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Resumo  

Acidentes causados por picadas de escorpiões representam um sério problema de saúde 

pública e é considerado negligenciado. O tratamento de acidentes graves e moderados envolve 

o uso da soroterapia. Para prover uma melhora na qualidade e na produção desse soro, vários 

pesquisadores estudam o uso de antígenos alternativos para a produção de soro 

antiescorpiônico. Desta maneira, esse trabalho buscou a produção de uma proteína quimérica 

recombinante, com base em três toxinas presentes na peçonha de Tityus serrulatus (TsP) para 

a produção de soro antiescorpiônico e a caracterização de novos componentes da peçonha 

com capacidade de gerar anticorpos neutralizantes. A quiméra Tsq3, constituída pelas 

proteínas Ts1, Ts3 e TsNTxP foi utilizada como imunógeno. Foram imunizados 4 grupos com 

2 coelhas com combinações de TsQ3 e TsP. Os soros obtidos possuem a capacidade de 

reconhecimento mútuo aos dois antígenos, no entanto, os soros produzidos com a TsQ3 

apresentaram capacidade de neutralização inferior à do soro produzido contra a TsP. Esse fato 

pode ser devido à ausência de outras sequências de referência ou de epítopos conformacionais 

das principais toxinas. Recentemente, Horta et al. (2014) demostraram a importância da 

utilização de hialorunidase na produção de soro antiescorpiônico. Essa informação nos 

incentivou a estudar sobre a importância de proteases na produção de soros neutralizantes. 

Com o auxílio do transcriptoma da glândula de peçonha de T. serrulatus, foi possível à 

identificação de 12 sequências relativas a proteases. Foram identificadas 11 proteases 

pertencentes à classe das metaloproteases, nomeadas de Metalloserrulases (TsMS 1-11) e uma 

serino protease nomeada de TsSP 1. Todas as TsMS’s possuem peptídeo sinal e propeptídeo. 

No entanto, não foi encontrada a sequência completa da TsSP 1. Verificando-se que a 

atividade proteolítica dessa peçonha tem preferência por sítios compostos por aminoácidos 

básicos. Apesar de essas enzimas serem pouco estudadas na peçonha escorpiônica, elas 

podem ter um grande potencial como novo alvo para a produção de um soro antiescorpiônico 

mais eficaz.  

Palavras chave: Escorpião; Tityus serrulatus; proteína quimera; protease; TsMS; TsSP, soro, 

anti-veneno, anticorpo. 
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Abstract  

Accidents caused by scorpion stings are a serious public health problem being 

considered neglected. Treatment of moderate and serious accidents involves the use of 

antivenom. To provide an improvement in the quality and production of this serum, many 

researchers have been studying the use of alternative antigens for the production of anti-

scorpion serum. Thus this study aimed to produce a recombinant chimeric protein, based on 

three toxins present in the Tityus serrulatus venom (TsP) for producing anti-scorpion serum 

and characterization of novel components of the venom capable of generating neutralizing 

antibodies. The TsQ3 chimera, composed by Ts1, Ts3 and TsNTxP proteins was used as 

immunogen. Four groups of rabbits were immunized with combinations of two antigens, 

TsQ3 TsP. Sera obtained have a mutual recognition capability to both antigens, however, 

produced with the sera showed neutralization TsQ3 less than the capacity of the serum raised 

against the TsP. This may be due to the absence of any reference sequences or conformational 

epitopes of the major toxins. Recently Horta et al. (2014) demonstrated the importance of 

using hialorunidase on the production of anti-scorpion serum. This information prompted us 

to study the importance of proteases in the production of neutralizing sera. With the aid of 

venom gland transcriptome of T. serrulatus was possible to identify 12 sequences related to 

proteases. We identified 11 proteases belonging to the class of metalloproteases, named 

Metalloserrulases (TsMS 1-11) and a serine protease named TsSP 1. All TSMS's have signal 

peptide and propeptide, however it was not found the complete sequence of TsSP 1. It was 

found that the proteolytic activity of this venom has a preference for sites composed of basic 

amino acids. Although these enzymes are few studies on scorpion venom, they can have a 

great potential as a novel target for the production of a more effective anti-scorpion serum. 

Key words: Scorpion; Tityus serrulatus; chimeric protein; protease; TsMS; TsSP, 

serum, anti-venom, antibody. 
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 Introdução  1.

 Escorpiões 1.1

Escorpiões inspiram medo devido a sua picada venenosa e por sua aparência. Por 

outro lado esses animais inspiram grande fascinação pelo seu comportamento altivo e hábitos 

predatórios. Eram venerados no antigo Egito e considerados sagrados por Isis, a deusa do 

renascimento (Figura 1). Escorpiões têm adaptações aos ecossistemas terrestres há mais de 

425 milhões de anos e representam um dos grupos mais bem adaptados entre os artrópodes 

terrestres. Eles ocupam quase todos os ambientes, principalmente ecossistemas tropicais e 

temperados (com exceção das zonas árticas, como Antártica). Independente de divergências 

genéticas, não apresentam grandes alterações em sua anatomia entre as espécies existentes ao 

longo do tempo (Beccaloni, 2009). 

 

Figura 1: Representações egípcias de escorpiões. 

Na figura nota-se a deusa Serket (mais tarde fundida a deusa Isis) com um escorpião em sua cabeça. Ao lado 

entalhes em pedra de escorpiões juntamente com escrituras egípcias. 
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O corpo dos escorpiões pode ser divido em três partes, prossoma (que compreende o 

cefalotórax, coberto por uma placa única e de onde saem os apêndices locomotores), 

mesossoma (compreende a maior parte o abdômen) e metassoma (compreende os segmentos 

do abdômen conhecidos como cauda, onde está localizado o télson). O seu comportamento 

corresponde basicamente a três padrões ecomorfológicos relacionados ao tipo de substrato: 

litofilico (habitat em pedras), psamofílico (habitat em areia) e pelofílico (hábitos em solo) 

(Mebs, 2002; Prendini et al., 2005; Beccaloni, 2009).  

De acordo com o website (http://www.ntnu.no/ub/scorpion-files/index.php), operado 

por Jan Ove Rein, existem mais de 2.000 espécies de escorpiões que compreendem mais de 

195 gêneros e 15 famílias. No entanto, dentre todas as espécies descritas apenas 25 – 30 

espécies são consideradas como de importância médica, por causarem acidentes graves 

(http://scorpion.amnh.org; http://www.who.int/emc/amr.html; Chippaux & Goyffon, 2008). 

Com exceção da espécie Hemiscorpius lepturus, pertencente à família Hemiscorpiidae, todas 

as outras espécies de escorpiões perigosas para seres humanos pertencem à família Buthidae 

(Chippaux & Goyffon, 2008; http://www.ntnu.no/ub/scorpion-files/h_lepturus.htm). Os 

gêneros de escorpiões que merecem maior atenção em vários países, pelo destaque na 

literatura devido à mortalidade associada a sua peçonha são: Centruroides (América do Norte 

e central), Tityus (América do Sul e Central), Androctonus, Leiurus, Buthus (África do Norte 

e Oriente Médio), Parabuthus (África do Sul) e Mesobuthus (Leste Europeu e Ásia) 

(Chippaux & Goyffon, 2008; Beccaloni, 2009). No entanto, nem todas as espécies incluídas 

nos gêneros mencionados acima são perigosas para humanos. Por exemplo, a peçonha do 

escorpião Mesobuthus gibbosus, endêmico da península de Balcãs e Turquia é mais brando do 

que a peçonha de M. tumulus, endêmico da Índia (Beccaloni, 2009). 

 Escorpionismo 1.2

Escorpionismo é uma ameaça à saúde pública que se refere a acidentes associados a 

picadas de escorpiões e é considerado um sério problema negligenciado de saúde em países 

em desenvolvimento (WHO, 2007). Os casos de acidentes com picadas de escorpiões com 

alta severidade são registrados principalmente na América Central e do Sul, Norte da África, 

Oriente Médio e Sudoeste da Ásia (Chippaux & Goyffon, 2008). 

Os principais sintomas associados a picadas de escorpiões são intensa dor local, 

sudorese, taquicardia, taquipneia, agitação, pancreatite, edema pulmonar, hemólise e necrose 

http://www.ntnu.no/ub/scorpion-files/index.php
http://scorpion.amnh.org/
http://www.who.int/emc/amr.html
http://www.ntnu.no/ub/scorpion-files/h_lepturus.htm
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(Espino-Solis et al., 2009; Borchani et al., 2011; Khattabi et al., 2011). A gravidade do 

envenenamento depende de alguns fatores como massa corpórea, sensibilidade da vítima à 

peçonha, quantidade de peçonha injetada e a espécie envolvida no acidente.  

As picadas de escorpiões representam a segunda fonte primária de envenenamento 

envolvendo fauna silvestre, ficando atrás apenas dos acidentes ofídicos (Mebs, 2002; Espino-

Solis et al., 2009). Em países onde há disponibilidade de uso do soro antipeçonha adequado e 

outros suportes médicos estão disponíveis, é observado um decréscimo expressivo nas taxas 

de mortalidade (Chippaux et al., 2011; Chippaux & Goyffon, 2008). 

O objetivo do tratamento em casos de escorpionismo é combater os sintomas 

associados à picada com uso de analgésicos e soroterapia. A eficácia desse tratamento é 

diretamente relacionada com o tempo decorrido entre a picada e a administração do soro 

antiescorpiônico. De acordo com o Ministério da Saúde no Brasil, o soro antiescorpiônico só 

pode ser administrado por médicos capacitados por via intravenosa e em ambiente hospitalar. 

Os sinais vitais desses pacientes devem ser constantemente monitorados, pois se houver 

qualquer mudança no padrão clínico é necessária intervenção médica imediata (Ministério da 

Saúde, 2001). 

 Epidemiologia do Escorpionismo  1.3

1.3.1 Velho Mundo 

Entre os países da África do Norte, as maiores taxas de escorpionismo são originadas 

na Tunísia (420 acidentes por 100.000 habitantes) (Njah et al., 2001) que resultam em cerca 

de 50 mortes por ano (Mansour, 2001). No entanto dados mais recentes indicam que a Argélia 

pode ter ultrapassado a Tunísia em acidentes escorpiônicos (Chippaux et al., 2011). 

As taxas de acidentes aumentam em todo o continente africano em áreas rurais e 

comunidades urbanas (Chippaux & Goyffon, 2008). As espécies de escorpiões mais perigosas 

nesse ponto do velho mundo são: Androctonus australis, A. mauretanicus, A. aeneas, Leiurus 

quinquestriatus, Buthus occitanus e Hottentota franzwerneri. Porém, na África subsaariana 

poucos casos de hospitalização e morte são documentados sendo que a maioria registrada é de 

vítimas jovens, durante o verão (Bergman, 1997; Attamo et al., 2002; Chippaux & Goyffon, 

2008). 
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Sistemas de saúde precários combinados com indisponibilidade ou uso incorreto de 

soros antipeçonha, nessas localidades resultam em altas taxas de mortalidade (Chippaux et al., 

2011). Um padrão de incidência similar à África, mas associados a uma redução significativa 

nas taxas de mortalidade foi observada após recente melhoria no sistema de saúde no Oriente 

Médio, por exemplo, na Arábia Saudita (Al-Sadoon & Jarrar, 2003). Porém altas taxas de 

mortalidade ainda persistem em áreas rurais (Mahaba, 1997). Como os dados epidemiológicos 

na Índia são esparsos, é difícil estimar o número de acidentes com escorpiões, contudo 

acidentes fatais são divulgados regularmente (não oficialmente) e são mais observados para a 

espécie H. tamulus (Chippaux & Goyffon, 2008). 

1.3.2 Novo Mundo  

Na América Latina os índices de acidentes escorpiônicos aumentam durantes os meses 

de verão (Schenone & Fontecilla, 1998; de Roodt et al., 2003; Chowell et al., 2005) 

principalmente em áreas suburbanas (Celis et al., 2007; Schenone & Fontecilla, 1998), 

envolvendo principalmente adultos (Chowell et al., 2005; Celis et al., 2007). Devido algumas 

espécies possuírem hábitos urbanos, como Tityus serrulatus e T. trivittatus muitos desses 

acidentes ocorrem em domicílios ou áreas peridomiciliares (de Roodt et al., 2003). No 

México as taxas de acidentes de picadas de escorpiões graves também são influenciadas pela 

localização, isto é, o escorpionismo é mais comum em áreas urbanas e com população maior 

do que 2.500 habitantes e são ainda mais comuns em adultos do que em crianças (Chowell et 

al., 2005; Celis et al., 2007). Outro fator que afeta as taxas de incidência de acidentes é o 

clima, sendo a maioria das picadas ocorridas no final da estação seca (Chowell et al., 2005). 

A mortalidade nessas áreas tem diminuído bastante nas últimas décadas devido à 

disponibilidade de soro antipeçonha contra escorpiões do gênero Centruroides (0,6 – 0,7 por 

100.000 habitantes) (Celis et al., 2007). Apesar disso, taxas de mortalidade em crianças 

menores de cinco anos e idosos com mais de 60 anos permanecem altas. Na América do 

Norte, incluindo o México, escorpiões do gênero Centruroides são considerados os mais 

perigosos, porém para o restante da América Latina escorpiões do gênero Tityus representam 

maior risco para humanos, pois várias espécies se distribuem por grandes áreas incluindo 

ambientes urbanos, podendo ser endêmicos. 

Em vários países acidentes escorpiônicos fatais apresentaram uma queda expressiva 

durante as últimas décadas. Essa diminuição no número de óbitos está relacionada à 
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disponibilidade de tratamento e soro antipeçonha específico para diferentes espécies de 

escorpiões. 

No entanto, as taxas de envenenamento fatal variam significantemente entre regiões, 

mantendo altas taxas de mortalidade em áreas rurais da América Latina. De acordo com de 

Sousa et. al. (1996) foram registros 6.803 acidentes com 6,6 mortes por 100.000 habitantes 

dos Andes. No Brasil Tityus serrulatus é a principal espécie causadora de acidentes. Apenas 

no ano de 2013 foram notificados mais de 77.000 acidentes por escorpiões, destes, mais de 

20% ocorrem em Minas Gerais (estado com maior incidência de casos) com uma taxa de 

mortalidade de 0,09 %. Essa espécie de escorpião é muito bem adaptada a ambientes urbanos 

e se localiza principalmente nas regiões sudeste e nordeste do Brasil (Cardoso et al., 1995; 

Freire-Maia & Campos, 1989; Maria et al., 2005; SINAN, 2014).  

 Peçonha escorpiônica e toxinas  1.4

A peçonha escorpiônica é produzida por um par de glândulas localizadas no télson 

(último segmento do metassoma) e inoculado por um aguilhão. A peçonha extraída apresenta 

aspecto mucoso e coloração branca. A maior parte dos componentes é de natureza proteica. 

No entanto, a peçonha apresenta outras substâncias como muco, sais inorgânicos, lipídeos, 

aminoácidos, nucleotídeos e aminas biogênicas (Gwee et al., 1996). 

O arsenal tóxico dos escorpiões é composto principalmente de neurotoxinas que atuam 

em canais iônicos (canais para sódio, potássio, cálcio e cloro). Essas neurotoxinas são 

peptídeos com tamanho variado de 35 - 70 aminoácidos. As toxinas que agem em canais para 

sódio são consideradas os componentes mais tóxicos da peçonha escorpiônica e apresentam 

similaridade quanto à sequência primária e à estrutura terciária. Essas toxinas consistem em 

um arranjo de uma α-hélice e duas a três folhas-β, são ainda estabilizadas por três a quatro 

pontes dissulfeto (Rodríguez de la Vega & Possani, 2005; Rodríguez de la Vega et al., 2010; 

Chugunov et al. 2013). As toxinas escorpiônicas que agem em canais iônicos podem ser 

classificadas com base no tipo de canal de atuação, efeitos farmacológicos e sua sequência 

primária. No entanto, algumas proteínas de maior massa molecular são encontradas na 

peçonha, como hialuronidases, proteases e fosfolipases, que também podem contribuir para os 

sintomas associados com o envenenamento (Alvarenga et al., 2012; Costal-Oliveira et al., 

2012; Borchani et al., 2013; Venancio et al., 2013; Horta et al., 2014; Carmo et al., 2014). 
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As toxinas de canais para sódio podem ser classificadas em α ou β (e ainda 

subdivididas nesses grupos) de acordo com seu modo de ação e organismo alvo (Catterall, 

1980; Jover et al., 1980; Billen et al., 2008). As α-toxinas que atuam em canais para sódio se 

ligam no sítio 3 desse canal e impedem a sua inativação ou retardam esse processo, 

desencadeando um atraso na transmissão de impulsos nervosos. Essa classe de toxinas 

também é considerada a mais tóxica da peçonha (Martin-Eauclaire et al., 1994; Arantes et al., 

1994; Bosmans & Tytgat, 2007; Chen & Chung-a, 2012; Kalapothakis & Chavez-Olórtegui, 

1997). Já as -toxinas se ligam ao sítio 4 dos canais para sódio dependentes de voltagem, 

fazendo com que esse canal se abra com menores estímulos, ou seja, menores potenciais de 

ação, levando à despolarização da membrana. Em resumo, as -toxinas deixam os canais para 

sódio mais sensíveis à abertura (Zhang et al., 2012; Chen & Chung-b, 2012; Barhanin et al., 

1982; Cestèle et al., 1998; Pedraza Escalona & Possani, 2013).  

As toxinas que afetam canais para potássio são mais diversas e têm função de bloquear 

ou inativar esses canais. Elas podem ser classificadas em α-KTx, β-KTx, γ-KTx e -Ktx em 

relação a sua atividade farmacológica e tipo de canal de ação (Carbone et al., 1982; Possani et 

al., 1982; Bergeron & Bingham, 2012).  

Outras neurotoxinas também vêm sendo descobertas e afetam canais para cloro ou 

cálcio (Mouhat et al., 2004; Norton & McDonough, 2008). As toxinas que agem em canais 

para cloro atuam principalmente bloqueando esse tipo de canal (Tytgat et. al., 1998; Zeng et. 

al., 2000a; Zhijian et. al., 2006), já as toxinas que agem em canais para cálcio são bastante 

heterogêneas em relação à sequência primária e tamanho e atuam principalmente no bloqueio 

desses canais (Valdivia & Possani, 1998; Chuang et. al., 1998; Fajloun et. al., 2000; Wu et. 

al., 2001; Norton & McDonough, 2008). 

Além das neurotoxinas, a peçonha escorpiônica contém enzimas como hialuronidases, 

proteases e fosfolipases. As hialuronidases são capazes de degradar o ácido hialurônico 

(maior componente da matriz extracelular) e estão associadas com a dispersão da peçonha 

através dos tecidos (Pessini et al., 2001; Costal-Oliveira et al., 2012; Venâncio et al., 2013, 

Horta et al., 2014). As proteases são ainda pouco descritas para escorpiões e muitas espécies 

não apresentam atividade proteolítica detectável (Venâncio et al., 2013; Carmo et al., 2014). 

No entanto, a peçonha de algumas espécies como T. serrulatus pode desenvolver pancreatite 

em algumas vítimas causada pela protease Antarease (Fletcher et al., 2010). A peçonha de H. 

lepturus é a única descrita que possui atividade dermonecrótica e hemolítica, essa ação é 

causada pela enzima Heminecrolisina, uma esfingomielinase D (Borchani et al., 2011a; 
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Borchani et al., 2011b). A ação sinérgica de várias toxinas presentes na peçonha é a 

responsável pelos diversos efeitos tóxicos resultantes do escorpionismo. 

 Soro antipeçonha escorpiônico  1.5

O soro antipeçonha escorpiônico ou soro antiescorpiônico é produzido pela 

imunização de cavalos seguido do isolamento dos anticorpos imunoglobulinas G (IgG). Os 

anticorpos específicos contra a peçonha são purificados a partir do soro e em seguida 

digeridos, os fragmentos Fab’ ou F(ab’)2 gerados são purificados para a utilização clínica. O 

soro produzido na Fundação Ezequiel Dias (Belo Horizonte, MG – Brasil), específico para T. 

serrulatus, é capaz de neutralizar 1 mg de peçonha por mL de soro. A administração do soro 

específico tem a função de neutralizar a peçonha circulante e pode ser usado apenas em 

hospitais com equipe médica treinada. Com base na classificação do grau do acidente o 

paciente pode receber mais de 6 ampolas de soro (contendo 5 mL) (Rezende et al., 1995).  

Uma alternativa para os soros antipeçonha comerciais é o uso de soro liofilizado em 

regiões tropicais e/ou pobres. O soro antipeçonha liofilizado tem uma grande vantagem para a 

preservação em longo prazo e pode ainda ser armazenado em temperatura ambiente. No 

entanto, essa antipeçonha pode ter problemas para a ressuspensão, pois sua solubilidade 

depende diretamente da qualidade do processo de liofilização (Theakston et al., 2003). 

 Historia da produção de soro antiescorpiônico em 1.6

cavalos 

O primeiro soro antiescorpiônico produzido pela imunização de cavalos foi produzido 

por Todd em 1909 com a peçonha do escorpião Buthus quinquestriatus endêmico do Egito. A 

peçonha era extraída pela maceração do télson dos escorpiões, ressuspendida em solução 

salina, centrifugada e o sobrenadante utilizado para a imunização dos cavalos. Os animais 

imunizados apresentavam vários sintomas de envenenamento, incluindo dor no local da 

injeção, diarreia, salivação, sudorese e tetania. A peçonha ainda era misturada a iodo antes de 

ser inoculada para minimizar os sintomas (Todd, 1909). Maurano (1915) desenvolveu o 

primeiro soro antiescorpiônico brasileiro contra a peçonha de T. bahiensis utilizando o mesmo 

protocolo que Todd (1909), no entanto o soro produzido apresentou baixa capacidade de 

neutralização. Em 1917 foi produzido o primeiro soro antiescorpiônico brasileiro com 

capacidade de proteção efetiva. Esse soro foi desenvolvido por Vilela (1917) contra a peçonha 
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de T. serrulatus, que naquela época, acreditava ser uma variação mais clara de T. bahiensis, 

contudo já se sabia que a toxicidade de sua peçonha era maior. Apenas em 1918 a produção 

de soro antiescorpiônico contra Tityus sp. foi conduzida em larga escala (Lucas, 2003). A 

primeira geração de soros antipeçonha continha apenas o plasma sanguíneo sem os 

componentes celulares do sangue. No ano de 1927, as imunoglobulinas começaram a ser 

purificadas a partir do plasma equino para uso em humanos. Essas preparações contendo 

anticorpos purificados apresentaram menor quantidade de contaminantes (proteínas 

plasmáticas presentes no soro), dessa maneira, efeitos adversos decorrentes da soroterapia 

foram previnidos. Para a eliminação dos sintomas associados à soroterapia, os anticorpos 

purificados começaram a ser tratados com pepsina, que cliva os anticorpos gerando o 

fragmento Fab’ que é capaz de neutralizar a peçonha, minimizando ainda mais os efeitos 

adversos (Espino-Solis et al., 2009). 

Com o uso dessa tecnologia a produção de soro antipeçonha foi aprimorada em todo o 

mundo. Em adição aos protocolos clássicos, que utilizam peçonha bruta como antígeno, novas 

tecnologias utilizando a peçonha detoxificada, toxinas recombinantes ou peptídeos sintéticos 

têm sido desenvolvidos para melhorar ainda mais a eficácia do soro antipeçonha. Entretanto, 

pelo que conhecemos, até a presente data nenhuma dessas técnicas de imunização foi utilizada 

na produção comercial de soro antiescorpiônico. 

 Formas alternativas de produção de soro 1.7

antiescorpiônico 

1.7.1 Imunização com peçonha detoxificada  

A detoxificação é descrita como um processo de desenvolvimento de soro 

antiescorpiônico utilizando imunógeno atenuado. A detoxificação da peçonha é realizada 

antes da imunização com o objetivo de atenuar os efeitos tóxicos da peçonha e com isso 

manter a saúde animal, com o aumento de sua expectativa de vida e redução do sofrimento 

causado pela sucessiva imunização com peçonha bruta. 

Vários agentes foram utilizados para se obter a detoxificação das peçonhas 

escorpiônicas. Alguns agentes químicos alcançaram significativa capacidade de redução de 

toxicidade sem afetar a capacidade de produção de anticorpos neutralizantes. Abbadi & 

Irunberry (1970) adicionaram azul de metileno a peçonha para a detoxificação. Outros agentes 

químicos como glutaraldeído, formaldeído e iodo também foram utilizados com sucesso 
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(Possani et al. 1981; Heneine et al. 1986; Das Gupta et al. 1989; Kharrat al., 1997; Heneine & 

Heneine, 1998; Kaabi et al. 2001; Machado de Avila et al. 2004). Esses agentes são capazes 

de diminuir o valor da DL50 de 6-30 vezes em relação à peçonha bruta. Além de promover a 

produção de anticorpos. Algumas peçonhas detoxificadas também desenvolveram proteção 

vacinal contra a peçonha bruta (Possani et al,. 1981; Heneine et al., 1986; Kharrat et al., 

1997; Kaabi et al., 2001; Machado de Ávila et al., 2004). O uso de radiação Gama na peçonha 

em presença de água também é capaz de levar uma alta diminuição da toxicidade da peçonha, 

cerca de 25 vezes o valor da DL50 da peçonha não tratada (Abib & Laraba-Djebari, 2003; Lila 

& Laraba-Djebari, 2011). 

Outra alternativa que resulta na diminuição de toxicidade são os lipossomas. Esses 

lipídios encapsulam a peçonha diminuindo assim sua toxicidade. No entanto, os soros gerados 

com essa metodologia não apresentaram capacidade neutralizante equivalente ao soro 

produzido de maneira convencional, necessitando de mais estudos (Chávez-Olórtegui et al., 

1991; Fonseca et al., 1997). 

1.7.2 Imunização com frações tóxicas da peçonha 

A maior parte da toxicidade da peçonha escorpiônica é atribuída a neuropeptídios com 

massa molecular entre 1,5 e 8 kDa. Devido a grande quantidade de componentes na peçonha, 

muitos são capazes de induzir grande produção de anticorpos sem serem tóxicos, enquanto 

que algumas neurotoxinas não têm capacidade imunogênica elevada, e ainda algumas toxinas 

tem capacidade de imunossupressão (Shah et al., 2003; Varga et al., 2012). Assim, o uso de 

frações tóxicas da peçonha direciona mais a produção de anticorpos contra os componentes 

considerados mais importantes para a proteção do soro. 

Portanto, alguns estudos que utilizaram essa fração, adotaram metodologias de 

detoxificação para conseguirem inocular maior quantidade. Garcia y Perez et al. (1988) 

conseguiram gerar soro de coelho contra a fração tóxica detoxificada de peçonhas de várias 

espécies do gênero Centruroides. No entanto, o soro não obteve boa capacidade de 

neutralização quando comparada ao soro gerado contra a fração não detoxificada. 
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1.7.3 Imunização com anatoxinas nativas  

As toxinas de escorpiões comumente apresentam sequências e estrutura similares 

(Chugunov et al., 2013). No entanto, alguns peptídeos chamados de anatoxinas possuem alta 

similaridade as toxinas sem exibir efeitos tóxicos a mamíferos. Porém, essas anatoxinas 

podem apresentar efeitos em outros organismos ou tecidos que não são tipicamente estudados. 

Existem três trabalhos que utilizaram anatoxinas e foram capazes de gerar soro 

neutralizante contra a peçonha bruta ou contra toxinas purificadas. O soro de coelho 

produzido contra a TsNTxP é capaz de neutralizar 20 DL50 por mL da peçonha de T. 

serrulatus (Chavez-Olórtegui et al., 1997). Já o soro de coelho contra a anatoxina Amm8 de 

A. mauretanicus é capaz de neutralizar 42 DL50 por mL de soro da toxina AaH2 de A. 

australis (Martin-Eauclaire et al., 2006). A imunização com as anatoxinas KAaH1 e KaH2 de 

A. australis foi capaz de gerar proteção vacinal contra a toxina AaH2 e a fração tóxica da 

peçonha de A. australis (Srairi-Abid et al., 2008). Assim, as anatoxinas representam uma 

fonte interessante de antígenos para a produção de soro antiescorpiônico sem causar danos à 

saúde dos animais produtores. 

1.7.4 Imunização com toxinas recombinantes 

As neurotoxinas possuem similaridades em sua sequência primária, estrutura terciária 

e no padrão de pontes dissulfeto. Por isso, o soro gerado contra uma (ou algumas toxinas) 

pode gerar anticorpos que tenham reconhecimento cruzado e capacidade de neutralizar outros 

componentes tóxicos. Além disso, algumas toxinas podem representar uma grande proporção 

da peçonha (ex. a β-toxina Ts1 corresponde a 15% da peçonha de T. serrulatus) (Cologna et 

al., 2009), enquanto outras toxinas podem representar uma porcentagem muito baixa na 

peçonha bruta, limitando o seu uso na produção de soro antipeçonha. Uma opção que substitui 

a purificação de toxinas pouco representadas na peçonha é a expressão de toxinas 

recombinantes utilizando sistemas de expressão baseados em Escherichia coli. Esses sistemas 

de expressão são muito bem caracterizados e podem gerar grandes quantidades de proteína 

recombinante.  

As primeiras toxinas escorpiônicas produzidas de maneira recombinante para a 

imunização de animais foram expressas como uma proteína de fusão para o aumento de sua 

solubilidade e facilidade para a purificação. Bouhaouala-Zahar et al. (1996) expressaram a α-

toxina BotXIV de B. occitanus tunetanus fusionada a dois domínios Z em tandem (o domínio 
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Z é o domínio de ligação da proteína A de Staphylococcus aureus). Essa toxina recombinante 

é capaz de causar paralisia em insetos, porém não tem efeitos em mamíferos. No entanto, o 

soro produzido em coelhos contra essa toxina recombinante foi capaz de neutralizar 20 DL50 

por mL de soro contra a fração tóxica (G50) da peçonha desse escorpião. Além disso, as 

imunizações utilizando a proteína recombinante conferiram proteção vacinal contra o desafio 

com a fração tóxica. Seguindo a estratégia anterior, Benkhadir et al. (2002) expressaram a 

toxina Bot-III. O soro de camundongo produzido era capaz de neutralizar 10 DL50 de peçonha 

por mL de soro. Guatimosim et al. (2000) expressou a anatoxina de T. serrulatus TsNTxP 

fusionada com a proteína de ligação a maltose (MBP), o soro de coelho produzido contra ela é 

capaz de neutralizar 20 DL50 por mL da peçonha bruta. Legros et al. (2001) expressaram três 

toxinas de A. australis (AaH1, AaH2 e AaH3) fusionadas a MBP, juntas essas toxinas 

promoveram a produção de um soro em coelho capaz de neutralizar 15 DL50 por mL contra a 

fração tóxica da peçonha. Essas toxinas também foram capazes de gerar proteção vacinal. 

Garcia et al. (2003) expressaram a toxina com ação em crustáceos Cn5 de C. noxius, porém 

não foram capazes de gerar anticorpos neutralizantes em coelhos ou proteção vacinal contra a 

toxina Cn2 nativa. 

Sistemas de expressão bacteriana podem produzir proteínas recombinantes em corpos 

de inclusão insolúveis. No entanto, Mendes et al., (2008) mostraram que esses corpos de 

inclusão também podem ser imunogênicos. Especificamente, a β-toxina Ts1 (a toxina mais 

abundante nessa peçonha) foi expressa em corpos de inclusão com 2 cópias em tandem e uma 

pequena cauda de fusão T7-Tag. Essa recombinante foi capaz de induzir a produção de soro 

em coelhos com capacidade de neutralizar 15 DL50 por mL de soro contra a peçonha bruta e 

140 DL50 por mL de soro contra a Ts1 nativa. Além disso, essa recombinante conferiu 

proteção vacinal contra a peçonha bruta. 

Proteínas recombinantes contendo cauda de seis histidinas (6x-His) vêm sendo 

utilizadas para a expressão de toxinas. Essa cauda tem alta afinidade por metais como níquel, 

facilitando sua purificação em resinas de afinidade com metais imobilizados (IMAC). Esse 

sistema pode ser utilizado com uma grande variedade de tampões e reagentes, o que promove 

grande plasticidade e bons rendimentos. García-Gómez et al. (2009) expressaram a toxina 

Pg8 da peçonha de Parabuthus granulatus fusionada a uma cauda de histidinas. O soro 

produzido com essa recombinante neutraliza 8 DL50 por mL de soro contra a toxina nativa e 

ainda confere proteção vacinal contra a peçonha desse escorpião. Hernández-Salgado et al. 

(2009) expressaram 3 isoformas da toxina Css2 de C. suffusus. Duas dessas eram ativas: uma 
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similar a nativa e outra contendo uma cauda de histidinas, a isoforma inativa possui a mutação 

E15R. Os soros produzidos em coelhos contra essas 3 isoformas de Css2 produziram 

anticorpos capazes de neutralizar 15 DL50 por mL de soro contra a peçonha bruta. 

Muitos desses estudos descrevendo o uso de toxinas recombinantes para a geração de 

soro antipeçonha demonstraram proteção contra a peçonha bruta. No entanto, ainda é 

necessária a produção de diferentes toxinas recombinantes da mesma espécie de escorpião 

para a geração de um soro antipeçonha que consiga uma proteção mais efetiva contra a 

peçonha bruta. Uma vantagem do uso dessas toxinas como antígenos é de que proteínas 

recombinantes costumam não possuir toxicidade devido à ausência de estrutura terciária 

correspondente a toxina nativa. Sem a toxicidade a imunização com essas proteínas gera 

menos injúria aos animais. No entanto, o maior problema enfrentando pela utilização dessa 

técnica é a inabilidade de bactérias formarem pontes dissulfeto corretamente, o que resulta na 

expressão de toxinas sem a conformação terciária adequada. Sem a correta estrutura terciária, 

os epítopos descontínuos são modificados, fazendo com que alguns anticorpos gerados contra 

elas não apresentem capacidade de proteção contra as toxinas nativas ou peçonha bruta. 

1.7.5 Imunização com peptídeos sintéticos 

Outra ferramenta utilizada como imunógeno para a produção de soro antipeçonha e o 

uso de peptídeos sintéticos com sequência baseada nas toxinas escorpiônicas. Esses epítopos 

são identificados por técnicas de mapeamento de sequências antigênicas, como Phage Display 

ou SPOT (Gazarian et al. 2000; Duarte et al., 2010). A técnica de Phage Display utiliza uma 

biblioteca de fagos que expressam diferentes peptídeos na superfície do capsídeo (Smith, 

1985). Os epítopos imunorreativos são então sequenciados para a aferição de sua sequência. 

Já a técnica de SPOT utiliza peptídeos sintéticos com base em uma sequência alvo (cerca de 

10 – 15 aminoácidos com sobreposição de sequência) que são ligados a uma membrana de 

celulose. Os peptídeos reativos são definidos pelo uso de soro específico. Após a 

identificação, esses peptídeos são sintetizados e utilizados como antígenos para a imunização. 

Os epítopos contínuos são definidos como uma porção linear da sequência primária de uma 

toxina, já os epítopos descontínuos são compostos por diferentes porções da sequência 

primária da toxina, porém eles permanecem próximos na conformação terciária (Figura 2). 

Para aumento da imunogenicidade esses pequenos peptídeos são ligados a proteínas 

carregadoras como BSA (albumina do soro bovino), OVA (albumina de ovo) ou KLH 

(keyhole limpet hemocyanin).  
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Figura 2: Representação esquemática dos tipos de epítopos. 

Na figura, a linha azul representa uma proteína hipotética. As letras vermelhas representam um epítopo contínuo, 

localizado na sequência linear da proteína. Já as letras verdes representam um epítopo descontínuo, localizado em 

diferentes porções da sequencia linear da proteína. As letas ‘N’ e ‘C’ apresentam as extremidades N- e C- terminais 

da proteína. 

Bahraoui et al. (1986) produziram o primeiro soro antipeptídeo com o uso de um 

peptídeo, ligado a BSA, correspondente aos resíduos 50-59 da toxina AaH2 de A. australis. 

Esse soro foi capaz de neutralizar a toxina nativa, porém não foi testado contra a peçonha 

bruta ou como proteção vacinal. A partir desse primeiro trabalho, outras pesquisas seguiram a 

mesma linha imunizando camundongos e coelhos para a produção de soro. Os resultados 

obtidos são variáveis uma vez que cada trabalho utilizou sequências de diferentes trechos de 

toxinas. Alguns trabalhos utilizaram peptídeos contínuos e outros descontínuos, sendo que os 

últimos apresentaram resultados mais satisfatórios (Ait-Amara et al., 1993; Calderon-Aranda 

et al., 1995; Devaux et al., 1997, Calderon-Aranda et al., 1999; Alvarenga et al., 2002; 

Inceoglu et al., 2006; Duarte et al., 2010).  

Esses estudos mostram que é possível a produção de soro antipeçonha com o uso de 

epítopos definidos. Alguns desses peptídeos apresentaram boa capacidade neutralizante, no 

entanto, formulações utilizando múltiplos peptídeos podem ser testadas para a produção de 

um soro com capacidade neutralizante mais abrangente a outros componentes tóxicos da 

peçonha.  

1.7.6 Anticorpos monoclonais contra a peçonha escorpiônica  

Desde a descoberta dos anticorpos monoclonais (mAb’s) por Kohler & Milstein 

(1975), vários mAB’s vêm sendo desenvolvidos para o tratamento de doenças e 

desenvolvimento de kits de diagnóstico. O primeiro mAb gerado contra uma toxina de 

escorpião foi produzido por el Ayeb & Rochat (1988) que produziram dois monoclonais 
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contra a toxina AaH2. Ambos mAb’s se ligavam muito bem a essa toxina, contudo um 

anticorpo possuía capacidade neutralizante e o outro não (Yahi et al. 1992). Nem todos os 

mAb’s possuem capacidade neutralizante, pois o sítio de ligação pode ser diferente do sítio 

ativo da toxina (Bahraoui et al., 1988; Devaux et al., 1997; Clot-Faybesse et al., 1999; Mousli 

et al., 1999). No entanto alguns mAb’s tem a capacidade de reconhecer mais de uma toxina, 

devido as similaridades entre as sequências de toxinas (entres espécies ou gêneros). Dessa 

maneira essa reação cruzada seria muito interessante para a neutralização da peçonha 

escorpiônica (Zamudio et al. 1992; Hérion et al. 1995; Calderon-Aranda et al. 1995; 

Alvarenga et al. 2005). Licea et al. (1996) caracterizou um anticorpo monoclonal capaz de 

neutralizer 43 DL50 por mg de F(ab’)2 contra apeçonha de C. noxius. 

Essa metodologia apresenta vantagens na produção direcionada de anticorpos 

neutralizantes. Devido à especificidade, um mAb pode neutralizar uma ou poucas toxinas, 

deixando outras ainda ativas. Por isso uma mistura de vários mAb’s podem ser necessários 

para uma neutralização satisfatória. Por outro lado a busca por mAb’s humanos pode ser 

interessante na prevenção de reações alérgicas consequentes da soroterapia, relativamente 

comuns em acidentes envolvendo serpentes ou aranhas (Lo Vecchio et al., 1999; da Silva et 

al., 2011). A identificação de novos mAb’s pode levar ao desenvolvimento de um soro mais 

efetivo contra as espécies que representam perigo a humanos. Outros Mab’s específicos 

contra toxinas escorpiônicas tem sido usados para identificar novos epítopos e toxinas (Jia et 

al. 2000; Wu et al., 2001; Devaux et al., 2002; Hernández et al. 2002). 

1.7.7 Anticorpos recombinantes baseados em antipeçonha 

escorpiônica  

A fusão de duas metodologias levou a produção de anticorpos recombinantes. Esses 

anticorpos já são utilizados como sondas, para diagnósticos e terapia (Frenzel et al. 2013). 

Vários sistemas de expressão podem ser utilizados, o que resulta em um alto rendimento de 

proteínas recombinantes comparado ao tradicional sistema de produção de monoclonais em 

cultura de células. Além disso, esses anticorpos gerados por manipulação do DNA podem 

conter varias modificações, incluindo geração de anticorpos quiméricos (porção leve e pesada 

de organismos diferentes). Anticorpos recombinantes podem ser gerados com base em 

culturas de mAb’s seguido do isolamento do cDNA específico da porção de reconhecimento 

do antígeno e posteriormente clonada no vetor de interesse. 
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Os primeiros trabalhos utilizando essa metodologia apresentaram resultados 

satisfatórios, uma vez que os anticorpos gerados apresentaram características similares aos 

mAb’s dos quais foram baseados (Mousli et al., 1999, Selisko et al., 2004). Porém, a 

clonagem apenas da porção Fab’ por Aubrey et al. (2004) não apresentou a mesma eficácia 

que o mAb de origem. 

Experimentos utilizando mutagênese na sequência de reconhecimento de anticorpos 

são interessantes para a geração de novos anticorpos recombinantes mais generalistas 

(reconhecendo mais de uma toxina da peçonha) e mais estáveis (Juárez-González et al., 2005; 

Juste et al., 2007; Di Tommaso et al., 2012). Outro aspecto interessante nessa metodologia é a 

geração de anticorpos humanizados, que podem ser desenvolvidos como quiméras. A 

capacidade de neutralização desses recombinantes já foi descrita por vários autores (Riaño-

Umbarila et al., 2005; Riaño-Umbarila et al., 2011; Amaro et al., 2011; Pucca et al., 2012; 

Quintero-Hernández et al., 2012). 

O avanço mais recente nessa área foi o uso dos nanobodies que são anticorpos de 

menor tamanho encontrados em tubarões e camelídeos. Nanobodies são expressos como uma 

cadeia única, sendo que sua porção de reconhecimento ao antígeno chamada de VHH e possui 

tamanho de 12-15 kDa. Devido ao tamanho reduzido essas moléculas podem se ligar a 

epítopos indisponíveis a anticorpos convencionais. Além disso, essas moléculas são muito 

estáveis, podem ser expressas de forma recombinante, e tem capacidade de neutralização 

semelhante aos anticorpos convencionais. Em comparação, com a porção Fab’ de um IgG 

equino é 3 vezes maior que o domínio VHH dos nanobodies, portanto sua farmacocinética é 

mais efetiva. Assim essas moléculas já foram descritas na rápida neutralização de toxinas 

escorpiônicas (Hmila et al., 2008; Abderrazek et al., 2009; Hmila et al., 2010; Abderrazek et 

al., 2011; Ezzine et al, 2012; Hmila et al., 2012). A vantagem do uso de anticorpos 

recombinantes está diretamente ligada ao grande rendimento de produção em sistemas 

heterólogos. 

  Tityus serrulatus 1.8

Há no território brasileiro várias espécies de escorpiões, porém apenas o gênero Tityus 

possui representantes que podem causar acidentes graves a seres humanos (Soares et al., 

2002). Dentre as espécies pertencentes a esse gênero, T. serrulatus (escorpião amarelo, Figura 
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3) destaca-se pela grande população, reprodução por partenogênese, maior toxicidade da 

peçonha e alta adaptabilidade a ambientes urbanos (Lourenço & Cloudsley-Thompson, 1999). 

 
 
Figura 3: Morfologia de escorpiões e Tityus serrulatus (Escorpião amarelo). 

Esquema ilustrativo da morfologia dos escorpiões e foto ilustrativa da região dorsal de um exemplar de T. 

serrulatus. Em A) Vista dorsal e ventral do escorpião. O prossoma compreende o cefalotorax e apêndices e o 

opistossoma compreende o mesossoma e metassoma. O par de glândulas de peçonha se localiza no último 

segmento do metassoma, télson, onde também está presente um aguilhão para a inoculação da peçonha. Desenho de 

Guarnieri (1998) adaptado. Em B) é possível notar a coloração marrom no dorso e amarela nas patas, palpos e 

metassoma.  

O ambiente urbano é um dos nichos preferidos por essa espécie, uma vez que as 

populações de T. serrulatus encontram-se concentradas em cidades (Torres et al., 2002; 

A) 

B) 
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Bortoluzzi et al., 2007; Ministério da Saúde, 2009). Esse tipo de ambiente abriga grande 

quantidade de presas, como baratas dentre outros insetos, nas redes de esgotos, de energia e 

nos cemitérios. O escorpião T. serrulatus se encontra amplamente distribuído pelo Brasil, nas 

regiões sudeste, nordeste, centro oeste e em parte da região sul, como demostrado no mapa 

(Figura 4).  

 

Figura 4: Distribuição geográfica de T. serrulatus no território brasileiro. 

Ampla distribuição de T. serrulatus pelo território brasileiro nas regiões sudeste, nordeste, centro-oeste e em parte 

da região sul. As maiores populações dessa espécie estão localizadas principalmente nos centros urbanos. Adaptado 

de Borges et al. (2010) 

1.8.1 Epidemiologia de T. serrulatus 

Os escorpiões são responsáveis pela maior parte dos acidentes envolvendo animais 

peçonhentos (Tabela 1) no Brasil. Esses acidentes representam 52% de todos os registros 

dessa natureza, incluindo serpentes, aranhas e outros animais peçonhentos (Tabela 2) 

(SINAN, 2014).  

Acidentes com escorpiões podem ter alta gravidade e culminar em óbito, isso 

dependerá da gravidade do envenenamento. Com base nos dados supracitados, acidentes com 

escorpiões são responsáveis por quase 32% dos óbitos decorrentes de acidentes com animais 

peçonhentos, demostrando a grande importância dos quadros de escorpionismo no Brasil 

(Academia Brasileira de Ciências, 2010; SINAN, 2014).  
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Tabela 1: Acidentes escorpiônicos no Brasil em 2013 por estado. 

UF Notificação 
Acidente Óbitos 

Número % Número % 
Norte 3.502 4,51 1 1,33 

Rondônia 172 0,22 - - 
Acre 174 0,22 - - 

Amazonas 380 0,49 - - 
Roraima 61 0,08 - - 

Para 1.885 2,43 1 1,33 
Amapá 128 0,16 - - 

Tocantins 702 0,90 - - 
Nordeste 38.199 49,18 44 58,67 

Maranhão 716 0,92 - - 
Piauí 1.809 2,33 5 6,67 
Ceara 3.390 4,36 1 1,33 

Rio Grande do Norte 3.293 4,24 - - 
Paraíba 2.848 3,67 - - 

Pernambuco 7.940 10,22 7 9,33 
Alagoas 6.790 8,74 4 5,33 
Sergipe 898 1,16 - - 
Bahia 10.515 13,54 27 36,00 

Sudeste 30.658 39,47 19 25,33 
Minas Gerais 16.938 21,81 10 13,33 
Espirito Santo 2.208 2,84 3 4,00 
Rio de Janeiro 289 0,37 1 1,33 

São Paulo 11.223 14,45 5 6,67 
Sul 1.644 2,12 - - 

Paraná 1.215 1,56 - - 
Santa Catarina 216 0,28 - - 

Rio Grande do Sul 213 0,27 - - 
Centro-Oeste 3.663 4,72 11 14,67 

Mato Grosso do Sul 870 1,12 2 2,67 
Mato Grosso 876 1,13 2 2,67 

Goiás 1.409 1,81 5 6,67 
Distrito Federal 508 0,65 2 2,67 

Total 77.666 100 75 100 
Fonte: SINAN, 2014. 

A maior parte dos acidentes escorpiônicos ocorre nos meses quentes e chuvosos, 

período em que os escorpiões apresentam maior atividade (Ministério da Saúde, 2009; 

SINAN, 2014). A picada, na maior parte dos casos, atinge os membros superiores, como as 

mãos e os antebraços. Dados obtidos no Brasil entre os anos de 2007 e 2012 mostram que os 

indivíduos com idade inferior a 10 anos apresentam maior sensibilidade à peçonha e 

propensão ao falecimento, contribuindo com a maior parte do total de óbitos. Dessa forma, as 

crianças necessitam de maior atenção das autoridades e cuidado nos centros de saúde durante 

o tratamento do escorpionismo (Ministério da Saúde, 2001; SINAN, 2014). Além da idade do 

indivíduo acidentado, outros fatores como a espécie do escorpião envolvido, sensibilidade da 
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vítima à peçonha e quantidade de peçonha injetada na vítima são decisivos no 

desencadeamento dos sintomas do escorpionismo (Hering et al., 1992; Cupo et al., 1994; 

Ministério da Saúde, 2001, 2009). 

Tabela 2: Número de acidentes e óbitos por animais peçonhentos no ano de 2013. 

Tipo de 
Acidente 

Acidente Óbitos 
Número % Número % 

Escorpião 77.666 52,44 75 31,78 
Serpente 26.967 18,21 103 43,64 
Aranha 29.167 19,70 18 7,63 
Lagarta 3.691 2,49 2 0,85 
Abelha 10.600 7,16 38 16,10 
Total 148.091 100 236 100 

Fonte: SINAN, 2014.  

1.8.2 Toxinas de T. serrulatus 

A peçonha do escorpião T. serrulatus é uma mistura complexa de substâncias. Os 

peptídeos com massa molecular entre 4 e 8 kDa representam as principais toxinas da peçonha 

(Barhanin et al., 1982; Possani et al., 1992; Mansuelle et al., 1992; Martin-Eauclaire et al., 

1994; Arantes et al., 1994; Corona et al., 1996; Pessini et al., 2001; Cologna et al., 2009; 

Fletcher et al., 2010). Além das toxinas (peptídeos de baixa massa molecular), a peçonha de 

Tityus serrulatus é composta por uma grande variedade de substâncias químicas, como muco, 

sais inorgânicos, proteínas de alta massa como hialuronidases, proteases, peptídeos 

hipotensores, nucleotídeos, lipídeos e aminoácidos (Gwee et al., 1996; Fukuhara et al., 2003; 

Cologna et al., 2009; Verano-Braga et al., 2008, 2010; Alvarenga et al., 2012, Horta et al., 

2014; Carmo et al., 2014).  

As principais toxinas da peçonha atuam em canais iônicos para sódio dependentes de 

voltagem (Becerril et al., 1997; Campos et al., 2004; Vasconcelos et al., 2005; Cologna et al., 

2009). A partir da análise da biblioteca de cDNA da glândula de peçonha de T. serrulatus, foi 

observado que as toxinas que atuam nos canais para sódio representam 16% das EST’s 

relacionadas à peçonha (Alvarenga et al., 2012). Esses canais são de extrema importância nos 

neurônios, uma vez que são responsáveis pela despolarização da membrana para que ocorra a 

transmissão do impulso nervoso (Cestèle & Catterall, 2000; Gurevitz, 2012).  

Até o momento, T. serrulatus possui seis toxinas descritas que atuam em canais para 

sódio. As toxinas Ts3, Ts5 e Ts2 são α-toxinas, sendo que as duas primeiras são consideradas 

as toxinas mais letais da peçonha (Martin-Euclaire, et. al., 1994; Arantes et. al., 1994; 

Cologna et al., 2012 ). Já a Ts2, foi recentemente classificada nesse grupo, pois apresenta 
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ação similar as α-toxinas, porém possui alta similaridade de sequência a β-toxina Ts1 

(Cologna et al., 2012). A toxina Ts1 pertence à classe das β-toxinas escorpiônicas e 

representa cerca de 15% da peçonha desse escorpião (Barhanin et al., 1982; Cologna et al., 

2009). As novas toxinas Ts17 e Ts18 foram descritas por Alvarenga et al. (2012), com base 

em uma biblioteca de cDNA da glândula de peçonha. A toxina Ts17 tem alta similaridade 

com as α-toxinas Ts3 e Ts5, enquanto a Ts18 se assemelha a toxina U1-buthitoxin-Hj1a, 

predita para a espécie Hottentotta judaicus. 

Além das toxinas que atuam em canais para sódio dependentes de voltagem, existem 

ainda toxinas que atuam em outros canais iônicos, contribuindo para a ação tóxica da peçonha 

como as toxinas que atuam em canais para potássio (Becerril et al., 1997; Legros et al., 1998; 

Cologna et al., 2009;  Cologna et al., 2011). As toxinas que agem em canais para potássio 

representam 22% das EST’s relativas à peçonha (Alvarenga et al., 2012). São descritas para 

T. serrulatus sete toxinas desse grupo. As toxinas Ts6, Ts7 e Ts15 são consideradas α-KTx, 

diferindo em sua sequência primária e subtipo de canal alvo. Já as toxinas Ts8 e Ts19 são 

consideradas pertencentes à família β-KTx. As Ts9 e Ts16 são -KTx (Cologna et al., 2009; 

Alvarenga et al., 2012). Nesse sentido, ainda não foram descritas toxinas com ação direta em 

canais para cloro e cálcio em T. serrulatus. 

As enzimas presentes na peçonha, como hialuronidases e proteases, também 

contribuem para o processo de envenenamento. Porém, o mecanismo de ação desses 

componentes no envenenamento ainda é pouco estudado (Pessini et al., 2001; Almeida et al., 

2002; Venâncio et al., 2013; Horta et al., 2014; Carmo et al., 2014). As hialuronidases 

possuem ação de clivagem do ácido hialurônico, principal componente da matriz extracelular. 

Sua atividade é relatada como um fator de dispersão da peçonha através dos tecidos, fazendo 

com que a peçonha seja distribuída mais rapidamente no organismo (Pessini et al., 2001). 

Horta et al., (2014) descreveram duas hialuronidases a partir do cDNA da glândula de 

peçonha de T. serrulatus, nomeadas de TsHyal-1 e TsHyal-2. Os autores demonstraram que a 

neutralização dessa enzima diminui a ação tóxica dessa peçonha. Com 121,6 μL de soro anti-

TsHyal é possível a proteção completa de 1 DL50 e quantidades inferiores de soro são capazes 

de diminuir o tempo de óbito dos camundongos. 

Recentemente, outra classe de enzimas foi descrita para esse escorpião, as proteases. A 

atividade proteolítica nessa peçonha é discreta, com necessidade de grande quantidade de 

peçonha para a detecção de tal atividade. Porém, alguns trabalhos descreveram a ação 

proteolítica juntamente com a sequência da primeira protease da peçonha de T. serrulatus, a 
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metaloprotease Antarease (Almeida et al., 2002; Fletcher et al., 2010; Venâncio et al., 2013). 

O trabalho desenvolvido nessa tese, através de uma biblioteca de cDNA conseguiu identificar 

dez diferentes proteases pertencentes a classe das metaloproteases denominadas TsMS 1-10 

(Carmo et al., 2014). Com o auxilio de uma nova biblioteca de cDNA da glândula de peçonha 

desse escorpião outras proteases presentes na peçonha foram descritas. 

1.8.3 Tratamento de escorpionismo 

As neurotoxinas presentes na peçonha de T. serrulatus desencadeiam um padrão 

complexo de sinais e sintomas na vítima de envenenamento, que pode levar à morte. Há 

acometimento dos sistemas cardiovascular, respiratório, digestivo e nervoso. O principal 

sintoma é intensa dor local, porém outros sintomas, como leves sinais inflamatórios, 

hipertensão, sudorese, agitação, taquicardia, náuseas, vômitos, edema pulmonar e choque 

podem ser observados em casos com maior gravidade (Ministério da Saúde, 2001; 2009). 

Os sinais clínicos e a idade do acidentando são os principais fatores observados na 

classificação da gravidade do acidente escorpiônico. Os casos considerados leves recebem o 

tratamento sintomatológico, como analgésicos e observação clínica. Já para os casos 

classificados como moderados ou graves é fornecido o soro antiescorpiônico. O soro 

antiescorpiônico é responsável pela neutralização da peçonha circulante, impedindo que as 

toxinas continuem agindo na vítima (Ministério da Saúde, 2001; 2009) Nos casos em que é 

administrado soro antiescorpiônico (ou soro antiaracnídico), podem ser utilizadas de 2 a 6 

ampolas de soro. Cada ampola possui 5 mL de soro, sendo que 1 mL e tem a capacidade de 

neutralizar 5 vezes a DL50 (Dose Letal para 50%), ou seja, é injetada na vítima uma 

quantidade de soro que é responsável pela neutralização de, no mínimo, 50 vezes a DL50 

(Ministério da Saúde, 2001).  

1.8.4 Problemas na produção de soro 

Apesar da eficácia do soro antipeçonha produzido, há problemas na produção, como 

por exemplo, o elevado custo. A peçonha escorpiônica é obtida através da extração por 

estimulação elétrica, e cada escorpião libera uma quantidade pequena de peçonha. Assim, 

deve-se extrair peçonha de vários escorpiões, sendo necessária a criação e manutenção desses 

animais em cativeiro, além de uma criação paralela de presas, como baratas e grilos. Além da 

dificuldade de obtenção de peçonha, os cavalos utilizados para a produção de soro apresentam 
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uma baixa sobrevida devido à ação tóxica da peçonha que é neles inoculada. Nem todos os 

cavalos, após os ciclos de imunização, produzem um soro com a capacidade neutralizante 

esperada, culminando na constante substituição da tropa e no aumento do custo de produção. 

Outro fator importante é o efeito de diluição dos anticorpos neutralizantes, uma vez que a 

peçonha apresenta diversos componentes, dentre eles, vários não tóxicos. Dessa forma, há 

uma produção de anticorpos contra componentes tóxicos e não tóxicos, fazendo com que os 

anticorpos que realmente neutralizam os efeitos da peçonha estejam mais diluídos no soro 

(Chippaux & Goyffon, 1998; Gazarian et al., 2005; Maria et al., 2005).  

Assim, nosso grupo de pesquisa vem, há algum tempo trabalhando no intuito de 

aprimorar o soro antiescorpiônico, produzindo-o de maneira menos agressiva aos cavalos e 

mais direcionada aos componentes tóxicos e imunogênicos da peçonha. Para tal, é utilizada a 

tecnologia de produção de proteínas recombinantes e epítopos sintéticos para utilização como 

imunógenos (Guatimosim et al., 2000; Machado de Avila et al., 2004; Mendes et al., 2004; 

Alvarenga et al., 2005; Mendes et al., 2008; Duarte et al., 2010).  

A partir de proteínas recombinantes expressas em E. coli, já foram caracterizadas pelo 

nosso grupo alguns componentes tóxicos da peçonha de T. serrulatus e de outros organismos 

(Kalapothakis et al., 2002; Carneiro et al., 2003; Figueiredo et al.,2008; Lobato et al., 2010). 

O primeiro componente da peçonha de T. serrulatus estudado na forma recombinante foi o 

peptídeo não tóxico TsNTxP, por Guatimosim et al. (2000). Esse peptídeo foi selecionado por 

apresentar alta similaridade com toxinas que agem em canais para sódio e por produzir, em 

sua forma nativa, soro com boa capacidade neutralizante contra a peçonha de T. serrulatus 

(Chávez-Olórtegui et al., 1997). Guatimosim et al. (2000) verificaram que 1 mL do soro 

produzido contra a TsNTxP recombinante foi capaz de neutralizar 20 DL50 da peçonha de T. 

serrulatus. A toxina Ts1 recombinante foi expressa e caracterizada com duas cópias em 

tandem por Mendes et al. (2008). Nesse trabalho, 1 mL de soro anti-Ts1(2) foi capaz de 

neutralizar 75% de 20 DL50 de peçonha bruta e 140 DL50 de Ts1 nativa. Carmo (2011) 

caracterizou a capacidade neutralizante da toxina Ts3 recombinante expressa no vetor 

pET26b; porém, não foi verificada capacidade protetora do soro produzido contra a peçonha 

de T. serrulatus. A partir desse trabalho, teve início à ideia de imunização de animais 

utilizando-se tanto toxinas recombinantes como peçonha bruta de T. serrulatus como reforço. 

Em 2011, realizou-se uma nova construção com a toxina Ts1, que continha quatro cópias em 

tandem (Ts14x). O soro anti- Ts14x produzido não apresentou reconhecimento por ELISA 
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contra TsP ou Ts1 nativa. No entanto, 1 mL deste soro foi capaz de proteger 20 DL50 de Ts1 

nativa (Mendes, 2012). 

Os trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo se mostram interessantes para o 

desenvolvimento de formas alternativas à imunização tradicional. Porém, ainda são 

necessários avanços nos estudos, para que haja a produção de um soro neutralizante a partir 

de imunógenos recombinantes que confira alto valor de proteção. 

O presente trabalho vem inovar nossos estudos, uma vez que é o primeiro a propor a 

produção de soro neutralizante a partir de uma proteína quimérica baseada em toxinas de 

diferentes classes da peçonha de T. serrulatus. Dessa maneira, a imunização realizada com 

apenas um antígeno que carrega sequências de toxinas de canais para sódio dependentes de 

voltagem uma tipo  e a outra tipo  e ainda uma proteína imunogênica e não tóxica (Ts3, 

Ts1 e TsNTxP). Além do desenvolvimento da produção de soro, esse trabalho buscou por 

novos componentes tóxicos (proteases) presentes na peçonha que possam contribuir para a 

toxicidade da peçonha.  
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 Justificativa 2.

O escorpionismo é um problema de saúde pública no Brasil, com registros de mais de 

70.000 casos de acidentes por ano (SINAN, 2014). O soro antiescorpiônico é recomendado 

pelo Ministério da Saúde e é utilizado para casos moderados e graves de envenenamento 

(Ministério da Saúde, 2001). Esse soro é produzido no Brasil, imunizando-se cavalos com 

peçonha bruta de escorpião. Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando no desenvolvimento 

de técnicas alternativas à imunização de animais e à produção de soro antiescorpiônico. 

Devido à alta toxidade da peçonha, que afeta a sobrevida dos cavalos imunizados, bem como 

ao alto custo de produção, esse tipo de abordagem deve ser considerada. Além disso, nossa 

estratégia visa buscar por novos componentes da peçonha com potencial toxicidade, como as 

proteases, e produzir antígenos para a geração de um soro mais eficaz e direcionado aos 

principais componentes tóxicos da peçonha de T. serrulatus. 
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 Objetivos 3.

Construir um cassete quimérico de expressão heteróloga para produzir um antígeno 

recombinante para a produção de soro. Analisar a capacidade do soro anti-quimera em 

neutralizar os efeitos tóxicos da peçonha de Tityus serrulatus. Identificar sequências de 

proteases a partir da biblioteca de cDNA. Caracterizar a ação proteolítica da peçonha como 

inferência a sua toxicidade. 

 Objetivos Específicos  3.1

 Construir cassetes de expressão quiméricos com as sequências baseadas em 

toxinas; 

 Expressar e purificar a construção quimérica;  

 Avaliar a toxicidade da proteína quimérica em camundongos; 

 Imunizar coelhos utilizando a proteína quimérica e/ou a peçonha bruta de T. 

serrulatus; 

 Avaliar a reatividade dos soros anti-quimera produzidos frente à peçonha bruta 

de T. serrulatus; 

 Avaliar a capacidade dos soros anti-quimera produzidos em neutralizar os 

efeitos tóxicos da peçonha de T. serrulatus; 

 Caracterizar a ação proteolítica da peçonha de T. serrulatus; 

 Identificar através de duas bibliotecas de cDNA as sequências relativas a 

proteases; 

 Inferir sobre a toxicidade das proteases encontradas no processo de 

envenenamento.



Material e Métodos 

42 

 Material e Métodos  4.

 Animais e linhagens de E.coli utilizadas 4.1

 Este trabalho foi submetido e aprovado pelo CETEA (Comitê de Ética em 

Experimentação Animal) da UFMG, protocolo 204/2012. 

 Foram utilizados coelhos da raça Nova Zelândia fêmeas (3 a 4 quilos), obtidos na 

Fazenda da Escola de Medicina Veterinária da UFMG (Igarapé – MG).  

 Foram utilizados camundongos da linhagem Balb/c fêmeas (20 ± 2 g), obtidos no 

centro de bioterismo (Cebio) da UFMG (Belo Horizonte - MG). 

 Escorpiões (Tiyus serrulatus) adultos foram coletados na cidade de Belo Horizonte 

(19° 50′ 58″ S, 43° 57′ 15″ W). 

 Linhagens de Escherichia coli: 

o XL1Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB 

lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)] (Stratagene). 

o BL21 (DE3): F
-
ompT, gal hsdSB (rB

-
mB

-
) dcm lon λDE3 (Novagem). 

o SHffle T7 express: fhuA2 lacZ::T7 gene1 [lon] ompT ahpC gal λatt::pNEB3-

r1-cDsbC (SpecR, lacIq) ΔtrxB sulA11 R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 

[dcm] R(zgb-210::Tn10 -TetS) endA1 Δgor ∆(mcrC-mrr)114::IS10 (New 

England Biolabs-NEB) 

 Extração de peçonha de T. serrulatus 4.2

As extrações tiveram intervalos de 14 dias e a peçonha foi extraída por estimulação 

elétrica do tecido muscular adjacente à glândula de peçonha, com carga de 20 V. A peçonha 

de cerca de 200 escorpiões foi recolhida e diluída em água destilada/deionizada, contendo 

0,01% de ácido trifluoroacético (TFA). Em seguida, a peçonha foi centrifugada a 16.000 x g, 

a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante e o precipitado foram separados e armazenados a 

temperatura de -20°C até o momento do uso.  
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 Busca de clones na Biblioteca de cDNA para a 4.3

construção de cassetes quiméricos  

Nosso laboratório possui uma biblioteca de cDNA da glândula de peçonha do 

escorpião Tityus serrulatus. Através do sequenciamento dos clones dessa biblioteca, foi 

encontrado o cDNA correspondente a várias toxinas (Kalapothakis et al., 2001). 

A busca pelo cDNA com a sequência nucleotídica de toxinas nessa biblioteca foi 

previamente realizada pelo nosso grupo (Alvarenga et al., 2012). 

 Vetores plasmidiais utilizados 4.4

Para este trabalho, foram utilizados dois vetores distintos: pGEM-T-Easy e pET26b 

(Vide mapa em Anexos I). 

O vetor de clonagem pGEM-T-Easy foi selecionado por ser designado à clonagem de 

produtos de PCR que possuam em suas extremidades uma adenina, que gera uma extremidade 

coesiva. Possui resistência ao antibiótico Ampicilina e outro marcador de seleção é por IPTG 

(Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside)/X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactopyranoside), que leva à obtenção de colônias azuis e brancas, sendo as azuis negativas 

para a clonagem e as brancas positivas.  

O vetor pET26b possui um amplo sítio múltiplo de clonagem (MCS) e gene de 

resistência ao antibiótico canamicina. Possui o forte promotor T7, que é capaz de produzir 

altos níveis de expressão da sequência clonada posterior a ele. As características mais 

marcantes são a presença do pelB leader e cauda de histidina como proteínas de fusão, a 

primeira é um peptídeo de sinal capaz de endereçar a proteína fusionada a ele ao periplasma 

bacteriano, facilitando o processo de purificação e a segunda é utilizada na purificação de 

proteínas por afinidade a íons metálicos. 

 Reação em cadeia da Polimerase (PCR) 4.5

A PCR foi preparada como descrito abaixo. O controle negativo se consistiu dos 

reagentes sem adição de DNA, sendo que 10 ng de DNA plasmidial ou colônias bacterianas 

foram as amostras de interesse. As colônias bacterianas foram coletadas com auxilio de 

ponteiras de micropipetas estéreis para a amplificação dos fragmentos de interesse (Saiki et 

al., 1988). 
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Foram adicionados ao mesmo tubo: 5 μL de tampão IVb 5x (Phoneutria); 2,5 μL 

dNTP’s 1 Mm; 0,2 μL de Taq DNA polimerase; 5 pMol de cada iniciador (0,3 μL); 16,7 μL 

de água bidestilada, com volume final de 25 μL.  

Foi usado o seguinte programa de termociclagem: 95 °C por 4 minutos; (95 °C por 30 

segundos, 58 °C por 30 segundos, 72 °C por 40 segundos) repetidos por 30 vezes; 72 °C por 5 

minutos; 4 °C ∞. 

 Eletroforese em gel de agarose  4.6

O gel de agarose 1,5% ou 0,8% foi preparado com tampão TAE (40 mM Tris-HCl pH 

7,5; ácido acético 20mM, 1 mM EDTA pH 8,0). A amostra de DNA foi acrescida de tampão 

de amostra 10 x (1:10 v:v) (Phoneutria) e aplicado no gel. A eletroforese foi realizada de 

acordo com Sambrook et al., (1989). 

 Transformação em E. coli 4.7

Uma alíquota de 50 μL de bactérias E. coli eletrocompetentes XL1-Blue ou BL20 

(DE3) (Phoneutria) foi descongelada em banho de gelo. Foram adicionados às células 100 ng 

de DNA plasmidial, a amostra permaneceu em repouso por 1 minuto em banho de gelo. As 

células foram transferidas para uma cubeta de eletroporação (Bio-Rad). A cubeta foi então 

transferida para o eletroporador (Electroporator 2510, Eppendorf) e submetida a uma 

voltagem de 1800 mV, com corrente de 25 μF e resistência de 200 Ω. Imediatamente, foi 

adicionado às células 1 mL de meio de cultura SOC (2% de peptona; 0,5% de extrato de 

levedura; 10 mM de NaCl; 2,5% de KCl; 10 mM de MgCl2; 10 mM de MgSO4; 20 mM de D-

glicose). Cuidadosamente, as bactérias foram transferidas para um tubo de 15 mL e incubadas 

em repouso por 1 hora a 37°C.  

Após a incubação de uma hora, as células transformadas foram transferidas para o 

meio LB-ágar (1 % de Peptona; 0,5 % de Extrato de levedura; 1 % de NaCl; 2 % de ágar ) 

com a devida concentração de antibióticos. Ao vetor pGEM-T-Easy resistente à Ampicilina 

(Phoneutria), a concentração final de antibiótico no meio foi de 100 μg/mL e ao vetor 

pET26b, resistente à canamicina (Phoneutria), a concentração final de antibiótico no meio foi 

de 50 μg/mL. As placas foram incubadas por 16 horas à temperatura de 37° C, para se obter 

colônias recombinantes resistentes ao meio seletivo.  
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 Lise alcalina para purificação plasmidial  4.8

Uma colônia bacteriana isolada foi inoculada em 10 mL de meio LB-caldo (1 % de 

peptona; 0,5 % de extrato de levedura; 1 % de NaCl) com antibiótico adequado, que foi 

incubado sob agitação à 37° C por 16 horas. 

Após este período a cultura foi centrifugada a 3.000 x g durante 10 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em 150 μL de 

solução I (50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCl pH 8,0; 10 mM de EDTA pH 8,0) e 

transferido imediatamente para um microtubo de 1,5 mL e agitado com um auxílio de um 

vortex (Quimis). A seguir foi adicionado 200 μL de solução II (0,2 N de NaOH; 1% de SDS) 

e o tubo foi agitado por inversão até que a suspensão obtivesse uma consistência viscosa, 

caracterizando a lise celular. Foram adicionados 200 μL de solução III (300 mM de acetato de 

sódio, 11,5% de ácido acético glacial) e a suspensão mantida com leve agitação e incubada 

em banho de gelo por 10 minutos.  

Os microtubos contendo a suspensão foram centrifugados a 16.000 x g por 10 

minutos. O sobrenadante foi recolhido e transferido para um novo microtubo de 1,5 mL. 

Foram adicionadas 0,6 vezes do volume do sobrenadante coletado de isopropanol 100 % e 

deixados à temperatura ambiente por 10 minutos. A solução foi centrifugada novamente a 

16.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o DNA plasmidial, precipitado ao 

fundo do tubo, foi lavado duas vezes com 0,5 mL de etanol 70%. A seguir, o DNA foi seco a 

temperatura ambiente e ressuspendido com uma solução de TE (10 mM deTris-HCl pH 8,0; 1 

mM de EDTA pH 8,0) contendo 10 μg/mL de RNAse e incubada a 37° C por 2 horas 

(Sambrook, et. al., 1989).  

Após este período o DNA plasmidial foi purificado pelo método de Fenol-

Clorofórmio. Foi adicionada à solução com o DNA plasmidial um volume de fenol e foi 

mantido com forte agitação por 2 minutos, em seguida adicionada mais um volume de 

clorofórmio e mantido sob agitação por 2 minutos. A solução foi centrifugada a 16.000 x g e a 

fase superior formada pela solução de DNA plasmidial foi transferida para outro tubo. Foi 

adicionado um volume de clorofórmio e mantido com agitação por 2 minutos e novamente 

centrifugada como descrito anteriormente. A fase superior foi novamente recolhida e 

precipitada com 10% do volume de acetato de sódio 3 M e 2 volumes de etanol absoluto e 

incubadas em banho de gelo por 20 minutos e a seguir centrifugada a 16.000 x g por 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o DNA foi lavado duas vezes com 0,5 mL de etanol 
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70% e deixado secar a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 50 μL de solução 

TE. 

 Purificação de DNA a partir de gel de agarose 4.9

O procedimento de purificação de DNA a partir do gel de Agarose 1,5 % foi realizado 

como descrito pelas instruções do kit comercial “Wizard PCR Preps” da Promega. 

A banda de interesse foi cortada do gel com auxilio de um bisturi e transferida para um 

tudo de 1,5 mL. Foi adicionado 10 μL de “Membrane Binding Solution” para cada 10 mg de 

gel. O tubo foi incubado a 55°C e agitado no votex até a completa dissolução do gel. O gel 

dissolvido foi transferido para uma coluna, provida pelo kit, e centrifugado a 16.000 x g por 1 

minuto. O gel que passou na coluna foi descartado e a coluna foi lavada duas vezes com 500 

μL de “Membrane Wash Solution” por centrifugação a 16.000 x g por 1 minuto. Após a 

lavagem foi adicionado 30 μL de água ultrapura a 55°C e incubado a temperatura ambiente 

por 1 minuto. A coluna foi novamente centrifugada a 16.000 x g por 1 minuto e o DNA eluído 

foi armazenado a -20°C até o uso. 

 Sequenciamento de DNA 4.10

Para a reação de sequenciamento capilar a partir do DNA plasmidial, foram utilizados 

200 ng de DNA por reação. Os reagentes utilizados fazem parte do kit “Big Dye Terminator 

v3.1”; as reações procederam-se de acordo com as instruções do fabricante do kit comercial e 

também segundo Sanger et al. (1977). Para o sequenciamento do vetor pGEM-T-Easy, foram 

utilizados os iniciadores M13 direto ou reverso. Para o sequenciamento do vetor pET26b, 

foram utilizados os iniciadores T7 promotor ou T7 terminador (Tabela 3). 

Tabela 3: Sequência dos iniciadores utilizados para o sequenciamento 

M13 direto 5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3' 

M13 reverso 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' 

T7 promotor 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 

T7 terminador 5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3' 
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 Digestão com endonucleases de restrição 4.11

Após o sequenciamento, um clone obtido contendo a sequência única de interesse foi 

selecionado para o ensaio de restrição, assim como o vetor pET26b, utilizando-se as enzimas 

NdeI, NcoI e XhoI, (New England Biolabs). 

Para cada 1 μg de DNA, foram adicionados 2 μL de tampão da enzima 10 x, 1 unidade 

da enzima (0,1 μL), água bidestilada para completar o volume final de 20 μL. As amostras 

foram incubadas a 37°C por 2 horas. O produto das reações de corte referentes aos vetores 

pGEM-T-Easy, contendo as sequências de interesse e o vetor de expressão pET26b 

linearizados, foram aplicados à eletroforese em gel de agarose a 1,5 %. A banda 

correspondente às sequências de interesse e os vetores linearizados foram purificados do gel, 

conforme descrito anteriormente. 

 Ligação de DNA ao vetor de expressão 4.12

Para a ligação das sequências de interesse ao vetor pET26b, foi realizado protocolo 

segundo o fabricante da enzima T4 DNA Ligase (Promega). Foram realizadas seis reações de 

ligação, com variação na quantidade de inserto, conforme descrito na Tabela 4. 

Tabela 4: Reação de ligação de DNA aos vetores de expressão 

Reagentes Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 

Vetor (100 ng/μL) 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 

Tampão 10x 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 

T4 DNA Ligase 0,1 μL 0,1 μL 0,1 μL 0,1 μL 0,1 μL 0,1 μL 

Fragmento de interesse  0,5 μL 1 μL 2 μL 3 μL 4 μL 5 μL 

Água q.s.p. 10 μL 7,4 μL 6,9 μL 5,9 μL 4,9 μL 3,9 μL 2,9 μL 

Essa reação foi realizada com volume final de 10 μL e foi incubada a 4 °C por 16 

horas. Em seguida, as reações de ligação foram reunidas em um único tubo e precipitadas com 

10% do volume de solução de acetato de sódio a 3 M e 2 volumes de etanol absoluto. O 

produto de ligação precipitado foi ressuspendido em 10 μL de água bidestilada e, em seguida, 

eletrotransformado (5 µL) em E. coli XL1-Blue, como descrito anteriormente. 

 Construção do cassete de expressão quimérico  4.13

Foram escolhidas três sequências distintas de toxinas para a construção da proteína 

quimérica. Essas toxinas são consideradas importantes componentes da peçonha. A Ts3 é a 



Material e Métodos 

48 

sequência de uma α-toxina que age em canal para sódio; Ts1 é a sequência de uma β-toxina 

que atua em canal para sódio, a TsNTxP é a sequência de uma proteína não tóxica, porém 

imunogênica que possui similaridade as toxinas que atuam em canais para sódio. 

A construção foi designada ao vetor pET26b. Com base nos sítios de enzimas de 

restrição desse vetor, foram desenhados iniciadores para cada sequência para a inserção de 

sítios de restrição por meio da técnica de PCR. Para tal os iniciadores possuem em suas 

extremidades 5’ a sequência de reconhecimento de cada enzima de restrição utilizada. 

A Ts3 recebeu em suas extremidades 5’ e 3’ os sítios de restrição para as enzimas 

NdeI e NcoI, respectivamente. Em seguida, a Ts1 recebeu os sítios de restrição das enzimas 

NcoI e XhoI nas porções 5’ e 3’, respectivamente. Já a TsNTxP recebeu os sítios de restrição 

da enzima XhoI em ambas as extremidades . 

Após a PCR, os produtos de amplificação foram ligados individualmente ao vetor 

pGEM-T-Easy, conforme instruções do fabricante e incubados a 4°C por 16 horas antes da 

transformação gerando os vetores pGEM-Ts3, pGEM-Ts1 e pGEM-TsNTxP. Após a 

confirmação da ligação dos produtos de PCR ao vetor pGEM-T-Easy por sequenciamento, foi 

realizada a construção do vetor quimérico com 3 sequências diferentes. 

O vetor pGEM-Ts3 foi digerido pelas enzimas de restrição NdeI e NcoI. Em seguida, 

o fragmento correspondente à Ts3 foi ligado ao vetor pET26b previamente digerido com as 

mesmas endonucleases, tornando-se o vetor pET26-Ts3. Com a confirmação dessa ligação 

por sequenciamento, o vetor pGEM-Ts1 foi então digerido com as endonucleases de restrição 

NcoI e XhoI e o fragmento correspondente à Ts1 foi ligado ao vetor pET26-Ts3 previamente 

digerido com as mesmas endonucleases, formando o vetor pET26-Ts3-Ts1. Por fim, o vetor 

pGEM-TsNTxP foi digerido com a endonuclease de restrição XhoI e ligado ao vetor pET26-

Ts3-Ts1 previamente digerido com a mesma endonuclease, formando o vetor pET26-TsQ3. 

Dessa maneira, a sequência final obtida da TsQ3 pode ser resumida em: ATG-Ts3-Ts1-

TsNTxP-His.Tag (Figura 5). O fragmento quimérico possui o tamanho de aproximadamente 

600 pb. 
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Figura 5: Esquema ilustrativo da construção do cassete de expressão TsQ3.  

Esquema ilustrativo da construção do cassete de expressão quimérico utilizando-se o vetor pET26b. A seta grande na parte inferior da figura simboliza a região de clonagem do vetor 

pET26b com a direção da expressão. O códon “ATG” indica o primeiro aminoácido a ser inserido (metionina) e “FIM” indica o códon de término. As sequências das toxinas contidas 

nos vetores pGEM-Ts3, pGEM-Ts1 e pGEM-TsNTxP foram retiradas do vetor pGEM e inseridas em tandem e na correta fase de leitura após o códon “ATG” no vetor pET26b. A 

proteína quimérica possui ainda uma cauda com 6 histidinas antes do sítio de termino de tradução.  
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 Expressão em E. coli da TsQ3 4.14

Após a transformação do vetor pET26-TsQ3 em BL21 (DE3), uma colônia isolada da 

construção, foi coletada, transferida para 10 mL de meio 2xYT suplementado com a 

concentração de antibiótico adequada e incubada por 16 horas a 37°C, sob agitação de 250 

rpm. Em seguida, cada cultura foi adicionada a 1 L de meio 2xYT com antibiótico e incubada 

a 37°C, com agitação de 250 rpm, até atingir a densidade óptica (OD) entre 0,4 e 0,6 sob 

monitoramento a 600 nm. Ao atingir a OD desejada, foi adicionado à cultura IPTG à 

concentração final de 0,3 mM. A cultura foi mantida à temperatura ambiente por mais 16 

horas, sob agitação de 250 rpm.  

 Lise celular para purificação da Ts3 recombinante 4.15

Após a expressão heteróloga, bactérias transformadas com o vetor pET26-TsQ3 foram 

lavadas em tampão A (250 mM NaCl; 10 mM imidazol; 100 mM Hepes pH: 7,5) para 

purificação em resina de níquel His-Link (Promega). 

Após a lavagem, as células foram ressuspendidas em 30 mL do tampão A e 

submetidas a sonicação (Ultrason Sonifier 450) em banho de gelo por 5 vezes, com pulsos de 

30 segundos. Em seguida, foram centrifugadas a 4.000 x g por 1 hora a 4°C, separando-se, 

assim, a fração solúvel da insolúvel.  

As proteínas expressas em pET26-TsQ3 concentraram-se na fração insolúvel e foram 

lavadas mais 3 vezes com tampão A. O precipitado final foi ressuspendido em tampão A 

contendo 8 M de ureia (8 M de ureia; 250 mM NaCl; 10 mM imidazol; 100 mM Hepes pH 

7,5), sendo solubilizado e submetido à purificação utilizando-se resina His-Link contendo 

íons de níquel.  

 Purificação da TsQ3 recombinante 4.16

Os corpos de inclusão solubilizados em tampão A com ureia foram ligados a 2 mL de 

resina His-Link (Promega), sob agitação durante 16 horas, em banho de gelo. Após esse 

período, a resina foi centrifugada a 4000 xg por 1 minuto e o sobrenadante foi retirado. A 

resina foi então lavada por 3 vezes com 30 mL de tampão A com 8 M ureia. Em seguida, 

acrescentou-se 30 mL de solução de sulfitólise (8 M de ureia; 50 mg/mL de sulfito de sódio; 
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25 mg/mL de tiossulfato de sódio; 50 mM de Tris-Hcl pH 9,0) e a resina foi mantida sob 

agitação, à temperatura ambiente, por 4 horas. A solução de sulfitólise tem a função de 

reduzir as cisteínas e assim quebrar as pontes dissulfeto. 

A solução de sulfitólise foi retirada por centrifugação, conforme descrito acima, e a 

resina foi lavada 2 vezes com 30 mL de tampão A sem ureia. A eluição foi realizada com duas 

frações de 5 mL de tampão A contendo 500 mM de imidazol e uma fração de tampão A 

contendo 8 M de ureia e 500 mM de imidazol. Todas as frações foram analisadas por SDS-

PAGE. 

As frações resultantes contendo a TsQ3 purificada foram dialisadas em 1 L de PBS 1x, 

trocado três vezes. A primeira troca ocorreu após 2 horas e a segunda troca ocorreu com 

intervalo de 16 horas. 

 Eletroforese SDS-PAGE 4.17

Foi utilizado o sistema de gel desnaturante SDS-PAGE (Laemmli, 1970) preparado em 

placas de vidro com dimensão de 10,0 x 8,0 x 0.2 cm, com espaçadores de 0,75 mm. O gel de 

separação era constituído de 15-18% (v/v) de uma solução de acrilamida/bisacrilamida 29:1 

(p/p); Tris-HCl 0,4 M pH 8,8; SDS 0,1% (p/v); 50 mM de persulfato de amônia (PSA) e 0.05 

% (v/v) de TEMED. O gel de concentração era constituído de 4 % (v/v) de 

acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCl 0,125 M, pH 6,8; SDS 0.1% (p/v); (PSA) 50 

mM e TEMED 0.025% (v/v). O gel de separação era preparado e colocado entre as placas de 

vidro, ao se polimerizar era preparado o gel de concentração que foi colocado sobre o gel de 

separação. As amostras foram misturadas ao tampão de amostra desnaturante 2x para SDS-

PAGE (100 mM de Tris-HCl pH:6,8; 4% de SDS; 0,2% de Azul de Bromofenol; 10% de -

mercaptoetanol; 20% de Glicerol) com redução e incubadas a 100°C durante 5 minutos e 

aplicadas no gel.  

A eletroforese foi desenvolvida verticalmente com o tampão (0,3% Tris-HCl; 1,2% de 

glicina e 0,1% de SDS) a 100 V, 24 mA, durante 3 a 4 horas. Após eletroforese, os géis foram 

revelados com a solução corante de Comassie Blue (0,25% de Comassie Blue, 45% de 

metanol, 9% ácido acético glacial) por 45 minutos (25°C) e lavados em solução descorante 

(45% metanol e 9% ácido acético glacial) até o desaparecimento da coloração de fundo. 
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 Dosagem de proteínas por Lowry 4.18

A quantificação de proteínas da peçonha bruta de T. serrulatus e das proteínas 

recombinantes foi realizada segundo método descrito por Lowry et al. (1951), utilizando o Kit 

protein DC (Bio-Rad), com ensaio em placa de 96 poços. 

As amostras, em duplicata, foram aplicadas na placa com volume de 5 μL. A curva 

padrão foi construída com 7 pontos de albumina bovina com concentração conhecida (0,2; 

0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 e 1,4 mg/mL), como branco foi utilizado água ultrapura. As amostras a 

serem dosadas foram aplicadas em diluições de 1:2; 1:5 e 1:10. Após a aplicação das amostras 

foi adicionado 25 μL de reagente A em cada poço da placa. Em seguida foram adicionados 

200 μL de reagente B. A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente por 15 

minutos e em seguida a absorbância foi mensurada a 665 nm. 

A curva do padrão foi feita no programa Excel usando regressão linear, a equação da 

reta foi utilizada para calcular a concentração das amostras. Foram consideradas somente as 

absorbâncias das diluições que se encontrarem dentro do limite mínimo e máximo imposto 

pelo padrão. Equação da reta: y = Bx + A Então, x = y – A/B. Sendo que y é a absorbância e o 

x é a quantidade de proteína.  

 Teste de toxicidade da proteína quimérica 4.19

A proteína TsQ3 foi inoculada por via subcutânea em 8 camundongos (Balb/c 20 g ± 2 

g) divididos em dois grupos. O primeiro grupo de 4 animais recebeu 500 μg de TsQ3 e o 

segundo grupo recebeu 1 mg da mesma. Os camundongos foram observados por 24 horas 

caso houvesse apresentação de efeitos tóxicos oriundos da TsQ3. 

 Imunização dos Coelhos 4.20

Para a produção dos soros, foram utilizadas oito coelhas fêmeas divididas em quatro 

grupos. A imunização foi realizada com a peçonha bruta de Tityus serrulatus (TsP), bem 

como com a proteína quimérica TsQ3 expressa pelo vetor pET26-TsQ3. Foram coletados 2 

mL de sangue de cada animal para a obtenção de soro pré-imune antes do início das 

imunizações. 

A primeira dose de antígeno (TsQ3 ou TsP) foi aplicada com 1 mL de adjuvante 

completo de Freund’s . O antígeno foi emulsificado em adjuvante, em seguida, aplicado via 
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subcutânea em quatro pontos no dorso da coelha. Para as doses seguintes, o antígeno foi 

aplicado com 1 mL de adjuvante incompleto de Freund’s. Foram realizados dois ciclos de 

imunização, com intervalo de 2 meses entre eles. Cada ciclo consistiu em seis doses, 

realizadas com intervalos de tempo de 15 dias. Após 15 dias de cada imunização, foi realizada 

a coleta de 2 mL de sangue dos animais para ensaio de ELISA. 

Segundo esquema de imunização representado na Tabela 5, em cada ciclo de 

imunização, grupo 1 recebeu 6 doses de TsQ3; o grupo 2 recebeu 6 doses de TsP; o grupo 3 

recebeu 2 doses de TSQ3 e 4 doses de TsP, nessa ordem e o grupo 4 recebeu 2 doses de TsP e 

4 doses de TsQ3, nessa ordem . 

Tabela 5: Esquema de um ciclo de imunização das coelhas, com intervalos de 15 dias entre as doses 

 Antígeno/μg 

Grupo/Antígeno Coelha Dose 1 Dose 2 Dose 3 Dose 4 Dose 5 Dose 6 

1 – TsQ3  
1 TsQ3/100 TsQ3/150 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 

2 TsQ3/100 TsQ3/150 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 

2 – TsP 
3 TsP/100 TsP/150 TsP/200 TsP/200 TsP/200 TsP/200 

4 TsP/100 TsP/150 TsP/200 TsP/200 TsP/200 TsP/200 

3 – TsQ3/TsP  
5 TsQ3/100 TsQ3/150 TsP/200 TsP/200 TsP/200 TsP/200 

6 TsQ3/100 TsQ3/150 TsP/200 TsP/200 TsP/200 TsP/200 

4 – TsP/TsQ3 
7 TsP/100 TsP/150 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 

8 TsP/100 TsP/150 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 TsQ3/200 

Doses crescentes em µg. Ex.: TsP/100 = dose de 100 µg de TsP. 

 ELISA 4.21

A placa de ELISA foi sensibilizada com 100 µL de antígenos diluídos a 5 µg/mL em 

tampão carbonato (15 mM de Na2CO3; 35 mM de NaHCO3; pH da solução 9,6) e incubada 

por 16 horas a 4°C de acordo com Chávez-Olórtegui et al. (1991). A placa foi lavada quatro 

vezes com solução de lavagem para ELISA (0,15 M de NaCl e 0,05% de Tween 20). Em 

seguida a placa foi bloqueada com 100 μl de solução de bloqueio (2% de caseína em tampão 

salina fosfato-PBS) e incubada a 37 °C por 1 hora. Após 4 lavagens com solução de lavagem, 

a placa foi incubada a 37°C por 1 hora com soro imune e pré-imune com diluições seriadas 

em tampão de incubação (0,2% de caseína em PBS e 0,05% de Tween 20). A placa foi lavada 

4 vezes com solução de lavagem e incubada a 37°C por 1 hora com anticorpo conjugado anti-

IgG de coelho ligado a peroxidase e diluído 1:5.000 em tampão de incubação. A placa foi 

novamente lavada seis vezes e em seguida adicionada 100 μl por poço de solução de substrato 

(Kit Fast OPD tablet - Sigma). A placa foi deixada 15 minutos abrigada da luz e a reação foi 

interrompida com 20 μl por poço de H2SO4 diluído 1:20. Os valores de absorbância foram 
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determinados no comprimento de onda de 492 nm em leitor de ELISA. Todas as amostras 

foram feitas em duplicata.  

Os soros foram titulados por essa metodologia com diluições seriadas entre 1:100 – 

1:102.400. Para efeito comparativo, os soros referentes aos primeiros reforços de antígeno 

foram diluídos em 1:400 e comparados com o soro final na mesma diluição.  

 Western Blot 4.22

As amostras proteicas foram submetidas à eletroforese por SDS-PAGE e em seguida 

transferidas para membrana de PVDF (0,45 μm - Millipore), sob corrente de 100 V 350 mA 

por 2 horas. As proteínas foram então submetidas ao reconhecimento do anticorpo primário 

como descrito por Guatimosin et. al. (2000). A membrana foi bloqueada por 1h em PBS 

contendo 0,3% de Tween 20. A membrana foi lavada três vezes em PBS contendo 0,05% de 

Tween 20 (PBST) e incubadas por uma hora em temperatura ambiente com soro imune de 

interesse. A seguir, a membrana foi novamente lavada como anteriormente e adicionou-se o 

anticorpo conjugado na diluição de 1:2.500 em PBS. A membrana foi incubada por uma hora 

a temperatura ambiente. Após três lavagens com 0,05% tween 20 em PBS e duas lavagens 

com PBS a reação foi revelada pela adição do substrato da peroxidade ligada ao conjugado 

contendo 0,5 mg/mL de diaminobenzidine (DAB) e 0,25 mg/mL de 4-cloronaftol, 8% de 

metanol e 0,042% de H2O2 30% (Towbin et. al., 1979). 

 Determinação da DL50 4.23

Foram utilizados 5 grupos com 10 camundongos Balb/c fêmeas com peso de 20 ± 2 g. 

As doses foram deduzidas levando em consideração o fator de diluição 1,3. Cada dose possui 

volume de 100 µL de TsP em PBS e foi aplicada por via subcutânea no dorso dos 

camundongos. Para o cálculo do valor da DL50, os valores das doses foram transformados em 

logaritmo Log10. O cálculo foi realizado pelo programa GraphPad Prism 5, com o uso de 

regressão linear dose-resposta. 

 Soro neutralização 4.24

Para o ensaio de neutralização, foram realizados 2 ensaios com 4 camundongos por 

grupo (total de 8 animais por grupo), fêmeas da linhagem Balb/c com peso de 20 ± 2 g. Para 
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cada animal foi utilizado 100 µL de soro imune com dose variável de TsP com base no valor 

encontrado na DL50, o soro e a peçonha foram incubados a 37°C por 1 hora. Após incubação 

o soro foi aplicado em via subcutânea e os camundongos foram observados por 24 horas. 

 Avaliação da atividade proteolítica de TsP 4.25

A atividade de ação proteolítica foi realizada com a utilização de fibrinogênio bovino 

(Sigma) como substrato. O ensaio foi realizado com 5 µg de fibrinogênio e 3 µg de TsP em 

tampão Tris-Hcl (50 mM Tris-HCl pH: 8,0; 150 mM NaCl; 2 mM ZnSO4; 0,5 mM MgCl2; 

0,5 mM CaCl2) em volume final de 10 µL. A reação foi incubada a 37 °C. Foi avaliado o 

tempo de reação por 1, 4 e 16 horas. A reação foi interrompida pela adição de 10 µL de 

tampão de amostra para gel SDS-PAGE e incubada por 5 minutos a 100 °C.  

Após a determinação do melhor tempo para a clivagem foi realizado ensaio de 

inibição da atividade proteolítica com inibidores classe-específico para quatro classes de 

proteases, metaloproteases (20 mM de EDTA), serino proteases (2 mM de PMSF), cisteíno 

proteases (20 µM de E-64) e ácido aspártico proteases (20 µM de Pepstatina A).  

A avaliação de clivagem proteolítica foi realizada pela eletroforese SDS-PAGE 15%. 

 Identificação dos sítios de clivagem das proteases da 4.26

peçonha 

A especificidade de clivagem das proteases da peçonha de T. serrulatus foi analisada 

utilizando uma biblioteca do kit REPLi contendo 3375 peptídeos divididos em 512 poços 

(Internally quenched fluorogenic) (Mimotopes). Essa biblioteca foi validada anteriormente 

por proteases recombinantes e fluídos biológicos complexos. (Thomas et al., 2006; Watson et 

al., 2011). Os peptídeos funcionam como sondas ópticas que não emitem fluorescência se não 

forem clivadas, mas se ocorrer clivagem os peptídeos emitem fluorescência proporcional a 

quantidade de peptídeos clivados. A biblioteca de peptídeos possui a seguinte sequência de 

configuração: MCA-G-G-G-1º-2º-3º-G-G-DPA-K-K, em que MCA corresponde ao 7-

methoxycoumarin-4-acetic acid (fluoróforo) e DPA corresponde ao N
b
-(2,4-dinitrophenyl)-L-

2,3-diaminopropionic acid (quencher). Na porção C-Terminal são adicionados 2 resíduos de 

lisina para o aumento de solubilidade de sequências hidrofóbicas. Os aminoácidos marcados 

como 1º, 2º e 3º correspondem a resíduos variáveis que são colocados na placa de maneira a 

permanecerem misturas equimolares das seguintes combinações: A/V, D/E, F/Y, I/L, K/R, 
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N/Q, S/T, ou P. Em cada poço das placas da biblioteca de peptídeos contém uma mistura 

equimolar de até 8 peptídeos individuais (5 nM de peptídeos por poço). São excluídos da 

biblioteca resíduos que são quimicamente incompatíveis (C e M), resíduos que interferem na 

fluorescência (W) ou resíduos que raramente são encontrados em sítios de clivagem de 

proteases (H). 

Os peptídeos foram dissolvidos em 5 µL de acetonitrila 50%, agitados em agitador de 

placas por 1 minuto e em seguida diluídos em 45 µL de tampão Tris-HCl (30 mM Tris-HCl, 

pH: 8,0; 150 mM NaCl; 2 mM ZnSO4; 0,5 mM MgCl2 e 0,5 mM CaCl2) e novamente agitado 

por mais 1 minuto. A peçonha de T. serrulatus foi diluída no mesmo tampão para a contração 

final de 40 µg/mL. Depois da leitura do branco, foi adicionado 50 µL de tampão com peçonha 

(2 µg de peçonha por poço). Os dados da cinética enzimática foram obtidos com o fluorímetro 

Varioskan Flash multimode (Thermo Scientific) utilizando dois filtros, 320 nm para excitação 

e 420 nm para emissão com leituras realizadas a cada 2 minutos durante 1 hora de ensaio com 

temperatura constante de 37°C. Para se alcançar os valores de saturação de fluorescência e 

pontos de clivagem não específicos, pelas proteases da peçonha, as placas foram seladas após 

o ensaio e incubadas por 48 horas ao abrigo de luz a temperatura ambiente. Os valores de 

fluorescência foram calculados pela subtração da leitura do branco.  

 RNA-Seq da glândula de peçonha 4.27

4.27.1 Extração de RNA da glândula de peçonha 

Foram divididos quatro grupos com 10 escorpiões cada. No primeiro grupo, chamado 

de G0 não foi realizado prévia extração de peçonha. Nos demais grupos, chamados de G2, G4 

e G8 houve prévia extração de peçonha realizada com antecedência de 2, 4 e 8 dias 

respectivamente à extração de RNA. 

O telson dos escorpiões de cada grupo foi retirado e em seguida macerado com auxílio 

de triturador em 500 µL de TRI Reagent (Sigma). A solução foi mantida em repouso por 10 

minutos e em seguida acrescido 100 µL de clorofórmio (Synth) e homogeneizado, a solução 

foi centrifugada a 16.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante aquoso foi recolhido e 

transferido para um novo tubo, em seguida o RNA foi precipitado com 300 µL de isopropanol 

(Synth) e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. O RNA foi centrifugado por 10 

minutos a 16.000 x g por 10 minutos a 4 °C e o precipitado foi lavado com 500 µL de etanol 
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80% por duas vezes. O RNA foi seco a temperatura ambiente e em seguida ressuspendido 

com 100 µL água ultrapura (Phoneutria) e incubado por 30 minutos a 56 °C para a completa 

dissolução do RNA. A quantificação foi realizada com o fluorímetro Qubit 2.0 (Life) e a 

analise de qualidade realizada em Nanodrop (Thermo) com base nos valores das razões das 

absorbâncias a 260/280 nm e 260/230 nm, valores de referência para ambas as razões estão 

entre 1,8 e 2,2. 

4.27.2 Construção da biblioteca para sequenciamento  

A primeira biblioteca de cDNA glândula de peçonha foi construída por Kalapothakis 

et al., (2001) e foi sequenciada com sequenciador automático de DNA ABI 3130 (Applied 

Biosystems) por Alvarenga et al. (2012). 

Para o sequenciamento de nova geração as bibliotecas foram construídas utilizando o 

kit TruSeq™ RNA Sample Prep Kit v2 Set A (Illumina) de acordo com as instruções do 

fabricante. Em resumo as bibliotecas foram montadas conforme descrito a seguir: 

 Purificação do mRNA com beads magnéticas contendo oligo (dT). 

 Fragmentação do mRNA purificado. 

 Síntese do cDNA, 1ª e 2ª fita com a enzima Superscript II. 

 Reparo das extremidades para a geração extremidades cegas. 

 Adenilação da ponta 3’. 

 Ligação dos adaptadores contendo index (sequência código para identificação 

de amostras), As bibliotecas G0, G2, G4 e G8 receberam os index A004, A005, 

A006 e A007 respectivamente. 

 Amplificação da biblioteca com base nas sequências adaptadoras. 

 Purificação da biblioteca com beads magnéticas  

 Quantificação com o kit de qPCR “Library Quantification Kit - 

Illumina/Universal” (Kapa). 

O kit de quantificação utiliza a química de Sybr Green e curva padrão para a 

quantificação das bibliotecas Illumina. O protocolo fornecido pelo fabricante foi seguido para 

a montagem das reações e programa de termociclagem. A quantificação foi realizada com 
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iniciadores específicos aos adaptadores inseridos nas amostras. A curva padrão contém 5 

pontos conhecidos com diluição seriada de 1:10 (20 pM; 2 pM; 0,2 pM; 0,02 pM e 0,002 

pM). Uma alíquota de cada uma das 4 bibliotecas foi diluída para as concentrações de 

1:1.000; 1:10.000 e 1:100.000 para ser utilizada para a inferência da concentração final da 

biblioteca. Todas as amostras e o padrão foram aplicados em duplicata na placa de 0,1 mL.  

A média dos valores encontrados nos três pontos de diluição foi utilizada para a 

correção do cálculo da quantificação seguindo a fórmula: média do valor de concentração x 

(452/média do tamanho da biblioteca) x diluição da biblioteca.  

Os valores de concentração de cada biblioteca são extremamente importantes para o 

passo de sequenciamento. 

4.27.3 Sequenciamento de nova geração - MiSeq-Illumina 

As bibliotecas quantificadas foram diluídas para a concentração de 4 nM. Assim foi 

realizado um pool com 10 µL de cada biblioteca e homogeneizado com auxílio de vortex. O 

pool de bibliotecas foi desnaturado por 5 minutos com 5 µL do pool e 5 µL de NaOH 0,2 N. 

Após incubação foi adicionado a biblioteca desnaturada 990 µL de solução HT1 provida no 

kit de sequenciamento. A biblioteca desnaturada obtida na concentração de 20 pM foi 

novamente diluída para a concentração de 15 pM com a adição de 250 µL de solução HT1 e 

750 µL da biblioteca. O pool das bibliotecas desnaturadas na concentração de 15 pM (600 

µL) foi aplicado no cartucho de sequenciamento.  

As bibliotecas foram sequenciadas no sequenciador de nova geração MiSeq 

(Illumina). Foi utilizado um cartucho de 600 ciclos com a estratégia de sequenciamento 

paired-end com 2 x 300 ciclos. O resultado do sequenciamento gera um arquivo fastq 

(arquivo de sequência e qualidade de cada base) para cada uma das quatro bibliotecas. Foi 

programado para o sequenciador MiSeq remover as sequências adaptadoras. Cada fragmento 

de DNA sequenciado é chamado de read. 

4.27.4 Trimagem das reads 

A trimagem de sequências em bioinformática pode ser definida como a retirada de 

trechos pré-definidos, como sequências adaptadoras, ou que apresentem baixa qualidade. A 
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retirada dessas sequências das reads diminui a probabilidade de erro o durante o processo de 

montagem dos contigs. 

O sequenciador MiSeq gera os arquivos fastq que possuem a sequência nucleotídica e 

um valor de qualidade associado a cada base. O valor de qualidade é baseado no valor de 

Phred (Ewing et al., 1998). O valor de Phred (Q) é definido como o logaritmo da 

probabilidade de erro de uma base, ou seja, para um valor de Q20, temos a chance de 1 base 

errada em 100 bases. 

Para o melhor alinhamento das sequências, os arquivos fastq gerados no 

sequenciamento foram trimados com base no valor de Phred. Todas as bases com valor menor 

do que Q20 foram retiradas das reads a partir da extremindade 3’, assim como as reads com 

tamanho inferior a 40 pb com o auxílio do programa Prinseq lite (Schmieder & Edwards, 

2011).  

Foi utilizada a seguinte linha de comando: 

prinseq-lite.pl -verbose -fastq -out_good ‘-out_bad -min_len 40 -

trim_qual_right 20 -trim_qual_window 100 -trim_qual_step 1 -trim_qual_type 

min -out_format 5 

No qual os comandos a seguir significam: 

- yprinseq-lite.pl: comando executável do programa. 

-verbose: relatório do andamento do processo. 

-fastq: tipo de arquivo de entrada. 

-out_good: pasta/nome do arquivo com as sequências filtradas. 

-out_bad: pasta/nome do arquivo com as sequências que não passaram pelo filtro. 

-min_len: tamanho mínimo de 40 bases nas reads filtradas. 

-trim_qual_right: retirada das sequências a partir da extremidade 3’. 

-trim_qual_window: trimagem por uma janela de 100 nucleotídeos. 

-trim_qual_step: um nucleotídeo analisados por vez na janela. 

-trim_qual_type: retirada das sequências com valor de Q < 20. 

-out_format: output com arquivos nos formatos fasta, qual ou fastq. 
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Antes e após a trimagem das sequências foi utilizado o programa ‘fastqc’ para gerar 

uma análise de qualidade nas sequências e assim verificar se a qualidade após a trimagem 

(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc). 

Foi utilizada a seguinte linha de comando para esse fim: 

fastqc -o ‘pasta onde será salvo o arquivo de output’ -f fastq 

‘pasta/nome do arquivo a ser analisado’ 

No qual os comandos a seguir significam: 

fastqc: comando para o programa rodar. 

-o: pasta onde será salvo o arquivo de resultado. 

-f: tipo de arquivo de entrada. (espaço) pasta/nome do arquivo de entrada. 

Após analise de qualidade dos arquivos de sequências foi montada uma tabela com 

dados das reads. 

4.27.5 Montagem dos contigs 

Os clones provenientes da primeira biblioteca de cDNA foram agrupados em contigs 

com o programa CodonCode Aligner 4.0. 

Após o sequenciamento das quatro bibliotecas no sequenciador MiSeq (Illumina) as 

reads geradas foram montadas com o programa Tinity, que foi desenvolvido para a montagem 

de novo de RNA-Seq (Grabherr et al., 2011). 

O pacote Trinity monta os contigs com base em três programas, Inchworm, Chrysalis 

e Butterfly: 

Inchworm monta o RNA-Seq em sequências únicas de transcritos, assim geram um 

transcrito completo com a isoforma dominante, mas relata porções únicas de transcritos, como 

um Splicing alternativo.  

Chrysalis forma clusters com os contigs montados pelo Inchworm e constrói gráficos 

de de Bruijn para cada contig. Cada conjunto representa a complexidade transcricional de 

cada gene (ou conjuntos de genes que compartilham sequências em comum), ou seja, ele 

particiona a leitura inicial de Inchworm em gráficos distintos. 

http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc
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Butterfly processa os gráficos individuais em paralelo, traçando caminhos que as reads 

ou seus pares estão dentro do gráfico. Em última análise ele reporta cada splicing alternativo e 

isoformas para cada gene.  

Foram utilizados os comandos padrão do programa. A linha de comando utilizada foi: 

“./Trinity --seqType fq --JM 50G --left Reads_R1.fastq --right 

Reads_R2.fastq --CPU 6 --normalize_by_read_set --output 

output_G”. 

 ./Trinity: é o comando executável do programa. 

 --seqType: tipo de biblioteca, fa (fasta) ou fq (fastq). 

 --JM: Quantidade de memória RAM a ser utilizada na montagem. 

 --left: Reads paired-end R1. 

 --right: Reads paired-end R2. 

--CPU: número de núcleos do processador a serem utilizados. 

--normalize_by_read_set: normaliza a corrida separadamente para cada par de 

arquivos fastq, então uma normalização final que combina reads individuais normalizadas. 

--output: local/nome do arquivo de saída do programa.  

4.27.6 Identificação dos contigs com similaridade a 

proteases  

Foram utilizados os dados gerados pelas duas bibliotecas de cDNA da glândula de 

peçonha de T. serrulatus para a identificação de proteases presentes nesse tecido. A biblioteca 

de cDNA confeccionada por Kalapothakis et al (2001) foi utilizada inicialmente. As 

bibliotecas confeccionadas nesse trabalho foram utilizadas posteriormente para confirmar os 

dados alcançados e identificar novas sequências.  

A identificação dos contigs com similaridade a proteases foi realizada com o auxílio 

do programa Blastx stand-alone. Foram utilizados os dados da montagem realizada com o 

programa Trinity referente ao RNA-Seq sequenciado no MiSeq. O banco de dados de 

proteínas utilizado para a realização do Blastx foi obtido pelo site do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com base em sequências de proteínas. Foram utilizados os 

termos “(((protease) NOT inhibitor) NOT ubiquitin) AND arthropoda[Organism]” para a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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montagem do banco de dados de sequências proteicas em formato FASTA. O banco de dados 

montado possui 26251 sequências. 

As sequências resultantes da busca de similaridade foram filtradas de acordo com os 

parâmetros: tamanho do alinhamento (alinhamentos maiores do que 100 aminoácidos), 

identidade igual ou maior a 70% e a eliminação de contigs que alinharam com mais de 1 

sequência referencia. Dentre as sequências redundantes foi mantida a que apresentou maior 

similaridade com a sequência de referência.  

4.27.7 Classificação das proteases da glândula de peçonha  

Após análise de identificação, as sequências que apresentaram similaridade com 

proteases pelo programa Blastx stand-alone, as sequências identificadas foram selecionadas e 

novamente submetidas à busca de similaridade com o auxílio do programa online Blastx. As 

proteases foram classificadas inicialmente em duas categorias: componentes da peçonha e 

componentes celulares. Após essa identificação inicial as sequências foram classificadas e 

suas respectivas funções deduzidas de acordo com a similaridade observada. 

4.27.8 Identificação de domínios e similaridade 

As sequências identificadas foram analisadas quanto a presença de peptídeo sinal e 

propetídeo com auxilio dos programas online SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011) e Prop 1.0 

(Duckert et al., 2004). A identificação dos domínios foi realizada no programa online Blastp, 

no qual busca sequências similares de proteínas no banco de dados. Os domínios de cada 

protease foram identificados e suas possíveis funções determinadas (Marchler-Bauer et al., 

2011). A massa molecular e o ponto isoelétrico foram identificados pelo programa online 

Expasy “Compute pI/Mw tool” (Gasteiger et al., 2005). 

Foi realizada a construção de uma árvore filogenética para verificação da relação entre 

as sequências identificadas. Essas sequências foram alinhadas utilizando a ferramenta Clustal 

W pelo programa MEGA 5, com base nesse alinhamento foi construída uma árvore utilizando 

o algoritmo Neighbor-Joining (Zuckerkandl & Pauling, 1965; Tamura et al., 2011).  
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 Resultados  5.

 Extração de peçonha de T. serrulatus 5.1

A extração da peçonha por estimulação elétrica resultou uma quantidade satisfatória 

de peçonha por animal. Nas primeiras extrações, o rendimento médio foi de 200 µg de massa 

proteica da peçonha por escorpião (TsP). 

Nas extrações seguintes, houve uma queda gradativa no rendimento, cerca de 25 

mg/mL por extração (Figura 6). 

 

Figura 6: Concentração de peçonha de Tityus serrulatus obtida de extrações sucessivas. 

Extrações de peçonha bruta de T. serrulatus (TsP) mediante estimulação elétrica. Extrações realizadas com 

intervalo de 15 dias. A peçonha de 200 escorpiões foi extraída e imediatamente diluída em 500 μL de TFA 0,01%. 

A peçonha era então centrifugrada e a fração solúvel dosada pelo método de Lowry. A quantidade de peçonha 

obtida apresentou diminuição ao longo das extrações. 

 Construção do cassete de expressão quimérico 5.2

5.2.1 PCR para inserção de adaptadores 

Depois de realizada a técnica de PCR para a amplificação das sequências de interesse, 

Ts3, Ts1 e TsNTxP, foi realizada eletroforese para a verificação da qualidade da amplificação 

de todas as amostras.  
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Foi utilizado o mesmo programa de termociclagem para todas as sequências. A Ts3 

recebeu os sítios para as endonucleases de restrição NdeI e NcoI; a Ts1 recebeu os sítios para 

NcoI e XhoI; enquanto a TsNTxP recebeu apenas o sítio de XhoI em suas extremidades 

(Figura 7). As três sequências utilizadas neste trabalho possuem cerca de 200 pb de 

comprimento, como visualizado no gel. Todas as três sequências amplificaram muito bem e 

foram utilizadas para a ligação ao vetor pGEM-T-Easy. 

 

Figura 7: PCR para amplificação das sequências Ts3, Ts1 e TsNTxP 

Eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etídio, apresentando o produto de amplificação das 

sequências Ts3, Ts1 e TsNTxP, utilizando os iniciadores com adaptadores específicos para cada sequência. MR -

pb: padrão de massa molecular relativa de 100 pb; C-1: controle negativo Ts3, todos os reagentes da PCR sem 

DNA molde; 1: Amplificação da Ts3; C-2: controle negativo Ts1, todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 2: 

Amplificação da Ts1; C-3: controle negativo TsNTxP, todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 3: 

Amplificação da TsNTxP. 

 Clonagem de Ts3, Ts1 e TsNTxP no vetor pGEM-T-Easy 5.3

Com a boa qualidade do produto de amplificação, foi realizada a ligação dos três 

amplicons individualmente no vetor pGEM-T-Easy. O produto de ligação das três sequências 

foi então transformado na linhagem XL1-Blue de E. coli e 10 colônias individuais e isoladas 

foram coletadas para análise de PCR utilizando os iniciadores específicos para cada 

sequência. Clones positivos possuem o tamanho de 200 pb, enquanto os negativos não são 

capazes de produzir amplificação. 

As três sequências obtiveram um bom rendimento nesse passo de seleção, cerca de 

90% ou mais de clones positivos em todas as construções (Figura 8). Quatro clones de cada 

ligação foram selecionados para a reação de sequenciamento. 
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Figura 8: PCR de colônia dos clones obtidos após transformação da ligação das sequências Ts3, Ts1 e 

TsNTxP em pGEM-T-Easy.  

Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etídio, do produto de ligação das três sequências, 

utilizando os iniciadores específicos para cada sequência. Foram testadas 10 colônias de cada construção. O 

controle positivo consiste no vetor original da biblioteca de cDNA. C+: controle positivo com DNA molde do 

clone selecionado na biblioteca de cDNA; C-: controle negativo, todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 1-

10: colônias testadas.  

 Sequenciamento da clonagem das sequências Ts3, Ts1 e 5.4

TsNTxP no vetor pGEM-T-Easy 

Dentre os vários clones que foram confirmados positivos pela PCR, quatro de cada 

sequência, foram submetidos à extração plasmidial por lise alcalina e, em seguida, 

sequenciados. Os resultados foram analisados de acordo com a qualidade de sequência, 

correta inserção dos adaptadores e fase de leitura. Todos os clones referentes às três 

sequências apresentaram boa qualidade em todos os parâmetros e foram submetidos à 

digestão enzimática para a ligação ao vetor pET26b. 

200 pb 

200 pb 
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 Construção do vetor de expressão pET26-TsQ3 5.5

5.5.1 Construção do vetor de expressão pET26-Ts3 

A primeira sequência a ser inserida no vetor pET26b foi a Ts3. Após digestão 

enzimática com as endonucleases NdeI e NcoI ao vetor pGEM-Ts3 e ao vetor pET26b, ambos 

os plasmídeos foram submetidos à eletroforese e a banda referente à Ts3 e ao pET26b 

linearizado foram purificadas do gel de agarose e ligadas (Figura 5).  

O rendimento da digestão enzimática foi satisfatório para que fosse realizada a ligação 

ao vetor pET26b. Após a ligação e transformação, foram coletadas 22 colônias e, dentre elas, 

2 clones foram identificados positivos através de PCR com os iniciadores da Ts3 (Figura 9). 

Ambos os clones foram sequenciados e apresentaram correta orientação ao vetor e fase de 

leitura. Esse plasmídeo obtido foi denominado pET26-Ts3. 

 

Figura 9: PCR de colônia para a confirmação da ligação entre pET26b e Ts3. 

Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etídio, do produto de PCR da ligação entre pET26b e 

Ts3, utilizando os iniciadores para a Ts3. Dentre as 22 colônias testadas, apenas 2 se mostraram positivas (12 e 14). 

O controle positivo consiste no vetor original da biblioteca de cDNA. C+: controle positivo; C-: controle negativo, 

todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 1-22: colônias testadas. 

5.5.2 Construção do vetor de expressão pET26-Ts3-Ts1 

Utilizando a construção pET26-Ts3 e o plasmídeo pGEM-Ts1 como base, foram 

digeridos com as endonucleases de restrição NcoI e XhoI. Após a digestão, ambos os 

plasmídeos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5%. As bandas 

correspondentes ao vetor pET26-Ts3 e à sequência de Ts1 foram purificadas a partir do gel e 

submetidas à reação de ligação, conforme descrito no item 4.13 (Figura 5). 

Após transformação do produto de ligação, colônias recombinantes foram coletadas e 

testadas por PCR de colônia, utilizando-se iniciadores específicos para a Ts1. Dentre as 23 

colônias testadas, um clone foi identificado positivo (17) (Figura 10). O clone foi sequenciado 

200 pb  
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e apresentou a correta fase de leitura. O vetor foi extraído por lise alcalina e recebeu o nome 

de pET26-Ts3-Ts1.  

 

Figura 10: PCR de colônia para a confirmação da ligação entre pET26-Ts3 e Ts1. 

Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etídio, do produto de PCR da ligação entre pET26-

Ts3 e Ts1, utilizando-se iniciadores para a Ts1. Dentre as 23 colônias testadas, apenas 1 se mostrou positiva (17). O 

controle positivo consiste no vetor original da biblioteca de cDNA. C+: controle positivo; C-: controle negativo, 

todos os reagentes da PCR sem DNA molde; 1-23: colônias testadas. 

5.5.3 Construção do vetor de expressão pET26-TsQ3 

Utilizando a construção pET26-Ts3-Ts1 e o plasmídeo pGEM-TsNTxP, estes foram 

digeridos com a endonuclease de restrição XhoI. Após a digestão, ambos os plasmídeos foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5%. As bandas correspondentes ao vetor 

pET26-Ts3-Ts1 e à sequência de TsNTxP foram purificados a partir do gel e submetidas à 

reação de ligação, conforme descrito acima (Figura 5). 

Após transformação do produto de ligação, foram encontradas e testadas apenas 2 

colônias por PCR com os iniciadores T7F e T7R, que apresentou um clone positivo. Com o 

uso desses iniciadores, o fragmento negativo possui 600 pb e o positivo cerca de 800 pb, uma 

vez que a amplificação do vetor sem inserto possui 200 pb (Figura 11). O clone positivo foi 

sequenciado e mostrou a correta construção. Esse vetor recebeu o nome de pET26-TsQ3 (Ts 

= T. serrulatus; Q3 = 3 sequências distintas em forma de quiméra) (vide sequência em anexos 

II).  

200 pb  
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Figura 11: PCR de colônia para a confirmação da ligação entre pET26-Ts3-Ts1 e TsNTxP. 

Eletroforese em gel de agarose 1,5 %, corado com brometo de etídio, do produto de PCR da ligação entre pET26-

Ts3-Ts1 e TsNTxP, utilizando-se iniciadores T7F e T7R. Dentre as 2 colônias testadas, apenas uma se mostrou 

positiva (2). Devido à distância entre o sítio de clonagem de cerca de 200 pb, o clone pET26-Ts3-Ts1 apresenta 

tamanho aproximado de 600 pb, enquanto o clone pET26-TsQ3 apresenta tamanho aproximado de 800 pb. MR -

pb: padrão de massa molecular relativa de 100 pb; C-: controle negativo, todos os reagentes da PCR sem DNA 

molde; 1-2: colônias testadas. 

 Expressão e purificação da TsQ3  5.6

Para a expressão da TsQ3, o plasmídeo pET26-TsQ3 foi transformado na linhagem de 

E. coli BL21 (DE3). Após período de incubação pós-indução, foi observado um nível de 

expressão alto (Figura 12). A dosagem pelo método de Lowry da TsQ3 purificada mostrou 

um rendimento aproximado de 5 mg de por litro de cultura expressa.  
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Figura 12: Expressão da TsQ3 em BL21 (DE3). 

Gel de poliacrilamida 18% SDS-PAGE dos produtos de expressão da TsQ3. Após indução com IPTG, é observado 

uma grande banda correspondente à TsQ3 expressa. A banda mais destacada, com cerca de 21 kDa, é a TsQ3 (2). 

MR - pb: Padrão de massa molecular; 1: Extrato bruto da cultura de BL21 (DE3) transformada com pET26-TsQ3 

antes da indução; 2: Extrato bruto da cultura de BL21 (DE3) transformada com pET26-TsQ3 após 16 horas da 

indução. 

 

Toda a TsQ3 se encontrou na fração insolúvel e foi totalmente solubilizada em tampão 

A para purificação em resina de níquel contendo 8 M de uréia. Com isso, o sobrenadante 

obtido foi incubado e ligado à resina His-Link para a purificação da TsQ3 contendo a cauda 

de histidinas. A primeira purificação não foi capaz de ligar toda a TsQ3 expressa, como 

observado na canaleta 2 da Figura 13. Assim, o protocolo de purificação foi repetido até se 

obter toda a TsQ3 contida na amostra. Após o tratamento de sulfitólise a TsQ3 se apresentou 

na forma solúvel (22,7 kDa) (Figura 13). 

 

Figura 13: Purificação da TsQ3 em resina de níquel His-Link. 

Gel de poliacrilamida 18% SDS-PAGE das frações da purificação da TsQ3 em resina de níquel. Após a lise, os 

corpos de inclusão resultantes foram ressuspendidos em tampão com ureia e submetidos à purificação. Nem toda a 

TsQ3 presente foi ligada à coluna e, então, sucessivos passos com essas amostras foram realizados para a total 

purificação da TsQ3. MR-kDa: padrão de massa molecular relativa em kDa; 1: corpos de inclusão solubilizados; 

2: amostra não ligada à coluna; 3-4: lavagens da resina de níquel; 5-6: Eluições da TsQ3 com tampão sem ureia; 7: 

Eluição com tampão contendo ureia. 
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 Teste de toxicidade da proteína quimérica 5.7

Em ambos os grupos de camundongos que receberam a TsQ3 por via subcutânea não 

foram observados sinais de toxicidade causados pela mesma. Assim essa proteína não possui 

atividade tóxica, podendo ser utilizada como antígeno para a imunização de coelhos.  

 ELISA 5.8

Foi realizado o ensaio de ELISA para se averiguar o reconhecimento dos soros 

produzidos frente à TsP e TsQ3, bem como a titulação dos mesmos. A titulação dos soros 

finais obtidos apresentou alto grau de reconhecimento contra ambos os antígenos (Figura 14). 

Esse dado mostra que os soros produzidos possuem anticorpos com capacidade de reconhecer 

tanto a TsP quanto a TsQ3.  

Os soros obtidos após as primeiras seis doses e o soro final foram comparados quanto 

a geração de anticorpos na diluição de 1:400. A cada dose de reforço aplicada nas coelhas, o 

reconhecimento dos soros produzidos contra ambos os antígenos aumentou. Os gráficos da 

Figura 15 mostram que a reatividade é maior nos soros referentes à terceira dose de 

imunização de cada grupo. A reatividade obteve um aumento considerado maior nas amostras 

de soro colhidas após os reforços seguintes, após o término do segundo ciclo de imunizações 

os soros apresentaram grau de reconhecimento similar a 6ª dose do primeiro ciclo 

(considerando a diluição testada). Apenas o soro anti-TsQ3 (α-TsQ3) não foi capaz de 

reconhecer de maneira mais efetiva TsP. 
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Figura 14: Titulação dos soros produzidos contra TsP e TsQ3. 

A placa de ELISA foi sensibilizada com TsQ3 (A) ou TsP (B) (0,5 µg/mL). O gráfico mostra os valores de 

absorbância a 492 nm obtidos da titulação do soro antipeçonha de T. serrulatus nas diluições 1:100 a 1:102400. 

Note que os soros produzidos apresentaram grau semelhante de reconhecimento contra ambos os antígenos ligados 

à placa. No entanto o soro α-TsP apresentou menor reconhecimento contra a TsQ3 assim como o soro α-TsQ3 

mostrou menor reconhecimento contra TsP. 
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Figura 15: Reatividade dos soros α-TsQ3, α-TsP, α-TsQ3/TsP e α-TsP/TsQ3 contra TsQ3 (A) e TsP (B) em 

relação as doses de imunização.  

As placas de ELISA foram sensibilizadas com TsQ3 (A) e TsP (B) (0,5 µg/mL). O gráfico mostra os valores de 

absorbância a 492 nm obtidos da titulação dos soros α-TsQ3, α-TsP, α -TsQ3/TsP e α -TsP/TsQ3 na diluição de 

1:400. Nota: Os soros finais correspondem a dois ciclos de imunização com seis doses por ciclo, sendo que TsP: 

peçonha bruta de T. serrulatus; TsQ3/TsP (duas doses de TsQ3 seguidas de quatro doses de TsP); TsP/TsQ3 (duas 

doses de TsP seguidas de 4 doses de TsQ3).  
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 Western Blot 5.9

Para o Western Blot, foi utilizado a ultima dose de todos os soros produzidos, (α-

TsQ3, α-TsP, α-TsQ3/TsP e α-TsP/TsQ3). Esse ensaio tem por objetivo verificar o 

reconhecimento dos soros produzidos contra os antígenos TsQ3 e TsP. 

A banda correspondente à TsQ3 foi bem reconhecida por todos os soros utilizados, o 

que indica que há semelhança de epítopos entre a proteína recombinante e as toxinas 

presentes na peçonha de T. serrulatus. Ao mesmo tempo, a banda de aproximadamente 10 

kDa de TsP (P) foi bem reconhecida pelo soro α-TsQ3, e em menor grau as bandas de alta 

massa da peçonha. Os soros produzidos com ambos os antígenos reconheceram, bem tanto a 

peçonha quanto a TsQ3. Observa-se, junto à separação eletroforética de TsQ3, ainda uma 

banda com massa de aproximadamente 40 kDa, elas podem derivar de um dímero de TsQ3 ou 

serem provenientes de proteínas bacterianas de alta massa ricas em resíduos de histidina 

(Figura 16). 

 

Figura 16: Western Blot com os soros imunes produzidos. 

Western Blot resultante da transferência de um gel SDS-PAGE 15 % a uma membrana de PVDF. As amostras de 

padrão de massa molecular (M), TsP (P) e TsQ3 (Q) foram aplicadas no gel de SDS-PAGE. O gel foi cortado e 

uma parte foi corada com Coomassie blue e as outras submetidas à transferência para a membrana de PVDF. É 

possível visualizar no gel (à esquerda), na eletroforese de peçonha de T. serrulatus (P), uma banda difusa com 

massa de aproximadamente 10 kDa, referente às toxinas principais da peçonha, e algumas bandas de alta massa 

molecular, relativas a outros componentes da peçonha. Nas membranas (à direita), os soros produzidos, com 

capacidade de reconhecer a TsP (P) e também a TsQ3 (Q), que possui massa molecular de 22,7 kDa e a banda de 

alta massa observadas, (aproximadamente 40 kDa).  

 Soro-neutralização 5.10

Os quatro soros imunes produzidos foram capazes de gerar neutralização contra TsP 

(Tabela 6). O soro α-TsP utilizado como controle, foi capaz de neutralizar até 2 DL50 por 100 
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µL de soro, os camundongos que receberam esse soro não apresentaram nenhum sintoma 

associado ao envenenamento por TsP. O soro pré-imune foi utilizado como controle negativo 

desse ensaio e não apresentou capacidade protetora. Os soros α-TsQ3/TsP e α-TsP/TsQ3 

apresentaram capacidade de neutralização parcial contra 2 DL50. Esses soros protegeram 75% 

e 62,5%, respectivamente. Os camundongos que receberam os soros desses grupos 

apresentaram sintomas de envenenamento mais brandos do que os animais que receberam o 

soro pré-imune. Já o soro α-TsQ3 apresentou capacidade de neutralização parcial de TsP. 

Esse soro foi capaz de proteger 1 DL50 de TsP e protege parcialmente contra 1,5 DL50 

(37,5%), os animais que receberam esse soro também apresentaram sintomas parciais do 

envenenamento.  

Tabela 6: Soro neutralização com os soros imunes produzidos. Sobrevivência (n/%) por grupo. 

Dose Soro imune (100 µL) 

DL50 µg de TsP α-TsQ3 α-TsP α-TsQ3/TsP α-TsP/TsQ3 Pré-Imune 

1 22,28 8/100% 8/100% 8/100% 8/100% 4/50% 

1,5 33,42 3/37,5% 8/100% 8/100% 8/100% 0/0% 

2 44,56 - 8/100% 6/75% 5/62,5% - 

 Avaliação da atividade proteolítica de TsP 5.11

O ensaio de digestão com a peçonha bruta apresentou clivagem das cadeias e  do 

fibrinogênio. A TsP foi capaz de clivar parcialmente a cadeia  em 1 hora, clivou totalmente a 

cadeia  e parcialmente a  em 4 horas e clivou totalmente as cadeias  e  em 16 horas de 

digestão (Figura 17 A), mostrando que a peçonha de T. serrulatus possui atividade 

fibrinogenolítica. 

No ensaio de inibidores de proteases classe específico, a TsP foi incubada com 

fibrinogênio por 16 horas. Os inibidores EDTA (Metalloproteases), PMSF (Serino proteases), 

E-64 (Cisteíno proteases) e Pepstatina A (Aspartico proteases) foram acrescidos ao veneno 

antes da incubação com o substrato. Apenas o EDTA foi capaz de inibir parcialmente o efeito 

de digestão proteolítica causado pela peçonha, sugerindo que a peçonha de T. serrulatus 

aparenta possuir predominantemente a classe das metaloproteases (Figura 17 B). Não foram 

testados outros substratos para avaliar a especificidade das proteases, porém outros trabalhos 

com a peçonha de T. serrulatus já utilizaram substratos como gelatina, VAMP-2 e VAMP-8 e 

fluorescence resonance energy transfer (FRET) substrate peptide Abz-FLRRV-EDD-np, 

sendo relatada atividade proteolítica (Almeida et al., 2002; Fletcher et al., 2010; Venancio et 

al., 2013). 
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Figura 17: Ensaio de clivagem do fibrinogênio por TsP. 

Eletroforese SDS-PAGE em gel de 15%. A avaliação da clivagem proteolítica foi inferida pela visualização da 

degradação das cadeias α e β do fibrinogênio. A) Foi realizado o ensaio por tempo de incubação. M) Marcador de 

massa molecular, a massa dos marcadores está designada na figura. 1) 2 μg de TsP; 2) 3 μg de TsP; 3) 5 μg de 

fibrinogênio, as setas indicam as cadeias α (63.5 kDa), β (56 kDa), and γ (47 kDa); 4-6) 5 μg de fibrinogênio 

digeridos por 3 μg de TsP durantes 1, 4 e 16 horas respectivamente. A banda difusa com baixa massa molecular 

corresponde as neurotoxinas de TsP, no entanto a quantidade de peçonha aplicada no ensaio não permite a 

visualização dos componentes de alta massa molecular de TsP. B) Inibição da atividade proteolítica de TsP por 

inibidores de protease classe-específicos. 3 μg deTsP foi incubado por 16 horas com 5 μg de fibrinogênio 

juntamente com um inibidor classe-específico de protease. 1) 3 μg de TsP; 2) 5 μg de fibrinogênio, as setas indicam 

as cadeias α (63.5 kDa), β (56 kDa), and γ (47 kDa); 3-7) incubação de 3 μg de TsP e 5 μg de fibrinogênio; 3) 

controle positivo, sem inibidor; 4) 10 mM de EDTA; 5) 2 mM de PMSF; 6) 20 μM de E-64; 7) 20 μM de pepstatina 

A. 

 Identificação dos sítios de clivagem das proteases de TsP 5.12

A reação de cinética enzimática para identificação dos sítios de clivagem das proteases 

presentes na peçonha de T. serrulatus identificou apenas seis poços que apresentaram 
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aumento de fluorescência após incubação de uma hora com TsP (Figura 18). Esses seis poços 

denominados de 10, 74, 202, 266, 330 e 394 (Referencia do próprio kit) apresentam 

obrigatoriamente os aminoácidos Lisina e Arginina nas 2ª e 3ª posições. Já o primeiro 

aminoácido presente na sequência foi variável, podendo ser dividido em relação à intensidade 

de fluorescência final de cada poço em alta e baixa. Os poços que apresentaram sinal de 

fluorescência alta possuem aminoácidos hidrofóbicos de cadeia curta (A, V, P) poços 10 e 

330, resíduos básicos (K, R) poço 74 ou resíduos polares neutros (N, Q) poço 202. Os poços 

que apresentaram sinal de fluorescência baixa possuem os resíduos hidrofóbicos de cadeia 

longa (I, L) poço 266 ou os resíduos polares neutros (S, T) poço 394.  

Além dos peptídeos identificados durante o ensaio de cinética proteolítica, outros 20 

poços apresentaram aumento de fluorescência após incubação por 48 horas. Nesse caso os 

peptídeos presentes nos poços apresentam maior variação em relação ao seu caráter químico. 

O aminoácido que ocupa a primeira posição da trinca apresentou maior diversidade de 

composição em relação aos demais componentes da trinca. Os resíduos predominantes 

encontrados na primeira posição foram I/L, K/R, N/Q com 74% do total de resíduos para essa 

posição. Já a segunda e terceira posições apresentaram menor variação na composição de 

resíduos, sendo predominante a presença de K ou R com 53% e 37% respectivamente (Figura 

18 B). Foi observado que a clivagem proteolítica ocorreu preferencialmente próxima a 

resíduos básicos, sendo que os aminoácidos K/R estavam presentes em 79% dos peptídeos 

presentes em poços que apresentaram clivagem secundária. Os resíduos de aminoácidos 

encontrados nos sítios não específicos de clivagem das proteases de T. serrulatus corroboram 

com os dados encontrados no ensaio de cinética, no qual o 2º e 3º aminoácido da trinca eram 

obrigatoriamente K ou R, mostrando que essas proteases tem preferência de clivagem 

próximo a resíduos básicos. 
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Figura 18: Sítios primários e secundários de clivagem pelas proteases de TsP. 

A especificidade dos sítios de clivagem das proteases da peçonha de T. serrulatus foi testado com o kit REPLi. A) 

O ensaio de cinética de clivagem apresenta os seis poços em que foi observada clivagem efetiva em uma hora de 

ensaio. Os aminoácidos localizados nas 2ª e 3ª posições para todos os poços reativos foram K ou R, no entanto a 1ª 

posição apresentou maior variação de composição. B) Identificação dos sítios de clivagem secundários com 

incubação por 48 horas. Os gráficos apresentam a proporção relativa de cada aminoácido em relação a sua posição 

dentro da trinca de peptídeos testados. 

 RNA-Seq da glândula de peçonha 5.13

5.13.1 Extração do RNA da glândula de peçonha 

O RNA total extraído de cada um dos quatro grupos experimentais apresentou bom 

rendimento e grau de pureza conforme descrito na Tabela 7.  
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Tabela 7: Concentração e grau de pureza do RNA extraído. 

Biblioteca 
Concentração 

ng/µL 

Razão 

260/280 

Razão 

260/230 
G0 650 2,07 2,10 

G2 720 2,09 2,04 

G4 580 2,11 2,00 

G8 830 2,11 1,97 

As amostras de RNA das bibliotecas ainda apresentam boa qualidade sem sinais 

marcantes de degradação. A análise de qualidade foi inferida através de um gel de agarose 1,5 

%, no qual foram aplicadas as amostras de cada um dos quatro grupos. Além disso, foi 

aplicado no gel amostras que não foram ligadas as beads-Oligo(dt) magnéticas durante o 

processo de purificação do mRNA (Figura 19). 

 
Figura 19: Gel de agarose 2 % das amostras de RNA da glândula de peçonha de T. serrulatus. 

Eletroforese em agarose apresentando a qualidade do RNA total extraído a partir de quatro grupos (10 escorpiões 

por grupo) submetidos a diferentes tempos de extração de peçonha previamente a extração de RNA. Os grupos são 

sinalizados por G0, G2, G4 e G8, o número corresponde ao intervalo entre extração de peçonha e extração de RNA 

total. No grupo G0 não ouve extração de peçonha prévia. (1)  amostra de RNA não purificada. (2) amostra de RNA 

que não se ligou as beads-Oligo(dt).  

5.13.2 Construção da biblioteca e sequenciamento de nova 

geração 

A primeira biblioteca de cDNA glândula de peçonha foi montada por Kalapothakis et 

al., (2001) e foi sequenciada com sequenciador automático de DNA ABI 3130 (Applied 

Biosystems) por Alvarenga et al. (2012). 

As quatro bibliotecas foram construídas conforme instruções do kit “TruSeq sample 

prep” (Illumina). A partir de 1 µg de RNA total apresentaram boa qualidade e concentração 

satisfatória para serem sequenciados no MiSeq Ilumina. As bibliotecas apresentaram 
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concentração média de 180 nM (concentração de fragmentos da biblioteca de cDNA) sendo 

posteriormente diluídas para 15 pM para serem utilizadas no sequenciamento.  

O sequenciamento apresentou um rendimento total de 16,7 gb de dados, com 

30.280.186 de reads paired-end (cada read é formada pela sequência R1 e R2), destas 

27.150.888 (98,49%) passaram pelo filtro de qualidade do próprio sequenciador. Mais de 75% 

das reads geradas apresentam ótima qualidade com valor de qualidade de Phred 

(probabilidade de erro na sequência) maior que Q30. Os 200 primeiros nucleotídeos de cada 

read apresentaram melhor qualidade em ambas as leituras R1 e R2 (direta e reversa, 

respectivamente). 

As bibliotecas apresentaram distribuição das sequências homogênea, sendo que G0, 

G2, G4 e G8 apresentaram respectivamente 25,87%, 25,00%, 25,76% e 21,86% das reads 

totais do sequenciamento.  

5.13.3 Trimagem das sequências 

Devido à boa qualidade do sequenciamento 23,19 % de bases sequenciadas foram 

excluídas das reads finais (Tabela 8). As bases excluídas dessas reads se localizaram 

principalmente nos arquivos de R2 (sequenciamento reverso) após a base de posição 200 de 

cada read. Ao todo foram eliminadas 10,05% de todas as reads sequenciadas, dentre elas 

estão as reads com tamanho inferior a 40 pb e sequências que não possuem qualidade superior 

a Q20 em toda a extensão da read (Figura 20). 

Tabela 8: Reads geradas pelo sequenciamento antes e após trimagem por tamanho e qualidade. 

Arquivo 
Antes da trimagem Depois da trimagem % de reads 

trimadas 

% de bases 

trimadas Reads Bases Reads Bases 

G0_R1 7.131.997 1.477.970.544 6.682.312 1.265.111.149 6,31 14,40 

G0_R2 7.131.997 1.502.817.404 6.173.675 1.037.721.024 13,44 30,95 

G2_R1 6.891.084 1.471.119.761 6.480.974 1.267.528.772 5,95 13,84 

G2_R2 6.891.084 1.493.261.064 5.971.725 1.035.180.040 13,34 30,68 

G4_R1 7.100.936 1.587.488.569 6.674.057 1.356.792.885 6,01 14,53 

G4_R2 7.100.936 1.611.999.227 6.040.475 1.066.201.716 14,93 33,86 

G8_R1 6.026.871 1.315.686.837 5.656.557 1.127.129.933 6,14 14,33 

G8_R2 6.026.871 1.334.395.380 5.163.679 903.577.233 14,32 32,29 

Total 54.301.776 11.794.738.786 48.843.454 9.059.242.752 10,05 23,19 
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Figura 20: Valores de qualidade Q de Phred por base ao longo das reads. 

Após o sequenciamento as bibliotecas foram analisadas quanto a qualidade das reads pelo programa FastQC. Os 

gráficos apresentados mostram o valor médio de qualidade das bases ao longo das reads. A) Análise de qualidade 

realizada após o sequenciamento para a biblioteca G0_R1. B) Análise de qualidade realizada após a trimagem dos 

dados para a biblioteca G0_R1. É notada que apenas as bases no fim das reads apresentam menor qualidade, após a 

trimagem nenhuma base apresenta valor Q de Phred menor que Q20 (indicado na figura pelas chaves).  

5.13.4 Montagem dos contigs 

As sequências geradas pela biblioteca produzida por Kalapothakis et al. (2001) foram 

identificadas por Alvarenga et al. (2012). Os clones identificados nesse trabalho com 

similaridades a proteases foram sequenciados novamente para se obter a sequência completa. 

Após o sequenciamento as sequências foram agrupadas em contigs pelo programa 

CodonCode Aligner 4.0. O consenso obtido foi utilizado para identificação e classificação das 

sequências. Assim, apenas os clones previamente classificados como proteases foram 

utilizados, sendo 36 clones com similaridade a proteases nessa biblioteca. Esses clones foram 

agrupados em 10 sequências únicas (5 contigs e 5 singles).  

As reads geradas pelo sequenciamento no MiSeq foram montadas em contigs pelo 

programa Trinity. Em média cada biblioteca apresentou 70.000 contigs. Esse número grande 

de contigs encontrado nessa montagem pode ser devido à presença de várias isoformas e 

genes com splicing alternativo, fazendo com que um único locus possa ser representado várias 

vezes. Como exemplo, o contig nomeado c11972_g1_i17 da biblioteca G2 apresentou 17 

isoformas ou splicing alternativo, demostrando a alta sensibilidade desse programa para a 

montagem de sequências de RNA-Seq. 
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5.13.5 Identificação dos contigs com similaridades a 

proteases 

Com base nas sequências identificadas por Alvarenga et al. (2012), dentre os 1629 

clones sequenciados 36 apresentaram similaridades com proteases, totalizando 2,2 % da 

biblioteca. Assim esses diferentes clones foram agrupados em 10 sequências únicas. Esses 

contigs foram identificados com a ferramenta Blastx contra o banco de dados de proteínas não 

redundante. Todas essas sequências pertencem à classe das metaloproteases dependentes de 

zinco. Essas proteases foram denominadas de MetalloSerrulases (TsMS) e receberam um 

número. As TsMS’s 1-9 foram classificadas como pertencentes a família Metzincim enquanto 

a TsMS 10 pertence a família Gluzincin de metaloproteases dependentes de zinco (Carmo et 

al., 2014). Após os resultados com o sequenciamento de nova geração, foram identificadas as 

sequências completas de todas as TsMS. 

Os contigs obtidos pelo programa Trinity foram avaliados quanto a sua similaridade 

por sequências relativas a proteases de artrópodes com o auxilio do programa BLASTx-

Standalone. Devido a grande quantidade de contigs que apresentaram similaridade foi 

realizada uma filtragem dos dados. O primeiro filtro foi o tamanho do alinhamento, no qual 

alinhamentos menores do que 100 aminoácidos foram descartados. Após isso, foi utilizado o 

filtro de similaridade, no qual contigs com menos de 70% de similaridade também foram 

excluídos da análise. O ultimo filtro foi a retirada de contigs com resultados duplicados, se 

mantendo sempre os contigs que apresentaram maior valor de similaridade.  

Assim, foram identificados nas quatro bibliotecas 57 contigs com similaridade a 

proteases. No entanto, devido a sensibilidade do programa Trinity na montagem dos dados, 

foram identificados contigs contendo sequências idênticas, ou com mutações nas regiões 3’ e 

5’ UTR. Por esse motivo, 34 sequências únicas foram identificadas dentre as 57 iniciais. 

Esses contigs foram submetidos novamente a análise de similaridade com o programa 

online Blastx contra o banco de dados não redundante. Todos os contigs submetidos a essa 

análise apresentaram similaridade a alguma protease descrita. Dessas proteases identificadas, 

12 apresentam similaridade com proteases potencialmente presentes na peçonha (Tabela 9) 

(Anexo II). Foram identificadas as 10 sequências de metalloserrulases descritas por Carmo et 

al. (2014), uma sequência com similaridade a serino proteases, e uma nova metaloprotease 

nomeada de TsMS 11 similar as proteases ADAM 17. A serino protease encontrada possui 

domínio similar a Tripsina-like proteases, recebendo o nome de TsSP 1 (T. serrulatus serino 
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protease 1), porém essa sequência não foi encontrada de maneira completa, faltando uma 

parte de seu N-terminal. 

As outras 22 proteases identificadas no RNA-Seq sequenciado no MiSeq possuem 

similaridade a proteases que participam do metabolismo celular, como degradação de 

proteínas no citoplasma, metabolismo de divisão celular, e componentes vesiculares. Foi 

identificada uma metaloprotease similar a de matriz extracelular. Cinco subunidades do 

complexo proteossômico 26S, (subunidades 4, 6A, 6B, 7 e 8), esse complexo completo possui 

cerca de 2 a 5 MDa. Uma cisteíno protease identificada como ‘Cathepsin L-like cysteine 

peptidase 3’ (HG710156.1), já descrita para essa espécie e com sequência disponível no 

GenBank. Três serino proteases que também já haviam sido descritas com sequência 

disponível ‘CUB and LDL domains-containing trypsin-like serine peptidase 1, 2 e 3’ 

(HG710166.1, HG710167.1 e HG710168.1 respectivamente). Três proteases com 

similaridades a furinas, (proteases com função de processamento pós transcricional), duas 

Kyphoscoliosis peptidases, que atuam durante a divisão celular, duas proteases da família 

Lon, sendo uma delas predita para a localização no peroxossomo. Além dessas, foram 

identificadas uma metalloprotease, uma Clp protease, uma peptidase caseinolítica, uma 

catepsina e uma subunidade de uma protease Clp. 

As proteases que são preditas como pertencentes ao metabolismo celular não serão 

descritas nesse trabalho. 

Tabela 9:Identificação das proteases presentes na peçonha e numero de acesso ao GenBank. 

 Nomeação da Protease  Nº de acesso GenBank 

Metalloserrulase 1(TsMS 1) KM115016 

Metalloserrulase 2 (TsMS 2) KM115017 

Metalloserrulase 3 (TsMS 3) KM115018 

Metalloserrulase 4 (TsMS 4) KM115019 

Metalloserrulase 5 (TsMS 5) KM115020 

Metalloserrulase 6 (TsMS 6) KM115021 

Metalloserrulase 7 (TsMS 7) KM115022 

Metalloserrulase 8 (TsMS 8) KM115023 

Metalloserrulase 9 (TsMS 9) KM115024 

Metalloserrulase 10 (TsMS 10) KM115025 

Metalloserrulase 11 (TsMS 11) - 

Ts Serine proease 1 (TsSP 1) - 

Total 12 
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5.13.6 Identificação de domínios e similaridadade 

As sequências proteicas de todas as bibliotecas com identidade a proteases foram 

submetidas aos programas SignalP 4.1, ProP 1.0 e BlastP para a identificação de peptídeo 

sinal, propeptídeo e domínios. 

Todas as TsMS’s encontradas nas bibliotecas de NGS apresentaram em suas 

sequências proteicas as regiões de peptídeo sinal e propeptídeo. As TsMS’s 1-9 apresentam 

maior similaridade entre si por se tratarem de proteases pertencentes a mesma família (Figura 

21).  

As TsMS 1-9 apresentaram a região conservada H-E-X-X-H-X-X-G-X-X-H-D que 

inclui o sítio ativo e o sítio de ligação ao Zn, indicando que essas proteases pertencem a classe 

das metaloproteases. Após o primeiro resíduo de histidina do sítio ativo é encontrado um 

resíduo conservado de metionina a cerca de 25-35 aminoácidos. Essa metionina está 

localizada em um alça hidrofóbica que direciona esse resíduo ao sítio catalítico. A presença 

desse aminoácido auxilia na estabilização do átomo de Zn no sítio ativo, sendo comumente 

encontrada dentro da família de metaloproteases Metzincin (Bode et al., 1993; Hooper, 1994; 

Seals & Courtneidge, 2003). O sítio catalítico descrito acima apresenta um resíduo de glicina 

conservado, no entanto a TsMS 3 possui uma substituição desse resíduo por uma alanina 

(posição 354, Figura 21), que provavelmente não deve apresentar influência significativa em 

sua função catalítica.  

A protease TsMS 10 apresenta um sítio catalítico diferente das demais TsMS’s. Esse 

sítio é descontinuo (N-A/V-x-x-H-E-x-x-H/E-x-x-x-D/Y-A/H-x-x-x-x-x-R), indicando que a 

conformação tridimensional é extremamente importante para a estabilização do átomo de Zn e 

função dessa enzima. De acordo com o alinhamento realizado com o programa Blastp essa 

enzima possui alta similaridade as proteases pertencentes à família Gluzincin (Rawlings & 

Barrett, 1995; Fernandez et al., 2001).  
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Figura 21: Alinhamento entre as sequências proteicas das TsMS 1-9. 

Alinhamento exibindo a similaridade entre as sequências das TsMS 1-9. A cor azul mais forte simboliza maior 

conservação das sequências. A linha horizontal amarela simboliza o peptídeo sinal. A linha horizontal rosa 

simboliza o propeptídeo. Os oito resíduos de cisteínas, que possivelmente formam quatro pontes dissulfeto, estão 

marcados de vermelho. O sítio ativo formado pelo domínio H-E-X-X-H-X-X-G-X-X-H-D está marcado em verde. 

O resíduo de metionina localizado na alça hidrofóbica que ajuda a estabilizar o átomo de Zn está marcado de preto. 

A sequência consenso entre essas próteses está marcada abaixo. 
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A protease TsMS 11 (Anexos II) foi identificada apenas no sequenciamento de nova 

geração. Essa protease apresenta o mesmo sítio catalítico que as TsMS 1-9, H-E-X-X-H-X-X-

G-X-X-H-D, o resíduo de metionina na posição 29 após a primeira histidina do sítio catalítico 

(Bode et al., 1993; Hooper, 1994; Seals & Courtneidge, 2003). Além do mesmo domínio 

catalítico essa protease apresenta peptídeo sinal e propetídeo antecessor ao domínio 

proteolítico. Diferente das outras TsMS’s, a TsMS 11 apresenta mais dois domínios após o 

sítio catalítico. O domínio de desintegrina tem função relatada de impedir a ligação, nos 

receptores de integrina, de seus ligantes, contribuindo para processos anticoagulantes 

descritos para peçonhas de serpentes (Calvete, 2013). Essa metalloserrulase também possui o 

domínio de membrana próximal, posterior ao domínio de desintegrina, que faz com que essa 

protease possa se ancorar na membrana celular para exercer sua função. Essa configuração 

molecular é encontrada nas proteases da família ADAM (A Desintegrin And 

Metalloprotease). Essas proteases se localizam na membrana celular e desempenham vários 

processos (Calvete, 2013).  

A serino protease encontrada, nomeada de TsSP 1 (Anexos II) foi identificada como 

pertencente a família das tripsinas-like. Essas proteases são bem descritas e relacionadas a 

vários processos biológicos, com preferência por clivar sítios formados por resíduos básicos 

(Rypniewski et al., 1994; Perona & Craik, 1995) 

As demais proteases que foram identificadas nas quatro bibliotecas pelo 

sequenciamento de nova geração, são preditas como componentes de metabolismo celular e 

extracelular do tecido da glândula de peçonha de T. serrulatus. Como o objetivo desse 

trabalho foi à busca por novos componentes da peçonha desse escorpião, essas novas 

sequências não foram caracterizadas a um nível elevado. 

As sequências de cDNA correspondentes a possíveis proteases da peçonha de T. 

serrulatus identificadas nesse trabalho foram alinhadas com o auxilio do programa MEGA 5 

para inferência de suas relações filogenéticas.  

O ponto isoelétrico e a massa molecular das proteases identificadas nesse trabalho foi 

averiguado com a ferramenta “Compute pI/Mw” do servidor Expasy. Os valores encontrados 

para as proteínas completas e maduras estão na Tabela 10. Todas as proteases apresentam 

caráter ácido, com ponto isoelétrico menor que 7, com exceção a TsMS 11 que possui esse 

parâmetro levemente básico. As TsMS 1-9 apresentam massa molecular em média de 26 kDa, 

na forma madura, já as TsMS 10-11 apresentam massa maior, com cerca de 56 e 68 kDa 
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respectivamente. Como não foi encontrada a sequência completa da TsSP 1, não é possível a 

identificação do correto ponto isoelétrico e massa molecular dessa protease. 

Tabela 10: Ponto isoelétrico e massa molecular das proteases da peçonha de T. serrulatus. 

Protease 
Completa Madura 

P.I. M.R. P.I. M.R. 

TsMS 1 5,34 42960,9 4,88 25637,95 

TsMS 2 5,26 44054,58 5,42 25640,19 

TsMS 3 5,68 45048,4 5,47 25921,84 

TsMS 4 7,03 44148,57 5,18 25671,11 

TsMS 5 5,14 45217,53 5,27 26237,83 

TsMS 6 5,2 45481,76 5,11 26475,05 

TsMS 7 4,94 46107,02 4,85 27570,07 

TsMS 8 5,12 47959,72 5,18 27530,66 

TsMS 9 4,9 44316,84 4,78 25808,87 

TsMS 10 5,33 97836,73 4,87 55940,23 

TsMS 11 7,47 92436,48 7,5 68168,05 

TsSP 1 - - 4,69 39154,79 
P.I. Ponto Isoelétrico; M.M. Massa Relativa. 

A árvore filogenética formada pelas proteases presentes na peçonha de T. serrulatus 

apresentou coesão entre as TsMS 1-9. Com maior distanciamento das demais. Por se tratar de 

outra classe de proteases a TsSP 1 ficou agrupada como grupo externo no cladograma (Figura 

22). 

 

Figura 22: Arvore filogenética com as sequências das proteases presentes da peçonha de T. serrulatus.  

Arvore filogenética apresentando as relações de similaridade entre as sequencias das proteases presentes na 

peçonha de T. serrulatus. As proteases TsMS 11, TsMS 10 e TsSP 1 se localizam mais externamente ao grupo, pois 

essas proteases estão presentes em outras classes de proteases, metaloproteases ADAM 17, Gluzincin e serino 

protease Tripsina-like respectivamente. 
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 Discussão  6.

O estudo de peçonhas animais teve início há muitos anos, e o primeiro passo para tal é 

a obtenção da peçonha. A peçonha escorpiônica era inicialmente obtida a partir da retirada do 

télson dos animais seguida de maceração e centrifugação (Todd, 1909). Esse processo foi se 

aperfeiçoando, e atualmente a maneira mais utilizada para a extração de peçonha escorpiônica 

é a estimulação elétrica. Esse processo induz contração nos músculos que envolvem a 

glândula promovendo a expulsão da peçonha. 

No presente trabalho, a extração da peçonha de T. serrulatus foi realizada por 

estimulação elétrica e apresentou uma queda de rendimento ao longo das extrações. Esse fato 

pode ser devido ao intervalo de tempo entre as extrações, manutenção dos animais em 

cativeiro ou injúria causada pela estimulação elétrica. Outros trabalhos observaram o mesmo 

padrão de decréscimo no rendimento de peçonha por extrações sucessivas em aranhas e 

escorpiões. Rocha-e-Silva et al. (2009) caracterizaram parcialmente a peçonha da aranha 

Vitalius dubius e observaram o mesmo decréscimo de rendimento entre as extrações, mesmo 

com intervalos de até 90 dias, corroborando a hipótese de interferência de fatores externos 

envolvidos na produção de peçonha. Após a extração de peçonha, há um alto custo 

metabólico para a recuperação da mesma. Em Parabuthus transvaalicus cuja peçonha foi 

extraída, o metabolismo aumentou 39% em relação a escorpiões não estimulados. O período 

de 72 horas após a extração não foi suficiente para a total síntese de peçonha, sugerindo mais 

uma vez que outros fatores estão envolvidos na recuperação total do rendimento proteico da 

peçonha (Nisani et al., 2007). A falta de tempo ou condições adequadas suficientes para que o 

escorpião restaure os estoques de peçonha entre extrações culmina em baixo rendimento de 

extrações subsequentes. Escorpiões são animais predadores e utilizam sua peçonha para a 

captura de presas e defesa. Assim os estoques de peçonha sempre devem estar abastecidos, 

mesmo após uma refeição, devido a uma eventual necessidade de defesa. Em ambiente natural 

esses animais podem se alimentar a cada 15 dias, mas podem permanecer por mais de um ano 

sem alimento dependendo da escassez de alimentos (Dados não apresentados). Porém, os 

escorpiões mantidos em laboratórios tem sua dieta controlada, o que garante que eles não 

necessitem permanecerem longos períodos sem comida. Além disso, a constante manipulação 

(limpeza dos terrários, extração de peçonha e etc.) e o próprio stress causado pelo choque nas 

extrações de peçonha fazem com que eles alterem sua fisiologia e pode levar a uma 

diminuição da produção de peçonha. Nisani et al. (2012) mostraram que, apesar do menor 
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rendimento bruto, as peçonhas de P. transvaalicus extraídas apresentaram toxicidade similar 

após diversas extrações, sugerindo que não há alteração na razão produção de cada toxina, o 

que incentiva a manutenção desses animais em laboratório. 

A construção de proteínas quiméricas com várias sequências diferentes em tandem já 

vem sendo utilizada para diversos fins, como indução de resposta imunológica (Legros et al., 

2001; Wang et al., 2012; Wu et al., 2013; Marcos et al., 2013), caracterização de toxinas que 

agem em canais iônicos ou canais iônicos quiméricos (Bouhaouala-Zahar, 2002; Legros et al., 

2007), desenvolvimento de moléculas bioativas (Drakopoulou et al. 1996; Pimentel et al., 

2008; Cui et. al, 2011) ou construção de anticorpos recombinantes (Selisko et al., 2004; 

Hmila et al., 2008).  

O primeiro trabalho descrito com um antígeno quimérico de peçonha escorpiônica 

utilizou as sequências de duas -toxinas do escorpião Androctonus australis, AaH1 e AaH2, e 

foi expresso fusionado à MBP. Tal antígeno foi reconhecido apenas pelo soro anti-AaH2, no 

entanto não foi produzido um soro anti-quimera nesse trabalho. Por outro lado, a imunização 

de coelhos com três toxinas recombinantes isoladas (AaH1, AaH2 e AaH3) aplicadas em 

conjunto no mesmo animal produziu soro com boa capacidade neutralizante contra os efeitos 

letais da fração tóxica da peçonha (Legros et al., 2001). 

Com relação a outras toxinas, a quimera proposta por Wang et al. (2012) possui 

sequências relativas a duas toxinas, TcdA e TcdB, de Clostridium difficile. Nesse trabalho, foi 

obtido um ótimo resultado na neutralização e proteção de animais desafiados com cepas 

virulentas dessa bactéria. Assim, os autores propõem que a quimera poderia ser utilizada 

como uma vacina para prevenção da infecção por esse patógeno. Demais trabalhos utilizando 

antígenos quiméricos contra os vírus de sarampo e dengue, demonstraram que os antígenos 

quiméricos foram capazes de estimular a produção de anticorpos com satisfatório potencial 

protetor (Wu et al., 2013; Marcos et al., 2013). Mendes et al. (2013) construíram uma 

proteína quimérica com três epítopos da toxina LiD1 da peçonha da aranha Loxosceles 

intermedia. Anticorpos gerados em coelhos contra essa quimera foram capazes de neutralizar 

de forma significativa os efeitos dermonecróticos e hemorrágicos causados pela proteína LiD1 

recombinante. Sendo assim, há perspectivas favoráveis à utilização de proteínas quiméricas 

como imunógenos para a produção de diversos soros anti-toxinas ou anti-peçonhas.  

Ao se construir um cassete de expressão, cada proteína heteróloga pode se comportar 

de uma maneira distinta em relação a vários parâmetros, como ausência/presença de 
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expressão, solubilidade da proteína recombinante, rendimento de cultura e toxicidade às 

células hospedeiras. Assim, a expressão individual de vários antígenos para o uso em 

conjunto pode representar um problema de produção, pois será necessária a padronização de 

expressão de vários protocolos otimizados para cada construção (Weickert et al., 1996; 

Makino et al., 2011). Esse fato faz com que seja interessante a criação de uma proteína 

quimérica que possua várias sequências de diferentes toxinas em uma única molécula de 

proteína. Dessa maneira, a construção desse tipo de proteína poderá simplificar o protocolo de 

expressão heteróloga, uma vez que apenas uma proteína, com várias sequências, será expressa 

e purificada.  

Por esses motivos a construção de uma proteína quimérica faz os processos de 

produção da proteína recombinante e imunização sejam mais simples, devido ao uso de uma 

única sequência. Além disso, o antígeno formado por uma quimera possui diversas sequências 

de alvos já estudados, aumentando a chance de gerar uma resposta protetora maior contra a 

peçonha total.  

Na tentativa de se obter um soro com capacidade neutralizante contra a peçonha bruta 

de T. serrulatus, causando o mínimo possível de injúrias e sofrimento aos animais 

imunizados, foi desenvolvida uma proteína quimérica recombinante com sequências de três 

peptídeos da peçonha bruta: duas toxinas que atuam em canais para sódio dependente de 

voltagem, uma  (Ts3), uma  (Ts1) e um peptídeo imunogênico não tóxico a mamíferos, que 

possui homologia a essa classe de toxinas que agem em canais para sódio (TsNTxP). A 

construção da proteína quimérica de T. serrulatus foi denominada TsQ3 (três sequências em 

tandem: Ts3-Ts1-TsNTxP) no vetor pET26b. 

Uma vez expressa, a TsQ3 se apresentou na forma insolúvel em corpos de inclusão na 

bactéria hospedeira. A formação desses agregados é muito comum na expressão de proteínas 

exógenas por E. coli, devido a vários fatores, como temperatura, grau de hidrofobicidade da 

proteína, quantidade de proteínas expressas e incapacidade de formar a estrutura terciária da 

proteína (Gatti-Lafranconi et al., 2011). Como a TsQ3 é rica em cisteínas, pontes dissulfeto 

aleatórias podem ter sido formadas dentro da estrutura da quimera e entre moléculas 

adjacentes. O tratamento por sulfitólise, que quebra essas pontes (Crankshaw & Grant, 2001; 

Esipov et al., 2012), foi suficiente para solubilizar a TsQ3, o que favoreceu o uso dessa 

quimera no processo de imunização, mesmo com a perda da estrutura terciária individual de 

cada toxina, já prevista na estrutura em tandem. A sulfitólise é utilizada em alguns processos 

de produção de proteínas recombinantes a partir de corpos de inclusão, como a insulina, que 
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passa por essa fase de desnaturação e segue pra um protocolo de renaturação para que adquira 

a conformação nativa (Guo et al., 1992). Outro ponto interessante é que o processo de 

purificação e tratamento de sulfitólise aconteceu junto à resina de purificação. Uma vez que a 

TsQ3 foi ligada à resina His-Link, de maneira desnaturante, foi possível o tratamento por 

sulfitólise, retirada da ureia e posterior eluição da proteína na forma solúvel. Essa 

característica de tratamento da proteína ligada à resina faz com que o processo de 

solubilização e recuperação da proteína recombinante seja mais simples e direcionado, 

evitando protocolos extras nos quais pode haver perda da proteína recombinante (Zhu et al., 

2005; Li & Huang, 2007). A purificação da TsQ3 por meio de resina de níquel apresentou um 

bom rendimento e adequado nível de pureza. Foram observadas duas bandas de alta massa 

molecular, com aproximadamente 45 e 70 kDa (Figura 13). Essas bandas aparecem no gel 

SDS-PAGE com menor intensidade de coloração do que a banda principal, de 22,7 kDa. As 

bandas de alta massa molecular podem representar a TsQ3 em forma de dímero e trímero, 

uma vez que apresentam massas correspondentes a duas e três vezes a massa monomérica da 

TsQ3, 22,7 kDa. As bandas de alta massa também foram reconhecidas pelo soro α-TsP de T. 

serrulatus no ensaio de Western Blot, corroborando a hipótese de formação de dímero e 

trímero de TsQ3. Legros et al. (2001) observaram um dímero da proteína quimérica 

AaH1+AaH2 quando analisada por Western Blot.  

A fim de verificar a reatividade da TsQ3 e da TsP frente aos soros produzidos nesse 

trabalho foi realizado um teste de ELISA. Ambos os antígenos foram bem reconhecidos por 

todos os soros produzidos nesse ensaio (Figura 14). Esse alto reconhecimento do soro α-TsP 

contra a TsQ3 mostra que a proteína quimérica possui semelhança de epítopos com 

componentes antigênicos da peçonha. No trabalho de Guatimosim et al. (2000) foi encontrado 

alto reconhecimento do soro anti-TsNTxP recombinante contra peçonha bruta, fração tóxica 

G50 e a TsNTxP nativa, além de boa capacidade de neutralização dos efeitos tóxicos da 

peçonha bruta. Já Mendes et al. (2008) não observaram reconhecimento expressivo por 

ELISA dos soros produzidos contra formas recombinantes da toxina Ts1, anti-Ts1(1) e anti-

Ts1(2), frente a peçonha bruta. No entanto, Ts1(2) foi capaz de induzir a produção de soro 

neutralizante com similaridade ao trabalho de Guatimosim et al. (2000), ou seja, 2 

DL50/100µL de soro. Esse resultado sugere que, mesmo com baixo reconhecimento por 

ELISA, o soro produzido pode ter capacidade neutralizante elevada.  

Para efeito comparativo e avaliação da evolução na produção de anticorpos contra os 

antígenos utilizados (TsQ3 ou TsP), foram coletados soros 15 dias após a inoculação de cada 
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dose. Os soros coletados foram testados por ELISA para a avaliação do grau de 

reconhecimento contra os antígenos utilizados na imunização. Além disso, a titulação dos 

soros imunes foi realizada com o soro coletado após o último reforço (Figura 15). Desde a 

primeira dose, os soros coletados referentes aos quatro grupos de imunização foram testados 

contra ambos os antígenos. Os soros apresentaram aumento na capacidade de reconhecimento 

ao próprio antígeno e também ao antígeno cruzado. Após a quarta dose a maior parte dos 

soros manteve o título estável, com valores próximos aos encontrados no soro final. No 

entanto o soro α-TsQ3 necessitou de mais doses para aumentar o seu valor de reconhecimento 

contra a TsP. Nesse caso, foi verificado que o soro de uma coelha reconheceu muito bem a 

TsP e o soro da outra coelha (ambas imunizadas apenas com TsQ3) não foi capaz de produzir 

um soro com capacidade de reconhecimento equiparável (dados não apresentados). Esse fato 

nos mostra como a produção de anticorpos pode ser variável de indivíduo para indivíduo. 

Maria et al., (2005) encontrou variação semelhante ao analisar soros de cavalos produtores da 

FUNED, cada animal produzia um soro com capacidade neutralizante e reconhecimento de 

epítopos diferente entre si. Esse fato ilustra bem a necessidade do uso de um grupo amostral 

maior para experimentos de produção de soro (Mendes et al., 2004).  

O soro-neutralização com os soros produzidos apresentou resultados menores do que o 

esperado. O soro α-TsQ3 e os outros soros que utilizaram essa proteína como imunógeno 

apresentaram capacidade de neutralização menor do que o soro α-TsP. Esse fato pode estar 

relacionado com a produção de anticorpos contra a α-TsQ3 ter sido mais intensa contra 

epítopos que se localizam distantes do sítio ativo dessas toxinas. Duarte et al., (2010) 

sintetizaram membradas de SPOT com a sequência de aminoácidos da anatoxina TsNTxP de 

maneira descontínua. Camundongos imunizados com um peptídeo contendo as porções N- e 

C-terminais dessa toxina, apresentaram resistência contra o desafio vacinal com a peçonha 

bruta. Esse peptídeo foi mapeado na estrutura 3D da toxina, com ambas as extremidades 

próximas na superfície da TsNTxP. Portanto a menor capacidade protetora observada no soro 

α-TsQ3 pode ser devido a ausência de epítopos descontínuos em sua estrutura terciária ou 

devido a produção principal de anticorpos contra epítopos distantes dos sítios ativos dessas 

toxinas. Assim, novos estudos serão importantes para a determinação dos epítopos mais 

importantes para a neutralização da peçonha de T. serrulatus. 

Os trabalhos de transcriptoma de glândulas de peçonha de escorpiões vêm revelando 

novas moléculas como neurotoxinas, proteases, lipases, hialuronidases entre outras moléculas 

(Alvarenga et al., 2012; Abdel-Rahman et al., 2013; Valdez-Velázquez et al., 2013; Mille et 
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al., 2014). Neste trabalho, além das toxinas já conhecidas, foram descritas novas sequências 

de proteases presentes na peçonha de T. serrulatus. O conhecimento dessas novas proteínas é 

de suma importância para o melhor entendimento da peçonha e também de seus efeitos 

durante o envenenamento. Assim podem ser analisados de maneira mais clara, sintomas mais 

incomuns ou brandos apresentados por vítimas de acidentes escorpiônicos. 

 Essas enzimas possuem grande importância nas peçonhas de serpentes e de algumas 

aranhas, no entanto sua função e contribuição nas peçonhas de escorpiões ainda são pouco 

conhecidas. Por isso a descoberta de novas sequências e o entendimento do papel das 

proteases no envenenamento escorpiônico é de grande importância (Horta et al., 2014). Nesse 

trabalho foram descritas sequências de proteases potencialmente encontradas na peçonha de 

T. serrulatus. A maior parte dessas sequências está designada a classe das metaloproteases e 

uma pertencente à classe das serino proteases. O grupo das metaloproteases é uma importante 

classe de proteases, que necessitam da presença de um íon metálico para desenvolver sua 

correta função. As metaloproteases dependentes de zinco são um grupo bem diversificado e 

podem apresentar diferentes sítios ativos (Hooper, 1994). A classe das serino proteases possui 

várias enzimas bem caracterizadas e utilizadas em laboratórios. Essas proteases são a segunda 

classe mais encontrada nas peçonhas de serpentes e geralmente afetam os sistemas de 

homeostase, como pressão e coagulação sanguínea (Serrano, 2013). 

As sequências das TsMS 1-10 foram obtidas através da biblioteca de cDNA da 

glândula de peçonha de T. serrulatus construída por Kalapothakis et al. (2001). O mRNA foi 

obtido dois dias após a extração de peçonha dos escorpiões, o que pode favorecer o encontro 

de mais moléculas de mRNA’s referentes a proteínas presentes na peçonha. Outros trabalhos 

que realizaram transcriptomas de glândulas de peçonha de escorpiões procederam a extração 

de mRNA após 2-5 dias da extração de peçonha (Alvarenga et al., 2012; Rendón-Anaya et al., 

2012; Valdez-Velázquez et al., 2013). Rendón-Anaya et al., (2012) montaram três bibliotecas 

de cDNA do escorpião C. noxius Hoffmann, da glândula de peçonha em repouso, após cinco 

dias a extração de peçonha e do corpo do escorpião. Os autores encontraram aumento dos 

níveis de expressão de toxinas na biblioteca construída após a extração de peçonha. Em 

relação à primeira biblioteca construída por Kalapothakis et al., (2001) e posteriormente 

analisada por Alvarenga et al., (2012) foram sequenciados 1.629 clones. Destes 2% foram 

identificados como sequências de proteases, as TsMS’s 1-10 (Carmo et al., 2014). Foram 

obtidos um número maior de contigs com sequências de proteases com a segunda biblioteca 

(sequenciada por NGS) de cDNA da glândula de peçonha de T. serrulatus (ao todo 34 
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proteases), porém ainda não foi realizado experimentos para a quantificação de expressão 

destes, bem como a análise da abundância relativa nas bibliotecas sequenciadas no MiSeq. 

A estrutura primária das metaloproteases TsMS 1-11 apresentou a presença de 

peptídeo sinal e um propeptídeo. Essa estrutura típica pode ainda ser encontrada em outras 

neurotoxinas expressas nessa glândula de peçonha (Kalapothakis et al., 2001). A presença do 

propeptídeo pode servir como um inibidor da atividade proteolítica até que as proteases 

possam desempenhar sua função (Van Wart & Birkedal-Hansen, 1990; Becker et al., 1995; 

Anders et al., 2001; Loechel et al., 1998; Kang et al., 2002). Fletcher et al. (2010) purificaram 

e descreveram a protease Antarease da peçonha de T. serrulatus. Essa protease apresentou 

massa molecular de 25 kDa, a massa desta toxina apresenta similaridade com as massas das 

TsMS’s 1-9 maduras (cerca de 26 kDa). No entanto, a massa molecular das TsMS’s 1-9 

imaturas (com peptídeo sinal e propeptídeo) é de cerca de 45 kDa. Já é conhecido que, em 

serpentes, o processamento do propeptídeo ocorre no lúmen da glândula de peçonha, o que 

pode evitar que outros componentes da peçonha sejam degradados antes de serem inoculados. 

Esse processo se faz bastante interessante, uma vez que essas enzimas podem ter atividade na 

matriz extracelular do próprio escorpião antes de serem inoculadas junto à peçonha (Hite et 

al., 1992; Grams et al., 1993; Jia et al., 1996; Siigur et al., 1996).  

As proteases TsMS 1-9 foram identificadas como pertencentes a família ADAM, que 

pertence a classe Metzincin de metaloproteases. As enzimas dessa classe são comumente 

relacionadas ao processo de envenenamento, degradação de tecidos e distúrbios de 

coagulação sanguínea em acidentes com serpentes (Seals & Courtneidge, 2003). Esses 

sintomas não são comumente observados em picadas de escorpiões, com exceção de 

Hadruroides lunatus (Costal-Oliveira et al., 2012). Nos acidentes com T. serrulatus os 

sintomas de degradação de matriz extracelular e distúrbios de coagulação sanguínea não são 

observados. Este fato pode ser devido à baixa quantidade de proteases presentes na peçonha 

e/ou a baixa atividade dessas proteases na peçonha. Em relação ao sítio ativo das TsMS’s 1-9, 

há um resíduo de glicina conservado em quase todas as sequências, no entanto a TsMS 3 

possui um resíduo de alanina nessa posição, apesar desta mutação a presença desse 

aminoácido não deve alterar consideravelmente sua atividade devido ao tamanho reduzido do 

radical da alanina. 

A TsMS 10 pertence a família Gluzincin que possui representantes relacionados a 

diversos processos biológicos como a conversão de angiotensina I em II (Hooper, 1994). Essa 

família de proteases possui membros como termolisina, neprilisina, endopeptidase-24.11, 
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enzima convertora de angiotensina e outras metaloproteases aminopeptidases que podem ser 

encontrados em vários grupos, como procariotos e eucariotos (Hooper, 1994). Dentro dessa 

família, a TsMS 10 se assemelha mais a endopeptidase-24.11 em sequência primária e padrão 

do sítio ativo. Essa subfamília possui atividade de N-endopeptidase e preferência por 

clivagem de aminoácidos hidrofóbicos (Le Moual et al., 1991; Bland et al., 2008). A 

preferência de clivagem por aminoácidos hidrofóbicos e presentes na porção N-terminal, 

sugere que essa enzima possa ser relacionada ao processamento pós traducional de proteínas 

da peçonha, como na clivagem de peptídeo sinal.  

Com a técnica de sequenciamento de nova geração, a montagem de transcriptomas 

com RNA-Seq fica mais completa e sensível, podendo ser identificados transcritos raros que 

não seriam encontrados em bibliotecas clássicas de cDNA. Dessa maneira, foi a primeira vez 

que uma protease com domínio de desintegrina foi identificada na peçonha de um escorpião. 

A TsMS 11 se enquadra dentro da subfamília ADAM-17 de metaloproteases com domínio 

desintegrina e domínio proximal de ligação a membrana. Essas enzimas estão relacionadas 

com o processamento e liberação do fator TNF-α (fator α de necrose tumorol), porém a 

expressão dessa enzima na glândula de peçonha de T. serrulatus pode ser relacionada à outra 

função (Black et al., 1997; Cerretti. 1999 ). Apesar da presença do domínio de peptídeo sinal 

essa enzima pode estar ancorada as células da glândula de peçonha, ou ser liberada junto à 

peçonha. A presença dessa enzima na peçonha pode potencializar distúrbios na homeostase e 

de liberação de TNF-α nos tecidos afetados por TsP após um acidente escorpiônico. 

A TsSP 1, única serino protease potencialmente presente na TsP, pertence a família 

das tripsinas-like. Essas enzimas estão envolvidas na clivagem de proteínas próxima a 

resíduos básicos K ou R (Rypniewski et al., 1994; Perona & Craik, 1995; Perona & Craik, 

1997). As peçonhas de serpentes já possuem serino proteases melhor caracterizadas que 

afetam diretamente a agregação de plaquetas, coagulação e pressão sanguínea e degradação de 

fibrina (Serrano, 2013). A TsSP 1 foi encontrada incompleta nas bibliotecas de cDNA (falta 

parte da porção N-terminal incluindo todo peptídeo sinal), sendo necessário mais um passo de 

sequenciamento para obter essa sequência completa. Essa enzima apresentou sítio catalítico 

completo na porção C-terminal e uma sequência de cerca de 100 aminoácidos na porção N-

terminal que não apresentou similaridade com outros domínios. Essas proteases costumam ser 

expressas de forma inativa, necessitando processamento para se tornarem ativas. Dessa forma, 

a porção N-Terminal pode ser relacionada ao propeptídeo da TsSP 1 (Perona & Craik, 1995). 
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A detecção da atividade proteolítica foi realizada com ensaio de clivagem do 

fibrinogênio. Essa atividade só foi detectada com o uso de 3 μg de peçonha, quantidade alta 

quando comparada ao valor de DL50 da peçonha desse escorpião, 22 μg para camundongos 

Blab/c de 20 g. Bello et all., (2006) caracterizaram a atividade proteolítica da peçonha da 

serpente Bothrops leucurus utilizando o mesmo ensaio que este trabalho. Proporcionalmente a 

TsP eles utilizaram 31 vezes menos peçonha considerando a proporção peçonha/substrato 

(massa/massa). 

O ensaio de clivagem do fibrinogênio mostrou que TsP é capaz de clivar as cadeias α e 

β dessa molécula (Figura 17). Inibidores específicos de proteases para as classes de 

metaloproteases, serino proteases, cisteíno proteases e aspártico proteases foram utilizados. 

No entanto, a atividade proteolítica foi parcialmente inibida apenas com EDTA (quelante de 

íons metálicos). Essa atividade residual verificada pode ser devida a incompleta inibição das 

metaloproteases ou a presença de outras classes de proteases na peçonha. Como foi 

apresentado, TsP possui uma serino protease que pode ter sido a responsável por essa 

atividade detectada. O fato de não ser observado inibição da atividade proteolítica por PMSF 

(inibidor específico de serino proteases) pode ser devido a maior presença de metaloproteases 

que degradaram o substrato enquanto TsSP 1 se manteve inativa. Brazón et al., (2014) 

verificou atividade fibrinogenolítica da peçonha de T. discrepans sugerindo a presença de 

metaloproteases e serino proteases. Outros autores também sugerem a presença de serino 

proteases em peçonhas escorpiônicas (Gao et al., 2008; Louati et al., 2011). Outros autores já 

verificaram atividade proteolítica em TsP, utilizando outros substratos como gelatina por 

zimograma, VAMP-2 e VAMP-8 por clivagem peptídeos e por clivagem de peptídeos com 

fluorescência Abz-FLRRV-EDDnp (Almeida et al., 2002; Fletcher et al., 2010; Venâncio et 

al., 2013) reforçando os dados obtidos nesse trabalho.  

A TsP apresenta preferência de clivagem por sítios próximos a aminoácidos básicos K 

ou R (Figura 18). A presença de componentes da peçonha que sofrem processamento pós 

traducional sugere relação entre proteólise e maturação de toxinas. Muitas toxinas possuem K 

como primeiro aminoácido e GKK na extremidade C-terminal. Martin-Eauclaire et al., (1994) 

descreveram os valores de DL50 em camundongos (Swiss 20 g por via subcutânea) para as 

toxinas, nomeadas nesse trabalho, de TsIII, TsIV e TsV com diferentes resíduos no C-

terminal (atualmente chamadas de Ts3 devido ao processamento pós traducional) de T. 

serrulatus. Enquanto o percursor dessas toxinas possui o C-terminal com a sequência 

GKCKSGKK, as toxinas derivadas desse percursor apresentam valores de DL50 diferentes: 
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TsV, GKCKSGK (DL50 0,2 μg); TsIV, GKCKS (DL50 0,4 μg) e TsIII, GKC (DL50 2,5 μg). 

Sabendo que a sequência primária destas toxinas é a mesma, essas modificações mostram a 

grande importância do processamento proteolítico para a atividade das toxinas dessa peçonha.  

Estudos de peptidômica em peçonhas de escorpiões vêm mostrando uma grande 

diversidade de peptídeos que são originados de proteínas maiores (Rates et al., 2008). Esses 

dados sugerem que poucos transcritos da glândula podem gerar uma grande variedade de 

peptídeos após modificações pós-tradicionais. A presença dessa grande variedade de 

peptídeos pode se dever ao processamento proteolítico das proteases encontradas na peçonha 

(Verano-Braga et al., 2013). A grande diversidade de proteases encontradas na peçonha pode 

indicar diferentes alvos para cada protease.  

O trabalho apresentado por Fletcher et al., (2010) apresenta evidências de que a 

protease Antarease pode ser responsável pelo sintoma de pancreatite observado em alguns 

envenenamentos por T. serrulatus. Eles observaram que o sítio de clivagem reconhecido por 

essa enzima nas proteínas VAMP-2 e -8 são próximos aos resíduos KRK e RK 

respectivamente, reforçando os dados obtidos neste trabalho. Esse fato faz com que essas 

enzimas sejam analisadas mais profundamente para serem utilizadas como alvos na produção 

de soro antiescorpiônico. A descoberta de que essas enzimas podem gerar efeitos tóxicos em 

pessoas acidentadas com escorpiões, além dos efeitos causados pelas toxinas, faz com que o 

uso de proteases em formulações de antígenos pode gerar um soro antiescorpiônico mais 

eficaz (Cávez-Olórtegui et al., 1997; Guatimosim et al., 2000; Machado De Avila et al., 2004; 

Alvarenga et al., 2005; Mendes et al., 2008; Duarte et al., 2010; Carmo et al., 2014). Assim, 

esses resultados podem prover melhor entendimento para o desenvolvimento de um soro que 

proteja também contra componentes que estão fora do grupo de neurotoxinas.  
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 Conclusão 7.

 Apesar da diminuição da quantidade de proteínas obtida nas sucessivas extrações de 

peçonha, o mesmo não perde toxicidade. 

 A proteína TsQ3 foi capaz de gerar anticorpos que reconhecem a TsP. Apesar do soro α-

TsQ3 não apresentar capacidade neutralizante elevada esse soro foi capaz de reconhecer 

muito bem a TsP. 

 A imunização utilizando TsP e TsQ3 foi capaz de aumentar a capacidade de neutralização 

do soro em comparação com o soro produzido contra TsQ3. Com o uso de protocolos de 

imunização utilizando proteínas recombinantes e peçonha pode aumentar a capacidade 

protetora do soro produzido. No entanto, a inclusão de outras toxinas e epítopos devem 

aumentar a imunogenicidade da proteína quimérica para a obtenção de um soro 

neutralizante. 

 Foi possível identificar uma grande diversidade de proteases na peçonha de T. serrulatus 

que não era esperado para essa espécie. E ainda existem mais de uma classe de proteases 

na peçonha de T.serrulatus. 

 As proteases presentes na TsP possuem preferência por clivar aminoácidos básicos. 

 Essas enzimas podem representar uma nova classe toxinas escorpiônicas e precisam ser 

estudadas como novos alvos na produção de soro antiescorpiônico. 
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 Perspectivas 7.1

Com os resultados apresentados nesta tese pretendemos dar continuidade ao projeto da 

seguinte forma: 

 Identificar os epítopos mais reativos e imunogênicos que confiram a produção de 

anticorpos neutralizantes contra a TsP. 

 Construir outro cassete de expressão quimérico com essas sequências identificadas e 

novas toxinas. 

 Imunizar e avaliar a imunogenicidade e o grau de proteção conferido pelo soro anti-

quiméra. 

 Caracterizar as demais sequências de proteases encontradas. 

 Identificar novos componentes da peçonha nas bibliotecas de cDNA produzidas por 

RNA-Seq. 

 Expressar de maneira recombinante as proteases identificadas e caracterizar sua ação 

bioquímica. 

 Produzir soro contra as proteases recombinantes e nativas e caracterizar seu potencial 

protetor contra a peçonha bruta. 
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Anexos I 

Mapas dos vetores utilizados  

 

 

 

Figura 23: Mapa do vetor pGEM-T-Easy com seu MCS em evidencia. 

Mapa do vetor pGEM-T-Easy exibindo suas regiões do gene de resistência a ampicilina (Ampr), origens de 

replicação (ori e f1 ori) e gene lacZ onde está inserido o sítio múltiplo de clonagem (MCS) e a região de ligação do produto 

de PCR. No detalhe do MCS, notamos o local de ligação do produto de PCR marcado com (cloned insert). 
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Figura 24: Mapa do vetor pET26b com seu MCS em evidencia. 

Mapa do vetor pET26b exibindo suas regiões do gene de resistência a canamicina (Kam), origens de replicação (ori 

e f1 ori) e a seta negra indicando o sítio múltiplo de clonagem (MCS). No detalhe do MCS, notamos a presença do promotor 

T7, operador lac, rbs (sítio de ligação ao ribossomo), peptídeo sinal para endereçamento periplasmático pelB leader, sítio de 

clivagem do peptídeo sinal siganl peptidase, vários sítios para clivagem por endonucleases de restrição e cauda de histidina 

His-Tag. Setas indicam a direção e sequência dos inicadores T7, promotor e terminador. 
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Anexos II 

Sequências proteicas da quiméra e das proteases em fasta com 

indicação dos domínios 

>TsQ3 

MKKDGYPVEYDNCAYICWNYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPDSEPTKTNGKCKSMDKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGREC

GIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKCLEGREGYPADSKGCKITCFLTAAGYCNTECTLKKGSSGYCAWPACYCYGLPDSVKIWTSE

TNKCGLEHHHHHH 

Ts3     Ts1     TsNTxP 

His-tag 

>Metalloserrulase_1, TsMS_1, KM115016 

MISYLASIFLLATVSAVPSGRVEVVFPSVETSRSGVKTVKFTALDQDVELKLRSAGEILGKRFAIQDVDVESLRRKIYRDSVNGAALLIDEDGP

LTIEGIVNSKLRIQPFESGRITKDGIIAHQIVEVIDDKKSYDRVAVIPENVKRNAENVSRMARDDDCIVVEYYIVTDSAFTKRFKSNSALTNYV

TVMFTGVQNLMDTLELGIGVRLLGVTTFTEKTEPSFIKDNLIPGPPAAFDPDVLISAMSKYYCNHQTGLAKDTDLIFLITARGMGDPREDGTVD

INTAGIANSAGVCKPCFKSGIATDDSDYNERVDTLAHESVHLLGSPHDGEGPNLVSLEGSPGAANCPAKAGYIMGNRNDKNKYKFSPCTKKCVE

YLLSKPTASCIFQQCSDF 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 

>Metalloserrulase_2, TsMS_2, KM115017 

MQTMIFSLAYIILLATVSAIPSGRVDIVFPSLETSRSGVKIIKFEALGQDIELNLEPAGEILAKDFAIVDLNNQREHLTNVEDLKRKIYRDSVK

GAALLIDENGPLTMQGIINSKLRIVPYESGRVIKDGRIAHQIVELINDEKSYINDVMPLDVNGVMENVVKISKKSPCIIIDYLCVTETTFTERF

KTNKELLEYITVMFTGVQNLLDTLNLGIKAQVIGITPFKKQNEPSFIEDSAIPGHQQVLDPVDLVKNMAKYYCNNAKGLAKDADIIMLISNRKL

GELQDDGTVAYNTAGISLGSGVCKQCSKVGVAQDDSDYNERVDTVAHETAHLIGAPHDEEGPEQTGISGSPGAKDCPESDGYIMGSGNNKVNKF

KFSKCTKKCVEHLLSLPRASCVLADC 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 

>Metalloserrulase_3, TsMS_3, KM115018 

MYTLSLHDALPIDLFASVSAIPNGREDVVFPWVETSRSGAKTVKFRALGEDIELKLEPAGDILAEGFALFDSKNQTKSSVDVENLRKRIYRDSV

NGAALLIDDDEFLSIQGIVNSKLRIAPHESRELNQYRRRAHRIVELTNDKNSSLRDDVISRNIQRQIENFASMSREDKCIVVESLCVTESRFTR

RFKTNQALTEYVTLMFTGAQNMYDTMNLGIKLRLIGVQAFAINTEPSFIKTNEVKNGKYLKFSILDDMNSYYCKNATGLAKDADIIILIITRTM

VLMKGSQIENEAVGLALGGGACLTCEKSLVMADETDYNERTISLAHEAAHLLAVPHDGDDFKVSDIPNSPGAKSCRYGEGYIMGTSIGPNMLKF

SKCSIACAKYFLSLPQASCLYEDCPSSAY 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 

>Metalloserrulase_4, TsMS_4, KM115019 

MFVCVISLLFCASVSAIPNGRREVTYPSLETLRSGIKIVKFRAFGEDIELKLEPAGDVISDNFTMKDNLGRIQTTDEKSLKSRLFKAREKGAAL

YINEDGFLKIKGVINSKLSIEPYNSDKMVKHGISAHVITESFAERKHFNDKVMSMNLKKTFAKDNARIFNEDQCVSIKYLFLTDSNFRSGFPNP

KDMETYFATMFILVQEDMDTLKLNIKVSLIGIEPVKNETNFVKESLIPGEEVFDFGHVVGNLNVLNCKYKDNELYKKADSIMFITKRLLGNREP

DGSVSTNTLGVANLGGACNPCLKTGVIKDYGDMTLLANTVAHETAHQIGSPHDGEDAPYSLPGSPTGEKCPGSQGYLMGDSKGENKGKFSPCTR

ENVKFFLNKDEASCVVSACKSTV 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 
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>Metalloserrulase_5, TsMS_5, KM115020 

MYIVYIFLFAAVSAIPNSRNDIVFPTVETSRSGVKTIKFRALGQDVELNLEPAGQILGEKFVFVGENGQLYHPVDVKNLRSKLYRNSAKGAALL

IDEEEPLTIEGVVNEKLRIAPLESRRMDEDGRIAHQIVEEINEEKLPLHYDMIQMNNERELEREVESIKTLATDDQCIVIEILSVTDKLVTKRF

ATDEALTQHMTLTYVKVQNIFDTLELGIKVRLIGIEAYTNETEPSFIEDSAIPGHEKYLHFVKLLRNLGNYYCKQNEGLAKDADIIMLTTDRPL

ADISSEGKLNTNIGGVANYASVCHPCYKVGVGVYYSYSYARVEVLAHEAAHLIGIPHDGEGEYYGMLGAKNCSVKYGYFMGNAGKNHTKFSECS

KANAEYLLSLTKAKCVYEDCEVEWIE 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 

>Metalloserrulase_6, TsMS_6, KM115021 

MYIVYIFLFAAVSAIPNSRNDVVFPKVETSRSGVKTIKFRALGQDVELNLEPAGQILGEKFGFVDENRQIYHPVNVKNLRSKLYRNSAKGAALL

IDEDEPLTIEGVVNEKLRIAPHESGRMDEEGRIAHQIVEEINEEKLPLHYDMLQMDTGRELEREVESIKSMARDDQCIVIEFLSVTDQLVTKRF

ETVEALTEHMTLTYLGVQNILDMLELGIKVRLIGIEAYTNETEPSFIEDSAIPGHEKYLHYVKLIRNLENYYCKRNEGLAKDADIIMLTTDRPL

ASTPSEGKLNTNIGGAANYAAVCSQCSKVGVGVYYSYSYARVETIAHEAAHLIGIPHDGEGGVYGIPGAKNCSSKYGYFMGKSGKNHTKFSECS

KACAEYLLSLPKADCLYEDCEVEWIEYFK 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 

>Metalloserrulase_7, TsMS_7, KM115022 

MYFASFFLFITVSAIPNDRVHVVFPAVETSRSGEKTLKLRAFDRDIELNLQPAGEILAKNFGIMNENHRLFHLVDVKNLQSKLYRNSANGAALL

IDEDGPVTIEGNLNAKLRIAPHESRGMDEEGRIAHQIEEEENEEKSYLRDDMMLVDEIQVENTKRIDRDGKCIVIEILSVTDRDFTKRFSTYDD

LTKYVSRTYLGVENIIERLELGIKVRLLGIQAFTNETEPPFIEDSVIPNHQFYLNYTKLISSMEDYYCEHAYGLAKDADIIMLTTVRLLAEWDG

SKINTNIAGAARYSSVCNQCYKVGVSMHFSYFTDRIEVIAHETAHLIGVPHDGSGPVTVAPNENPGAHNCSSYEGYFMGLRWGENANSFSECSK

KCAAYLLSLPKADCLYEECQNDDNITSLFEI 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 

>Metalloserrulase_8, TsMS_8, KM115023 

MFLQFKTTMYFASFFLFATVSAIPNGRVHVVFPTVETSRSGEKTLKLRAFDRDIELNLQPAGEILAKNFGIMDDDHRLFHPVDVKNLQRKLYKN

SANGAALLIDEDGPVTIEGNINAKVRIAPYESGGMDEAGRIAHWIEEEERDEKAYLRDDSTYFFNLWQELPPDIDTENTKRMDREGKCIVIEIL

SVTDSNFTKRFSNYEELSEYITLTYAGVQTIMDTLELGIKLRLIGIHAFTNETEPPFIESNAIPGHERYVEYRRVLNSMKRYYCEHDYGLAKDA

DIIILTNDRLLAGWDGGPNINTNVAGVAIHSGACDQCSKVAVSEHSSSYFIRVIYLTHETAHSIGIDHDGGGRSKNCSNGKGGFMGRSDSSLHP

TFQNFRDYRDEAFSECSKENAKYFLSTSKADCLFEECPNDNITSLFET 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 

>Metalloserrulase_9, TsMS_9, KM115024 

MYLMCIIFFATVSVIPSERIDVVFPEVETSRSGVKTIKFRALDQDVELNLEPAGEILKKSFGFVGENGKVYHPIDVENLRSKLFRNSSEGAALL

IDEDGQLTIEGNINSNLRIAPHESGRMDEGGRIAHQIVEEIHEETSPLHYDVLPMNAEREVESRKRMSRNGECIVLEILSVIERTLTERFVPEE

ALTKHMTHTYMGVQNKIDTLELGIKVRLVGIEAFTKETEPSFFEETVIPGHDNYFSYLDIYSKSKDYYCKHDEGLAKDADIIMLSTERSLGTLG

SDGEIETSVGGVASDSAVCDQCYKIGVAEHYNDYSYRTNIITHEAAHLIGVPHDGGRGNSDSPGALDCPSEDSYIMGDWGKNHDKFSECSKICA

KYLLSLPKANCVYEQCKTDY 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 
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>Metalloserrulase_10, TsMS_10, KM115025 

MDEKEQDFRINCQGDHEGNSTNPRERLLIILAFIFLVLVLSLLCAIVISIAVESLLPKSGMCLSKDCVKKAGDILGNLNEEVNPCENFYSYSCG

GWKNKNLLSLPGKSIFQEIQMKVYDQMYAFIQKINKDDGGIADKVAKITESCINHSTLVDKKPLKMSYDKLFKSYGGFPLANVEEAGMTKIVKI

ANLYRLLGTEPIIRITVIPSDKDNKKNVLVIAPPDPSVFSDPDRDIELAKKFLKSVYDIEANPILLKFDYVKTLYNNIKDKLAVEFKYKEEFIL

SNDKNKITTLLGNFDFDEFISILLTKQEEKKKKTFKKLIPSITVTPSTSTERTSESSSTEQFSDTTPTTDQLSTITIAQNKQLKRRRRNGDQKN

AGNENSVIEILVINPEVVKTVLELFLKENDETISNFLSIQFLKNIEDNNVMGLSNTQLSKHTISKYVEDGKIMKCLQDLSEHLIYAFDYIYINN

TNVPSKEARDVVDHVKKALKSFVPAYSWLDDEHKKFVDSKLNEMNYFVGYPLWLSDKAQVQDYYKDLNLNIEKSALVRRGSLDGDGSDENTGYA

DAGDGKDDADAGDEKDNDEENDADEEQPVDVDNPVVNDDDIKAKTTKPYIEIYMDMVKFNKKKLLEKLSVTNDRSSWPNIPAISITTVNAFYSS

QLNSIVVPAAILNPPIFDVNIPFYLNFGSLGTVIGHEITHGFDTNGRKRDKDGNIPEHSLWNQDTIKNYNSEAKCFEDQYSTYSIGTLKVNGTK

TLAENIADNGAINEALSGYRYWLSEHNKGRKENSLPGLDSFTHEQLFFISYAQSWCHTANRKYLKELIETDEHTPNQFRVKGSLSNSKEFSEVF

ECENGKPMNPTKKCKLW 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 

>Metalloserrulase_11, TsMS_11 

MIFSLYTLAYLIILFVINTGKVQALSNAQLKYFELLDTADISHSIIKRGIHPSYHRYNTIKEVSFKALGRYFRLILNPTQGLLSSRFKAYTVDG

LGNKQPVWVDKNQFFEGRVFGEKNSEVTAHIDNGLITAAIRTPEDTYIIEPSWRHLSEDNNASMIIYRGSDVKFSWDSSHDDKNLPKFCSYVHE

DGNSSEVYGDEVFNDQFKKINKRQAIDPVQTRCSLLLVADYRFYENMGGSNLKGTINFLISLIDRVNKIFLETEWQDNEKQPGFRGMGFVIQEV

MVHTEPSPVIHREKHYNMADVSWNVRDLLEVFSRNVNHRWFCLAHLFTDQRFDGGILGLAYVGSPRHNSVGGICSPGYVKNGYTLYLNSGLSTS

RNHYAQRVITREADLVTAHEFGHNWGSEHDPDIPDCSPDARHGGSYLMYTYSVNGYDPNNKKFSPCSIRSIRAVLLAKANKCFLKPEESFCGNS

LVEEGEECDAGLIGSEDNDPCCDTNCRLRPDVICSDKNAPCCRDCRLVREREVCREAQQTACKQEAHCNGESPDCPPSSPQPNKTLCLDKGQCL

AGECIPFCETRDRHSCMCNREEDACKRCCRRTQNDTCDPIEPIEILRDGTPCIHGYCEKGHCKKTVQDIVERFWDLIEDININSVLKFLNDNIV

GTVVVISVIIWIPASCLISYVDRKRRKEYKELMERRNKRQNILPFQAPSDKNTKIIHIARRNRDNASLGHSTSHMGGNNYRYYSDRLYPRGSYR

PAVAAAEMSYPHPYSHPDAKYNYNVRPQRYTHLRSSIGPADPRPLRVRPSIVEAYTAL 

Peptídeo sinal    Própeptídeo    Sítio Ativo 

Domínio Desintegrina   Domínio proximal de membrana  

>Serine_protease_1, TsSP_1 

IYVNEETTTVPDDNSTAYNTTTSGYTEKNTYQEDNFTTKNPVQTTDVDNDISSDRVTEDRNITTTIREFSTETTTTKTTSISSGGYQTDFRKVC

GRPNPIKIPNGRIVGGSTAEFGEWPWVISLRQWKKNTFLHKCGAALLNEFWAITAAHCVEGVPTTDILLRLGEYDLSTEEEYLPYIERRVQLIA

SHPKFDRRTFEYDLALLRFYEPVPFQQNILPICVPTGNSTYIGEFATVAGWGRLYEDGPLPDKLQEVEVPSVANKECEDMYRKAGYVEDIPDIF

ICAGLAKGGRDSCEGDSGGPLVIKDDDGRWVLAGIISWGIGCALPNQPGVYTRITKFSEWINQIIIF 

Sítio Ativo 
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Anexos III 

Artigos completos publicados durante o período de doutorado 

Artigos como primeiro autor. 
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Artigos publicados como colaborador. (Primeira página) 
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