proteases thrombin-like podem clivar duas cadeias do 

fibrinogênio (Aα e Bβ), mas a maioria atua apenas sobre uma (Aα ou Bβ) 

(CHERNYSHENKO et al., 2014). Já as Serino proteases do tipo Kallikrein-like levam a 

uma liberação de bradicinina e a degradação de angiotensina, causando uma diminuição 

da pressão sanguínea (SANT’ANA et al., 2008). 

1.3.5 fosfolipases (PLA2s)  

As PLA2s (fosfatídeo 2-acil-hidrolase, EC 3.1.14) representam uma superfamília 

de enzimas lipolíticas que catalisar especificamente a hidrólise da ligação éster na 

posição sn-2 dos glicerofosfolipídios resultantes na geração de ácido graxo 

(araquidonato) e lisofosfolipídios (KANG et al., 2011). As fosfolipases A2 são enzimas 

de 14 a 18 kDa que hidrolisam os fosfolipídios de membrana, gerando mediadores 
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envolvidos nos processos inflamatórios locais e sistêmicos (CHISARI et al., 1998), e 

são encontradas principalmente em venenos de serpentes, abelha, escorpião ou vespa 

(KANG et al., 2011; KINI, 2006; SANTOS-FILHO et al., 2008). Normalmente contêm 

cinco a oito ligações dissulfeto e, para funcionar, essas proteínas precisam da 

disponibilidade do íon Ca
2+

 para a hidrólise dos fosfolipídios (KANG et al., 2011). 

Existem diferentes grupos de PLA2, de forma que essas enzimas são encontradas 

tanto em células e fluidos biológicos quanto em venenos. O veneno de Bothrops possui 

PLA2 estruturalmente semelhantes àquelas presentes nos mamíferos (MOREIRA, 

2007). Vários efeitos fisiológicos tem sido relacionados a ação dessas enzimas, como a 

hemorragia interna, miotoxicidade, neurotoxicidade, hipotensão, atividade 

anticoagulante, antiplaquetária, inflamatória e edematogênica (KINI, 2006; TAN; 

SAIFUDDIN; YONG, 1991; TEIXEIRA et al., 2003). 

1.3.6 L-aminoácido oxidase(LAAO)  

A L-aminoácido oxidase (LAAO, EC1.4.3.2) é uma flavoenzima que catalisa a 

desaminação oxidativa estereoespecífica de l-aminoácidos para dar o a-cetoácido 

correspondente, são encontradas em vários organismos e  em venenos de serpentes 

(SOUSA et al., 2013; YANG et al., 2011), a enzima do veneno de serpente exibe uma 

preferência por aminoácidos aromáticos e hidrofóbicos, como fenilalanina e leucina 

(KANG et al., 2011).  

Estudos mostraram que a enzima passa por um complexo ternário de enzima, 

substrato e oxigênio e que a redução da flavina envolve a formação de uma semiquinona 

(RIBEIRO et al., 2016). Como a proteína é uma flavoenzima oxidase, o cofator FAD 

reduzido reoxidado com dioxigênio durante a meia reação redutiva, resultando na 

formação de peróxido de hidrogênio. 
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Várias atividades biológicas da LAAO relacionadas com o H2O2 produzido 

durante a reação catalisada por esta enzima. Entre elas estão a indução de apoptose 

(SUHR; KIM, 1999), inibição e indução de agregação plaquetária (STÁBELI et al., 

2004) atividade anticoagulante (SAKURAI et al., 2003) atividade anti-viral, anti- 

parasitária e hemolítica (TEMPONE et al., 2001; ZHANG et al., 2003). 

Outras proteínas como as Snaclecs, que atuam sobre a função plaquetária 

(BRINKHOUS et al., 1983), as fosfodiesterases, capazes de atacar os ácidos nucleicos 

(MAMILLAPALLI et al., 1998), as fosfolipases B, conhecidas por atuar na lise de 

eritrócitos e causar citotoxicidade em células musculares (BERNHEIMER et al., 1987), 

e as CRISPs que podem se ligar a canais de cátion não específicos dependentes de 

nucleotídeos cíclicos (CNG) (BROWN et al., 2003), também são encontradas nos 

venenos de serpentes e contribuem com os sintomas do envenenamento 

1.4 Gênero Crotalus  

Este é o gênero das cascavéis, habitam os campos abertos, regiões secas e 

pedregosas e também os pastos, as serpentes deste gênero chegam a atingir, na fase 

adulta até 1,60m de comprimento. Sua característica mais importante é a presença de 

um guizo, ou chocalho, na ponta da cauda.  

As serpentes do gênero Crotalus estão agrupadas dentro da Família Viperidae, e 

compreendem aproximadamente 70 espécies. Estas serpentes são facilmente 

reconhecidas pela presença de um "chocalho" na ponta da cauda, usado como um 

dispositivo de alerta quando ameaçada (Figura 8). São venenosas e amplamente 

distribuídas descontinuamente do Sul do Canadá ao Norte da Argentina (CALVETE et 

al., 2010a).  
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Figura 8. Crotalus durrisus terrificus. Comumente conhecida como cascavel. Fonte: 

https://www.researchgate.net/figure/Crotalus-durissus-terrificus-rattlesnake_fig2_250043694  

Na América do Sul a subespécie Crotalus durrisus terrificus está amplamente 

distribuída desde o Nordeste do Brasil até o Norte da Argentina e Uruguai (PINHO; 

PEREIRA, 2001). Possui um veneno notório por sua capacidade de dissociar a 

transmissão neuromuscular da presa. A neurotoxicidade e miotoxicidade sistêmica é 

frequentemente acompanhada de rabdomiólise causando necrose tubular aguda e 

insuficiência renal que representa a principal causa de morte por serpentes Crotalus 

durissus ssp. Estes efeitos são atribuídas principalmente à alta concentração de 

crotoxina, uma molécula de PLA2 heterodimérica exibindo β-neurotoxicidade pré-

sináptica (SAMPAIO et al., 2010). A crotoxina normalmente é representa 70–90% das 

toxinas do veneno de C. durissus ssp (CALVETE et al., 2010b), os venenos também 

contêm quantidades variáveis de crotamina, uma toxina mionecrótica que atua nos 

canais de Na + sensíveis à voltagem (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; OGUIURA, 

N. BONI-MITAKE; RADIS, 2005).  
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Figura 9. Composição proteica do veneno da Crotalus durisus terrificus. Crotoxina e crotamina são os 

principais componentes tóxicos do veneno, que juntos compõem aproximadamente 80% do veneno total. 

Fonte: (CALVETE et al., 2010a). 

1.4.1 Crotoxina 

A crotoxina (Ctx) é a principal toxina do veneno de C. d. terrificus. É uma 

proteína heterodimérica, não covalente, formada por duas subunidades: uma subunidade 

ácida (CA ou crotapotina) não tóxica, e uma subunidade básica (CB) tóxica com 

atividade de fosfolipase A2 que depende da subunidade CA para ancorar-se na 

membrana celular (Figura 10). O efeito letal da Ctx é relacionado com sua ação nas 

junções neuromusculares por inibição da liberação de acetilcolina (LOMEO et al., 

2014).  
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Figura 10. Modelo estrutural da crotoxina. Superposição da subunidade ácida de CA2 da crotoxina com 

a subunidade CBb mostrada em azul. Os três polipeptídeos são ligados por pontes dissulfeto. Cadeias (α, 

β e γ) de CA2 mostradas em laranja, verde e vermelho, respectivamente e ligações dissulfeto que ligam as 

três cadeias de CA2 são mostradas em amarelo. As ligações dissulfeto equivalentes a subunidade CBb são 

mostradas em azul. Fonte: (FAURE; XU; SAUL, 2011).  

Em C. d. terrificus, 16 isoformas diferente de Ctx foram identificadas, 

resultantes da associação aleatória de várias isoformas das subunidades CA e CB. 

Quatro isoformas CA (CA1, CA2, CA3 e CA4) e quatro isoformas CB (CBa2, CBb, 

CBc e CBd). A combinação dessas isoformas leva a diferentes complexos de crotoxina 

que têm propriedades farmacológicas e biológicas significativamente diferentes. A 

crotoxina é grupada em duas classes de complexos de crotoxina: classe I (contendo as 

isoformas CBb, CBc, CBd e CA) que é altamente tóxica (DL50 de 93 ± 20 μg/kg 

injetável em camundongo) e enzimaticamente menos ativa, e classe II (contendo as 

isoformas CBa2 e CA), menos tóxica (DL50 de 435 ± 65 μg/kg) e enzimaticamente mais 

ativa (FAURE; XU; SAUL, 2011). 

1.4.2 crotamina  

Crotamina (Crt), um dos componentes do veneno de Crotalus durisus ssp. A 

estrutura desta proteína foi determinada por espectroscopia de RMN de prótons, é uma 
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proteína monomérica de 42 aminoácidos com três pontes dissulfeto (LAURE, 1975). A 

estrutura secundária compreende uma curta hélice alfa N-terminal e uma pequena folha 

beta antiparalela de cadeia tripla arranjada na topologia αβ1β2β3 (NICASTRO et al., 

2003). Esta proteína está incluída em uma família de pequenas miotoxinas do veneno de 

cascavel com alta identidade em sua sequência de aminoácidos (MATAVEL et al., 

1998; NICASTRO et al., 2003). É caracterizada por toxicidade leve, comparada a outros 

membros da mesma família, sendo capaz de modificar especificamente o canal de Na
+
 

voltagem-sensível, sugerindo sua atividade analgésica e mionecrótica (NICASTRO et 

al., 2003). 

A crotamina é uma pequena proteína rica em aminoácidos básicos, uma toxina 

não enzimática que causa paralisia e espasmos musculares no músculo esquelético dos 

membros posteriores de camundongos, reduzindo o potencial de membrana em repouso, 

por interferência com o funcionamento dos canais de sódio sensíveis à voltagem 

(CORONADO et al., 2012; OGUIURA et al., 2005). 

A crotamina apresenta vários níveis de polimorfismo no Crotalus do Brasil, 

relacionados à distribuição geográfica desse tipo de serpente, o que nos leva a encontrar 

várias crotaminas identificadas no banco de dados de proteínas (OGUIURA et al., 

2005). 

1.5 Identificação proteômica dos componentes dos venenos  

Desde a antiguidade, substâncias naturais vêm sendo utilizadas como agentes 

terapêuticos e, apesar de possuírem efeitos tóxicos, os venenos tem muito a contribuir 

neste aspecto. Um exemplo disto é a utilização de componentes do veneno na pesquisa e 

tratamento da trombose (HUANG; HSU; KUO, 2016) e até mesmo câncer (BRIGATTE 

et al., 2016). Somente através do estudo dos venenos é possível conhecer a patologia 
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associada ao envenenamento e buscar a melhor linha terapêutica a ser empregada. 

Pesquisas sobre a composição dos venenos são, portanto, fundamentais, não somente 

pelo seu potencial na biotecnologia/farmacologia, como também para o 

desenvolvimento de soros mais efetivos e seguros na neutralização das toxinas da 

serpente. 

O entendimento dos venenos nos permite conhecer o mecanismo de ação do 

mesmo associado à patologia do envenenamento e direcionar a linha terapêutica. 

Estudar a composição dos venenos é fundamental, não somente pelo seu potencial na 

biotecnologia/farmacologia, como também para o desenvolvimento de soros mais 

efetivos e seguros na neutralização das toxinas da serpente.  

O modo tradicional de estudo de venenos consistia no isolamento e 

caracterização bioquímica das proteínas, principalmente as mais abundantes e que são 

maior relevância medica. Atualmente os avanços na tecnologia transcriptômica 

combinados com métodos proteômicos, como cromatografia líquida de alta eficiência 

em fase reversa (RP-HPLC) e espectrometria de massa (MS), permitem uma rápida 

identificação de diferentes toxinas em venenos de serpentes, bem como a capacidade de 

medir rapidamente sua abundância relativa, o que permite uma melhor compreensão das 

relações evolutivas das serpentes (filogenia) e da diversidade de componentes tóxicos 

presentes em venenos de serpentes medicamente importantes, comumente encontradas 

na América do Sul (TASOULIS AND ISBISTER, 2017). A composição do veneno 

varia entre as serpentes de todos os níveis taxonômicos e é influenciada pela idade, 

habitat, dieta e dimorfismo sexual (AMORIM et al., 2018). Desta forma, o estudo dos 

componentes dos venenos é um recurso importante para identificar alternativas que 

atendam a demanda de soros antiofídicos específica de cada região. 
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1.6 Predição de epítopos 

Os epítopos são sítios específicos dos antígenos, que são reconhecidos pelo 

sistema imunológico, que se ligam à receptores na superfície de linfócitos, levando a 

produção de anticorpos capazes de reconhecer estes antígenos. Quando ocorre a 

imunização com uma proteína, a maioria dos linfócitos são específicos para algumas 

sequências de aminoácidos, denominadas epítopos imunodominantes (AKRAM; 

INMAN, 2012). Em alguns casos, a formação de epítopos em uma proteína depende 

somente da sequência de aminoácidos, sendo denominados epítopos lineares ou 

contínuos. Em outros casos, a formação do epítopo depende da estrutura tridimensional 

devido à justaposição de aminoácidos, e são denominados epítopos conformacionais ou 

descontínuos (GERSHONI et al., 2007). 

1.7 Epítopos de proteínas para linfócitos B 

Peptídeos realizam diversos papéis na imunologia, sendo o de direcionar a 

resposta imune adaptativa como o epítopos, o mais relevante. Os epítopos peptídicos 

executam suas funções primárias via interações com o complexo de 

histocompatibilidade, no caso de epítopos de células-T, ou via anticorpos, no caso de 

epítopos de células-B (ALVARENGA et al., 2010; HARRISON et al., 2011; MENDES 

et al., 2013), o epítopo para células-B de uma proteína é uma porção desta proteína 

antigênica reconhecida por uma molécula de anticorpo, o qual resulta na ativação da 

resposta imune (REGENMORTEL, 2001).  

A maioria dos epítopos presente em uma proteína é descontínuo ou 

conformacionais e são identificados por técnicas laboriosas de cristalografia de raios X 

do complexo antígeno-anticorpo. Devido às limitações na identificação e síntese dos 

epítopos descontínuos, os epítopos sintéticos contínuos ou lineares são usados no estudo 
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das propriedades imunológicas das proteínas, diagnóstico de doenças e como candidatos 

para vacinas sintéticas (REGENMORTEL, 2001). 

Os epítopos são interessantes ao ser utilizados como ferramenta, já que podem 

ser reproduzido através de peptídeos sintéticos usando tecnologias, como síntese de 

peptídeos e Phage-Display. Estas moléculas podem ser utilizadas para imunização de 

animais gerando anticorpos, úteis para o estudo de vacinas, biossensores, métodos 

imuno-terapêuticos e moléculas para diagnóstico.  

Nos epítopos, alguns aminoácidos são considerados mais importantes, uma vez 

que suas cadeias laterais interagem com o anticorpo é por isso são denominados 

aminoácidos críticos ou de contato. Quando um deles é substituído, as características do 

epítopo são alteradas podendo impedir sua ligação ao anticorpo (ANDERSEN; 

NIELSEN; LUND, 2006). Identificar estes aminoácidos críticos no epítopo é 

importante ao desenhar os peptídeos e proteínas voltadas para a produção de anticorpos 

(TRIER; HANSEN; HOUEN, 2012). 

Os epítopos contínuos ou lineares, em sua maioria, são descritos por conterem 

de 4 a 5 resíduos de aminoácidos que são importantes na ligação antígeno-anticorpo, o 

que define a especificidade da interação com o anticorpo e os outros aminoácidos que 

formam a região epitópica (GEYSEN; MASON; RODDA, 1988). 

Assim, a identificação de epítopos é uma parte importante na busca de 

imunógenos alternativos para produção do antiveneno, visto que algumas dessas 

biomoléculas podem ser desprovidas de toxicidade. O presente trabalho propõe a 

identificação de epítopos lineares dos principais componentes tóxicos presentes no 

veneno de serpentes brasileiras, assim como a produção de anticorpos policlonais 

capazes de neutralizar as atividades tóxicas das toxinas estudadas. 
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2. OBJETIVOS 

Identificar e caracterizar epítopos lineares das principais toxinas dos venenos das 

serpentes da família Viperidae (Crotalus spp e Bothrops spp) e caracterização 

proteômica e toxicológica do veneno de Bothrops brazili. 

2.1 Objetivos específicos 

 Mapear, usando o método de Spot synthesis, epítopos para células B das toxinas 

selecionadas dos venenos das serpentes Crotalus spp. e Bothrops spp; 

 Sintetizar os peptídeos correspondentes aos epítopos detectados;  

 Avaliar a capacidade antigênica/imunogênica dos peptídeos sintetizados; 

 Produzir soros específicos correspondentes aos epítopos identificados;  

 Avaliar o potencial de neutralização de anticorpos policlonais anti-peptídeo; 

 Mapear, usando o método de implantes subcutâneos, epítopos para células B da 

crotoxina do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus; 

 Produzir uma proteína recombinante multiepitópica, a partir das sequências dos 

epítopos identificados; 

 Testar o potencial de neutralização dos anticorpos gerados pela imunização de 

coelhos com a proteína multiepitópica. 

 Avaliar o perfil proteômico do veneno da serpente Bothrops brazili 
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3. RESULTADOS 

Neste capítulo são apresentados os três artigos, os quais abordam diferentes 

análises de mapeamento de epítopos lineares de toxinas de venenos de serpentes, entre 

as que se encontram metaloproteases de classe P-III e a crotoxina, (artigos 1 e 2), assim 

como a análise proteômica do veneno de B. brazili (artigo 3).  
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3.1 Artigo 1. Identification of a linear B-cell epitope in the catalytic domain of 

bothropasin, metalloproteinase from Bothrops jararaca snake venom 

(2018) Denis A. Molina Molina, Clara Guerra-Duarte, Dayane L. Naves de 

Souza, Fernanda Costal-Oliveira, Giovana Reis de Ávila, Vanete T. Soccol, 

Ricardo A. Machado-de-Ávila, Carlos Chávez-Olórtegui. 

A serpente Bothrops jararaca é de importância médica pelo grande número de 

acidentes que causa, mas o antiveneno disponível não apresenta uma proteção 

satisfatória dos efeitos locais, o que leva a necessidade de melhorar os antivenenos. Este 

primeiro artigo descreve a produção de anticorpos capazes de neutralizar a bothropasina 

uma metaloprotease hemorrágica de serpentes (SVMPs).  

Bothropasina é uma PIII-SVMP de 48 kDa que contém 600 aminoácidos 

formando uma estrutura de multidomínios: peptídeo sinal seguido do pro peptídeo, 

metaloprotease, desintegrina e domínio rico em cisteína. As diferenças nos domínios do 

tipo desintegrina ou rico em cisteína podem estar relacionados com ligação a molécula 

alvo, que por sua vez pode gerar diversidade ou especificidade de substrato para o 

domínio catalítico. Esta toxina apresenta um alto grau de similaridade dentro do grupo 

das PIII-SVMP, além de possuir diversas atividades biológicas dentre as quais destaca-

se a atividade hemorrágica e mionecrótica.  
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3.2 Artigo 2. Engineered protein containing Crotoxin epitopes induces 

neutralizing antibodies in immunized rabbits 

(2020) Denis A. Molina Molina, Clara Guerra-Duarte, Fernanda Costal-

Oliveira, Elizângela Almeida Rocha, Carolina Rego Rodrigues, Ricardo A 

Machado-de-Ávila, Vanete T Soccol, Carlos Chávez-Olórtegui. 

A crotoxina é uma potente neurotoxina com atividade fosfolipase A2, formada 

por duas subunidades que exerce uma ação letal ao bloquear a transmissão 

neuromuscular a nível pré-sináptico. É o principal componente do veneno da serpente 

de cascavel sul-americana Crotalus durissus terrificus. Além da neurotoxicidade, 

verificou-se que a crotoxina exerce nefrotoxicidade e toxicidade cardiovascular. 

Adicionalmente, foram relatados efeitos anti-inflamatórios, imunomoduladores, 

antitumorais e analgésicos da crotoxina. 

Após o uso da técnica de Spot synthesis no mapeamento de epítopos lineares e o 

uso de peptídeos sintéticos para induzir a produção anticorpos neutralizantes anti-

bothropasina, propomos neste trabalho o mapeamento de epítopos utilizando implantes 

subcutâneos para então produzir uma proteína multiepitópica recombinate contendo os 

principais epítopos da crotoxina. Esta proteína recombinante, nomeada rMEPCtx, foi 

utilizada para imunizar coelhos e induziu a produção de anticorpos neutralizantes contra 

a ação letal da crotoxina. Deve-se ressaltar que esta metodologia pode ser aplicada a 

outros tipos de toxinas de venenos, sendo uma alternativa para a produção de soro 

antiofídico baseados no potencial imunogênico de proteínas recombinantes formadas 

por epítopos de diferentes famílias de toxinas.  
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3.3 Artigo 3. Proteomic and toxinological characterization of Peruvian 

pitviper Bothrops brazili (“jergón shushupe”), venom 

(2020) Carolina Rego Rodrigues, Denis Alexis Molina Molina, Thamyres C. 

Silva de Assis, Camila Liberato, Marcella N. Melo-Braga, César Bonilla 

Ferreyra, Javier Cárdenas, Fernanda Costal-Oliveira, Clara Guerra-Duarte, 

Carlos Chávez-Olórtegui 

As serpentes do gênero Bothrops são as principais causadoras de acidentes 

ofídicos na América do Sul, com altas taxas de morbidade e mortalidade. Atualmente, 

47 espécies são reconhecidas e a pesar de sua relevância, seus venenos não foram 

amplamente caracterizados. Bothrops brazili (Hoge, 1953), popularmente conhecida no 

Peru como “Jergon Shushupe”, é uma espécie encontrada em toda a América do Sul.  

Algumas espécies isoladas reprodutivamente por barreiras naturais apresentam 

variações na composição do veneno. Numerosos estudos demonstraram que há variação 

na composição dos venenos de diferentes espécies de serpentes de maneira 

intraespecífica, bem como as implicações dessas diferenças para o manejo clínico de 

acidentes do ponto de vista diagnóstico, terapêuticos e de produção de antivenenos. 

Com base nessas implicações, foi analisada a composição do proteoma do 

veneno de B. brazili do Peru, utilizando as técnicas de HPLC, MALDI-TOF, SDS-

PAGE, o que fornece uma visão geral do conteúdo de veneno da B. brazili. 
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4. DISCUSSÃO  

Neste capítulo é apresentada uma discussão geral integrando os artigos já 

apresentados no capítulo anterior. 

O veneno produzido por serpentes é um composto tóxico capaz de matar a maior 

parte dos seres vivos, é formado por uma complexa mistura de componentes tóxicos e 

não-tóxicos que possuem variados efeitos fisiológicos em tecidos, sistema 

cardiovascular, permeabilidade vascular, função renal e homeostase (ESTÊVÃO-

COSTA et al., 2000).  

Na área da toxinologia encontramos espécies de serpentes que não possuem seus 

venenos caraterizados a nível proteômico. Esta caracterização é de grande importância 

para fornecer informação para a análise das variações da composição dos venenos inter 

e intraespécie. As serpentes do gênero Bothrops são as serpentes mais amplamente 

distribuídas em Sul América, o acidente ofídico com estas serpentes é caracterizado por 

efeitos locais, como edema, dor e equimose, e efeitos sistêmicos, como hipotensão 

arterial, hemorragia e choque (MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL, 2001). Estes 

efeitos estão relacionados à composição do veneno, que pode variar entre as espécies, o 

que leva a necessidade de conhecer a composição de proteínas e toxinas que compor os 

venenos, estudando o proteoma do veneno, já que este tipo informação nos permite 

identificar cada uma das toxinas que gera um determinado efeito toxico, desse modo 

pode ser direcionada a abordagem dos pacientes em casos de acidentes ofídicos, e 

também é de vital importância conhecer a sequencias de aminoácidos das proteínas do 

veneno, dado que esta informação é fundamental no estudo de mapeamento de epítopos 

que leva a identificação das regiões antigênicas das toxinas o que nos permitiria 

direcionar a produção de anticorpos neutralizantes específicos contra as toxinas de 

maior importância medica nos venenos.  
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Bothrops brazili é uma das principais espécies responsáveis por acidentes 

ofídicos no Peru e seu veneno compõe o reservatório antigênico utilizado para produzir 

antiveneno botrópico no país. No entanto, não existem muitos estudos visando 

caracterizar seu veneno. O estudo da composição do veneno é importante para melhor 

compreender os mecanismos fisiopatológicos do envenenamento, melhorar os 

protocolos de tratamento e detectar novas moléculas com potencial aplicação 

biotecnológica. 

No artigo 3 – “Proteomic and toxinological characterization of Peruvian pitviper 

Bothrops brazili (“jergón shushupe”), venom", é mostrado a abundância relativa das 

proteínas que compõem o veneno de Bothrops brazili e suas atividades enzimáticas. A 

composição de B. brazili é semelhante à de outros venenos botrópicos. No entanto, a 

quantificação relativa de proteínas por contagem espectral revelou que a proporção das 

famílias de proteínas deste veneno é diferente da que foi previamente relatada para 

outros venenos botrópicos. Também apresentou atividades enzimáticas diferentes, como 

é mostrado na Tabela 1 do artigo mencionado anteriormente. 

A Tabela 1 do paper 3, compara os resultados enzimáticos obtidos por diferentes 

autores para os venenos de B. jararaca, B. atrox, B. barnetti, B. pictus e B. bilineata aos 

obtidos para B brazili. Em comparação a esses venenos, B. brazili tem a menor 

atividade de Hialuronidase. A análise proteômica não detectou Hialuronidase, isto pode 

ser dado pela baixa concentração desta proteína nos venenos de serpentes o que dificulta 

sua detecção (TASOULIS; ISBISTER, 2017), a Hialuronidase são toxinas presentes na 

maioria dos venenos de animais, incluindo serpentes (KUDO; TU, 2001), escorpiões 

(RAMANAIAH et al., 1990), abelhas (GMACHL; KREIL, 1993), vespas (LU et al., 

1995), aranhas (GREMSKI et al., 2014) e lagartas (DA C B GOUVEIA et al., 2005). A 

Hialuronidase é uma enzima comum de venenos de serpentes e indiretamente inicia a 
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toxicidade do veneno, são enzimas muito variantes que clivam naturalmente o ácido 

hialurônico, que é um glicosaminoglicano de alta massa molecular, principal 

componente da matriz extracelular de vertebrados que conecta as células do tecido 

conjuntivo, filamentos de proteínas e fibras de colágeno (BALA et al., 2018; 

LAURENT; FRASER, 1992). É conhecida como fator de disseminação e, portanto, 

facilita a disseminaçãoda toxinas durante o envenenamento por degeneração do ácido 

hialurônico na matriz extracelular dos tecidos locais que é o evento chave. A difusão de 

toxinas específicas para o alvo na circulação sistêmica e nos agentes que promovem 

esse processo é chamada de "fatores de disseminação". As enzimas hidrolíticas, como as 

hialuronidases e as metaloproteases hemorrágicas, causam danos ao tecido local, como 

a degradação da matriz extracelular e do tecido conjuntivo ao redor dos vasos 

sanguíneos. Essas proteínas degradam levam à perda de integridade estrutural e 

facilitam a difusão da toxina (BALA et al., 2018). 

Por outro lado o veneno de B. brazili apresentou uma alta atividade proteolítica 

dada pelas Metaloproteases e Serinopreteases, o que coincide muito bem com a alta 

presencia destas proteínas no veneno determinadas no analise proteômico, um dos testes 

utilizado para detecção de enzimas proteolíticas foi o ensaio fibrinogenolítico, que 

também indicou a presença desse tipo de proteínas no veneno de B. brazili. O 

fibrinogênio consiste em três pares de cadeias polipeptídicas Aα, Bβ e γ, com massas 

moleculares de 66, 54 e 48 kDa, respectivamente. O veneno de B. brazili foi capaz de 

clivar as cadeias Aα e Bβ do fibrinogênio, enquanto a cadeia γ permaneceu sem danos. 

Além disso, após incubação com EDTA, um agente quelante, a atividade 

fibrinogenolítica foi inibida, endossando a atividade específica de SVMP (Fig. 5A e 5B 

do paper 3), a pesar da atividade fibrinogenolítica tanto as metaloproteases 

prócoagulantes quanto as que não induzem coagulação são capazes de induzir a 
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defibrinogenação em animais experimentais, caraterizado pelo consumo do fibrinogênio 

in vivo (DE MORAIS et al., 2012; TORRES et al., 2012), pelo que realizar ensaios de 

atividade coagulantes de frações coletadas por cromatografia do veneno de B. brazili 

seria ideal para identificar a presença de toxinas pró coagulantes. 

Outra atividade avaliada no veneno de B. brazili foi a citotoxicidade, que é 

relacionada as LAAOs e PLA2 (Souza et al., 2015), no analise de viabilidade celular 

testado em células VERO, o veneno de B. brazili, apresentou uma baixa citotoxicidade 

comparado com outros venenos botrópico, parece ser menos tóxico para essas células 

(Tabela 1). 

Baixa atividade de PLA2 foi detectada no teste enzimático realizado (Tabela 1, 

paper 3), enquanto os achados proteômicos mostram quantidades elevadas de PLA2 

quando comparadas a outros venenos de Bothrops (Fig. 3, paper 3) (KOHLHOFF et al., 

2012). Pesquisas anteriores mostraram que espécies de Bothrops que possuem uma 

ampla faixa de distribuição geográfica podem apresentar variação intraespecífica de 

veneno, com diferentes proporções de toxinas, principalmente a PLA2 (CALVETE et 

al., 2011; NÚÑEZ et al., 2009). 

As PLA2s dos venenos de serpentes são divididas em dois grupos: I e II (SIX; 

DENNIS, 2000), encontradas na peçonha de serpentes, compreendendo proteínas 

estáveis, versáteis, relativamente pequenas (~13-17 kDa). As PLA2s da família 

Viperidae são colocadas na classe II e subdivididas em outros dois grupos: (1) Asp49 

PLA2s, que possuem resíduo Asp na posição 49 e apresentam alta atividade catalítica 

contra substratos artificiais; (2) Lys49 PLA2s, que apresenta um resíduo Lys na posição 

49 e apresenta baixa ou nenhuma atividade catalítica. A provável presença de ambos os 
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tipos de PLA2s poderia explicar porque os resultados mostram baixa atividade de PLA2 

nos ensaios enzimáticos. 

O estudo da composição do veneno de serpentes Bothrops pode auxiliar no 

entendimento da variabilidade dentro desses táxons, bem como no desenvolvimento de 

protocolos de medicação aprimorados em caso de acidentes, uma vez que o conteúdo de 

toxinas do veneno pode estar relacionado às características clínicas do envenenamento 

(GUERRA-DUARTE et al., 2015; QUEIROZ et al., 2008).  

A América do Sul é o lar de muitas espécies de serpentes (AUERBACH, 2005). 

Várias espécies de Bothrops coexistem e exibem diversos conteúdos de veneno, 

principalmente na região amazônica. Seus venenos também são neutralizados de forma 

diferente pelos antivenenos disponíveis. Diante disso, é de grande interesse para a saúde 

pública acessar o potencial dos antivenenos, produzidos em diversos países, de 

reconhecer e inibir os venenos de serpentes presentes nessas regiões. Os dados do 

analise da caraterização do veneno de B. brazili sugerem que os venenos botrópico têm 

proteínas semelhantes, indicando que os antígenos do veneno podem compartilhar 

epítopos semelhantes. Essas descobertas poderiam inicialmente apoiar o uso de 

qualquer um dos antivenenos em acidentes envolvendo esse tipo de serpente, mas mais 

estudos testando sua neutralização in vivo devem ser realizados para confirmá-la. 

Uma vez identificadas às proteínas dos venenos e caraterizadas suas atividades 

tóxicas, se pode abordar novos estúdios que nos permita desenvolve novas 

metodologias, que nos ajudem a compreender melhor o mecanismo de ação dos venenos 

de serpentes. Um de estes abordagens é a identificação de epítopos de cada proteína que 

compor o veneno. O mapeamento de epítopos é fundamental no desenvolvimento de 

vacinas, e uns dos principais desafios é de predizer e mapear epítopos conformacionais 
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e lineais para células B em um antígeno (ANDERSEN; NIELSEN; LUND, 2006; 

ANSARI; RAGHAVA, 2010; CASTRO et al., 2015), Os métodos identificação de 

epítopos lineais baseados nas sequências de proteínas tem sido eficazes, uma das 

principais técnicas utilizadas no mapeamento de epítopos lineais é Spot Synthesis é uma 

técnica fácil e muito flexível para a síntese química paralela simultânea em suportes de 

membrana. Esta técnica tem sido amplamente utilizada no mapeamento de epítopos, 

como por exemplo, no mapeamento de epítopos de toxinas do veneno de Micrurus 

corallinus e no mapeamento de um epítopo linear na atroxlisina-I entre outros trabalhos 

(CASTRO et al., 2015; SCHNEIDER et al., 2016). Este método permite acesso rápido e 

de baixo custo a um grande número de peptídeos, tanto como produtos ligados à fase 

sólida quanto em fase de solução para análise sistemática de epítopos.  

O uso de peptídeos sintetizados em sua forma solúvel é amplamente utilizado 

em diferentes áreas da ciência entre os que podemos citar: na imunização de cabras com 

um peptídeo sintético englobando o sítio antigênico G5 da glicoproteína de superfície 

do vírus da raiva induz uma forte resposta imune humoral na ausência de uma proteína 

transportadora (NIEDERHÄUSER et al., 2008), os peptídeos também têm sido usados 

em ensaios de ELISA na detecção de anticorpos específicos do vírus influenza A H1N1 

2009 no soro e na saliva (AVILA et al., 2020), atualmente uma abordagem 

imunoinformática mostrou um avanço significativo no mapeamento de epítopos 

baseados em peptídeos no qual foram identificados 15 peptídeos antigênicos na 

glicoproteína de superfície do SARS-CoV-2, poderiam ser benéfico para uma rápida 

progressão do desenho da vacina. No entanto, este estudo necessita de validação 

experimental por in vitro e in vivo (KHAN et al., 2020). O que mostra uma amplia 

potencial do uso de peptídeos sintéticos, nosso trabalho Identification of a linear B-cell 

epitope in the catalytic domain of bothropasin, metalloproteinase from Bothrops 
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jararaca snake venom, o epítopo nomeado BotEp1 mostro ser conservado e 

imunodominante, sendo reconhecido por os três soros anti-botrópico diferentes de 

origem equino. O BotEp1 foi sintetizado como um peptídeo solúvel que mimetiza um 

epítopo linear identificado na bothropasina e ao ser utilizado em imunizações de 

camundongos e coelhos foi capaz de estimular células imunes para gerar um anticorpo 

específicos que foram capazes de neutralizar a atividade hemorragica causada pela 

bothropasina.  

A sequência exata de aminoácidos de BotEp1 foi encontrada dentro da sequência 

do PIII-SVMP BITM06 A (UNIPROT: Q8QG88) do veneno de Bothrops insularis. 

Notavelmente, entre os vinte e um resíduos que conforma o BotEp1, apenas Leu15 é 

substituído por Phe, nesta região imunodominante em Jararhagin e Batroxrhagin, (do 

veneno de B. atrox). Os dados mostram que essas proteínas compartilham um possível 

epítopo comum e imunodominante. Curiosamente, esta região é altamente conservada 

entre as SVMPs P-III, quando comparada com as SVMPs P-I e P-II.  

Por conseguinte, nossos resultados demonstram os benefícios da utilização de 

peptídeos sintéticos, porque eles podem ser sintetizados como reagentes precisos em 

imunoensaios, além do fato de que estes componentes são facilmente obtidos e ao custo 

relativamente baixo. A identificação de regiões comuns nas SVMPs é de grande 

importância no desenvolvimento de imunógenos que possam produzir uma resposta 

imune com ampla reatividade cruzada, capaz de neutralizar a atividade hemorrágica 

causada por venenos de diferentes serpentes do gênero Bothrops.  

Como foi descrito, o envenenamento por C. d. terrificus, leva ao 

desenvolvimento de paralisia muscular e insuficiência renal aguda. A crotoxina é 

encontrada em alta concentração no veneno da C. d. terrificus e possui um papel muito 
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importante no seu efeito tóxico em vítimas de acidentes com serpentes do gênero 

crotálico na América do Sul (BEGHINI et al., 2000). Dessa forma, a inibição da 

crotoxina do veneno de serpentes é importante para o prognóstico em vítimas 

acidentadas.  

Em nosso trabalho: Engineered protein containing Crotoxin epitopes induces 

neutralizing antibodies in immunized rabbits, foi realizado com a perspectiva de induzir 

anticorpos específicos contra os epítopos da crotoxina, utilizou-se uma proteína 

multiepitópica recombinante para imunização de animais, visando uma possível 

neutralização do efeito desta toxina pelos anticorpos produzidos. Epítopos identificados 

tem sido expressados como proteínas recombinantes, com a finalidade de expressar 

diferentes epítopos como uma proteína única, este tipo de abordagem já tem sido 

utilizado na geração de uma proteína quimérica recombinante (rCpLi) que consiste em 

epítopos de células B de uma proteína dermonecrótica do veneno de aranha Loxosceles 

intermedia (MENDES et al., 2013), demostrando que a proteína quimérica gerada é não 

tóxica gerando anticorpos protetores da toxina dermonecrótica. Uma abordagem 

semelhante foi feito na produção de uma proteína recombinante contendo epítopos de 

células B de diferentes toxinas de aranha de Loxosceles, esta proteína foi capaz de 

induzir a produção de anticorpos protetores em coelhos imunizados (LIMA et al., 2018).  

A falha de implantes é uma das principais preocupações na área de biomateriais. 

Vários fatores têm sido relacionados à falha, mas em geral esses biomateriais não 

apresentam propriedades físicas, químicas ou biológicas comparáveis aos tecidos 

naturais e, em última análise, esses dispositivos podem levar à inflamação crônica e 

reações de corpo estranho. Materiais e compósitos biodegradáveis são promissores para 

uma ampla gama de aplicações biomédicas (MARQUES; REIS; HUNT, 2005). 

Materiais implantados por via subcutânea ativam o sistema imunológico inato do 
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hospedeiro, resultando na reação de corpo estranho (KASTELLORIZIOS; TIPNIS; 

BURGESS, 2015). A reação de corpo estranho é um fenômeno complexo e ainda não é 

totalmente compreendido. 

O método de mapeamento de epítopos de células B foi realizado, avaliando a 

capacidade dos implantes subcutâneos, feitos de peptídeos ligados à celulose, para gerar 

anticorpos capazes de reconhecer crotoxina, este método foi capaz de induzir uma 

resposta imune contra o peptídeo presente no implante. A reatividade dos anticorpos de 

camundongos eliciados pelos implantes contra o veneno crotálico foi avaliada por 

ELISA, identificando regiões imunorreativas que diferem das encontradas no outro 

método de mapeamento de epítopos realizado, ensaio SPOT. Além disso, como os 

adjuvantes tradicionais não são necessários com este sistema, as respostas inflamatórias 

graves e o desconforto animal associado são reduzidos. Outra vantagem desse método é 

o aumento da resposta imune, uma vez que a membrana de celulose que compor o 

implante ajuda a reter o antígeno no animal e, portanto, atua como adjuvante (AMERO; 

JAMES; ELGIN, 1994), também é útil quando apenas pequenas quantidades de proteína 

estão disponíveis. 

Para a produção de anti-soros contra a crotoxina do veneno da serpentes C. d. 

terrificus. Epítopos foram identificados por dois métodos de mapeamento de epítopos 

da crotoxina, uma proteína neurotóxica, principal componente letal do veneno das 

serpentes da espécie Crotalus durrisus. Muitos motivos justificam o uso de peptídeos 

em vez de proteínas inteiras para a produção de antivenenos. Em primeiro lugar, ao 

contrário dos antígenos tóxicos, as formulações de peptídeos não são prejudiciais ao 

animal imunizado. Em segundo lugar, a apresentação de formulações contendo 

proteínas quiméricas constituídas por epítopos da crotoxina ao sistema imunológico de 

animais imunizados pode aumentar o sucesso de protocolos de imunização. Finalmente, 
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a produção de proteínas multiepitópicas projetadas é geralmente mais fácil e seguro do 

que obter e preparar o veneno bruto de serpentes. 

No presente estudo, apresentamos o desenvolvimento de um imunógeno proteico 

multipetitópico rMEPCtx, que contem epítopos mapeados da crotoxina do veneno da C. 

d. terrificus, a espécie de serpente mais letal no Brasil. Em nossa primeira tentativa, a 

construção de proteína multipetitópica que expressa 5 epítopos foi gerada por clonagem 

do respectivo gene sintéticos no vetor pET 28a. Demonstramos que uma proteína não 

tóxica expressando epítopos de crotoxina pode ser gerada. 

Os ensaios de ELISA e Immunoblot revelaram que a rMEPCtx exibia atividade 

antigênica contra o soro anticrotálico. A resposta de anticorpos dos coelhos imunizados 

com a rMEPCtx foi avaliada por ELISA. Através desses ensaios, fomos capazes de 

detectar uma boa resposta de anticorpos nos coelhos imunizados. Os anticorpos dos 

coelhos imunizados com a rMEPCtx reagiram significativamente aos venenos de C. d. 

terrificus, C. d. ruruima, C. durissus do Peru e B. jararaca. Este achado não é 

surpreendente, pois proteínas PLA2 são encontradas nos venenos crotálico e botrópico 

(CALVETE et al., 2009; GONÇALVES-MACHADO et al., 2016; SOUSA et al., 

2013). 

A capacidade de inibição da atividade letal da crotoxina em camundongos 

virgens foi avaliada por pré-incubação com anticorpos anti-rMEPCtx e crotoxina, estes 

anticorpos forneceram boa proteção, evitando a letalidade causada por duas DL50 de 

crotoxina. Portanto, esta proteína projetada pode ser um candidato promissor para o 

desenvolvimento de soro terapêutico ou vacinação no futuro. 

Estes resultados mostram que mapear epítopos e usá-los para compor um 

imunógeno multi-epítopo recombinante para obter anticorpos anti-epítopos específicos 
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é uma estratégia eficiente para atingir a neutralização do veneno. Esta abordagem pode 

ser considerada para a preparação direta de antivenenos, diminuindo ou mesmo 

dispensando o uso de veneno bruto. O uso de peptídeos ou de proteína multiepitópica 

recombinante são moléculas atóxica e, portanto, representa um imunógeno mais seguro 

em relação ao bem-estar animal na produção de antivenenos. Além disso, tem 

flexibilidade para ser produzido em grande escala e pode ser modificado usando 

abordagens simples para incorporar novos conhecimentos sobre a toxicidade do veneno 

e refino de epítopos. 

O tratamento recomendado pelo Ministério da Saúde para casos de acidentes 

ofídicos é o uso dos soros heterólogos antivenenos de origem equina. Estes soros são 

capazes de impedir a ação de alguns componentes do veneno e, consequentemente, seus 

efeitos patológicos. Entretanto, este tratamento pode ser arriscado devido às reações de 

hipersensibilidade que podem ocorrer durante a administração do antiveneno e nas duas 

horas subsequentes, a pesquisa apresentada nesta tese busca e demostra novas 

abordagens que podem ser utilizados no melhoramento da produção de antivenenos.  
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5. CONCLUSÕES  

 

 A técnica de Spot synthesis e de mapeamento por implantes subcutâneos foram 

eficientes para o mapeamento de epítopos lineares da bothropasina e da 

crotoxina. 

 O uso do BotEp1 foi capaz em induzir a produção de anticorpos neutralizantes 

da atividade hemorrágica induzida pela bothropasina. 

 O uso de uma proteína multiepitopica rMEPCtx, mostrou ser eficaz em induzir 

anticorpos neutralizantes da atividade letal causada pela crotoxina. 

 O uso de peptídeos e proteínas multiepitópicas mostrou ser uma alternativa 

eficiente na produção de soros direcionados contra toxinas especificas 

encontrada nos venenos ofídicos.  

 O perfil de composição proteica e atividades enzimáticas do veneno da serpente 

peruana B. brazili, foram analisados e apresentou predominância de proteases, 

SVMPs e SVSPs, que juntas representam mais de 50% do total de proteínas do 

veneno. Os dados do proteoma estão bem correlacionados com as atividades 

enzimáticas e citotoxicidade in vitro.  
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6. PERSPECTIVAS  

 Avaliar a capacidade do anticorpo anti-BotEp1 de neutralizar outras 

metaloproteases de diferentes espécies de serpentes assim como das diferentes 

classes de metaloproteases do tipo PI, PII e PIII.  

 Avaliar quais epítopos da crotoxina são reconhecidos pelo soro anti- rMEPCtx. 

 Produzir novas proteínas multiepitopicas contendo epítopos já identificados de 

outras toxinas de venenos como LAAO, Crotamina, Serinoproteases, e avaliar 

sua capacidade induzir anticorpos neutralizantes.  
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