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RESUMO 

 

A serpente Bothrops erythromelas é uma espécie de importância médica responsável por 

acidentes ofídicos, com predominância no Nordeste do Brasil. O presente trabalho teve como 

objetivo realizar um estudo proteômico comparativo do pool de venenos desta espécie 

procedentes de cinco regiões geográficas do Nordeste: Ceará, Pernambuco, Juazeiro, Paraíba 

e Ilha de Itaparica. Além disso, foi investigada a capacidade do soro antibotrópico (SAB) do 

Instituto Vital Brazil e soro poliespecífico (BCL) da Costa Rica em neutralizar os venenos 

provenientes dessas populações através da antivenômica e a capacidade de neutralização 

frente à atividade hemorrágica in vivo. A eletroforese bidimensional (2DE) mostrou padrões 

similares de proteínas distribuídas no intervalo de 14-95 kDa de massa molecular e pontos 

isoelétricos variando de 4 - 8,5. Trinta a quarenta frações foram recolhidas por meio de 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência em Fase Reversa (RP-HPLC). Cada fração 

cromatográfica coletada manualmente foi analisada por eletroforese em gel de 

poliacrilamida – SDS (SDS-PAGE) e as bandas de proteínas foram excisadas e submetidas à 

análise venômica que resultaram na identificação de aproximadamente 65 proteínas e 8 

espécies de peptídeos pertencentes a 12 famílias de proteínas de venenos de serpentes: 

(Peptídeos Potenciadores de Bradicinina (BPPs), Fator de Crescimento Endotelial Vascular de 

Veneno de Serpente (svVEGF), Fosfolipase A2, Serinoproteases, Metaloproteases da classe I 

e da classe III (PI e PIII – SVMP),  Desintegrinas e Domínios tipo Desintegrina e rico em 

Cisteínas, Lectinas do tipo C, Nucleotidases (5'-nucleotidase; 5’NT e Fosfodiesterase; PDE), 

Proteínas Secretórias Ricas em Cisteína (CRISP) e Fosfolipase B). Através desse trabalho foi 

demonstrado que os proteomas dos venenos das B. erythromelas das diferentes regiões do 

Nordeste são similares e parecem ser bastante conservados de acordo com sua distribuição 

geográfica, embora contenham diferenças peculiares tais como, a presença de CRISP 

detectadas apenas nos venenos de Pernambuco e da 5’ NT na população de Juazeiro; assim 

como PDEs apenas nos proteomas das populações do Ceará e Pernambuco e da PLB no 

Ceará, Juazeiro e Ilha de Itaparica. Os resultados da antivenômica mostraram que a 

imunorreatividade do soro pentavalente SAB é similar frente às cinco populações e mais 

eficiente em relação ao polivalente BCL. No entanto, pode-se observar especialmente que as 

frações de baixo peso molecular não são reconhecidas pelos dois antivenenos de forma 

eficiente. Embora tenham mostrado diferenças na sua eficácia de neutralização, ambos os 

antivenenos foram eficazes na neutralização da atividade hemorrágica in vivo. Apesar da 

serpente de B. erythromelas habitar uma abrangente área geográfica, as cinco populações 

estudadas apresentaram composição semelhante, exibindo um perfil altamente conservado das 

classes das proteínas representativas do veneno. Portanto, este estudo identificou as proteínas 

do veneno de B. erythromelas já caracterizadas na literatura (BPP, PLA2 Asp49, PIII- SVMP 

e svVEGF) e forneceu informações adicionais para a presença de Serinoproteases e Lectinas 

do tipo C e de outros componentes minoritários ou específicos (PDE, 5’NT, PLB, CRISP). 

 

Palavras-chave: Bothrops; Proteômica; Venenos de serpente. 



 

 

ABSTRACT 

 

Bothrops erythromelas snake is a species of medical importance responsible for snakebites, 

predominantly in the Northeast of Brazil. This study aimed to conduct a comparative 

proteomic study of venoms pool of this species from five geographical regions of the 

Northeast: Ceará, Pernambuco, Juazeiro, Paraíba and Itaparica Island. In addition, we 

investigated the ability of Bothrops antivenom (SAB) of the Vital Brazil Institute and 

polyspecific serum (BCL) of Costa Rica to neutralize the venoms from these populations 

(antivenomics) and the ability to neutralize the in vivo haemorrhagic activity of venom. Two-

dimensional electrophoresis (2DE) showed similar patterns of protein distributed in the range 

of 14-95 kDa molecular mass and isoelectric points ranging from 4 to 8.5. Thirty to forty 

fractions were collected by Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-

HPLC). Each chromatographic fraction collected manually were analyzed by polyacrylamide 

gel electrophoresis - SDS (SDS-PAGE) and protein bands were excised and subjected to 

venomic analysis resulting in the identification of approximately 65 proteins and 8 species of 

peptides belonging to 12 protein families (Bradykinin-Potentiating Peptides (BPPs), Snake 

Venom Vascular Endothelial Growth Factor (svVEGF), Phospholipase A2, Serine Preotease, 

Metalloproteases class I and class III (PI and PIII - Symp), Disintegrins and Disintegrin-like 

and Rich in Cysteine domains, C-type Lectins, Nucleotidases (5'-nucleotidase; 5'NT and 

Phosphodiesterase; PDE), Secretory Proteins rich in Cysteine (CRISP) and snake venoms 

Phospholipase B. Through this work it was shown that the proteomes of venoms of B. 

erythromelas of different regions of Northeast are similar and seem to be quite kept according 

to their geographical distribution, although they contain peculiar differences such as the 

presence of CRISP detected only in the venoms of Pernambuco and 5 'NT in the population of 

Juazeiro; and PDEs only in proteomes of populations of Ceará and Pernambuco and PLB in 

Ceará, Juazeiro and Itaparica Island. The antivenomics results showed that SAB pentavalent 

serum immunoreactivity is similar across the five populations and more efficient compared to 

the polyvalent BCL. However, it can be seen that especially low molecular weight fractions 

are not efficiently recognized by both antivenoms. Although differences were shown in their 

neutralization efficacy, both were effective in neutralizing antivenom hemorrhagic activity. 

Despite theB.erythromelassnake inhabit acomprehensivegeographical area, the five 

populations showed similar composition, displaying a highly conserved profile of 

representative venom protein classes. Therefore, this study assigned all proteins in the venom 

of B. erythromelas that have been characterized in the literature (BPP, PLA2 Asp49, PIII- 

Symp and svVEGF) and provided additional information to the presence of Serine Proteases 

and C-type Lectins and other minor or specific components (PDE, 5'NT, PLB, CRISP). 

 

 

Keywords: Bothrops; Proteomic; Snake venoms. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os acidentes ofídicos podem ser considerados preocupantes para a saúde pública, 

principalmente em regiões tropicais e subtropicais tais como, África, Ásia, Oceania e América 

Latina, representando importante causa de morbidade e mortalidade e incluídos pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) na lista de doenças negligenciadas (CRUZ et al., 

2009; HARRISON et al., 2009).   

Esses acidentes podem ocasionar sérios problemas à saúde humana, pois dados 

recentes mencionam que existem aproximadamente 3000 espécies de serpentes, das quais 

cerca de 20% são consideradas venenosas. Segundo dados da Organização Mundial de Saúde 

(OMS), estima-se que aconteçam 2.500.000 casos mundiais de envenenamentos por serpentes 

peçonhentas ao ano, o que resulta em, aproximadamente, 125.000 mortes e inúmeros casos 

resultam em sequelas graves (ALBUQUERQUE et al., 2013).  

No território brasileiro ocorrem quatro gêneros de serpentes venenosas, com 

dezenas de subespécies reconhecidas. Os gêneros Bothrops (jararacas) e Micrurus (corais) 

podem ser encontrados em todo o território nacional, enquanto o gênero Crotalus (cascavéis) 

se distribui preferencialmente pelo Sudeste e Sul e as Lachesis (surucucus), na região 

Amazônica e de Mata Atlântica (BÉRNILS, 2009). 

Os casos de acidentes ofídicos da América do Sul são os que ocorrem em maior 

número no Brasil com aproximadamente 20.000 casos notificados por ano e uma taxa de 

letalidade de 0,45% (LEITE et al., 2013). Segundo dados do Sistema de Informação de 

Agravos de Notificação (SINAN) do Ministério da Saúde (MS), ocorreram nos anos de 2000 

a 2013, mais de 360.506 casos de acidentes envolvendo serpentes peçonhentas, com uma 

média de 13,8 casos a cada 100.000 habitantes, resultando em 1.487 óbitos (BRASIL, 2013). 

Em torno de 90% desses acidentes são causados por serpentes do gênero Bothrops.  

A peçonha botrópica é extremamente complexa e compreende uma variedade de 

substâncias farmacologicamente ativas que atuam sinergicamente na indução das alterações 

fisiopatológicas decorrentes do envenenamento, responsáveis pelo desenvolvimento de efeitos 

tóxicos locais e sistêmicos. As alterações no local da inoculação da peçonha se desenvolvem 

rapidamente após o envenenamento e não são eficientemente neutralizadas pela soroterapia 

tradicional (GUTIÉRREZ et al., 2009a; 2009b; GOMES et al., 2010). 
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Estudos recentes realizados com a peçonha de serpentes do gênero Bothrops 

identificaram variações na composição proteíca e imunodepleção dos venenos de serpentes da 

mesma espécie coletadas em diferentes regiões que podem mostrar diferentes potencias de 

efeitos farmacológicos e/ou tóxicos e afetar a neutralização proporcionada pelo antiveneno, 

tornando pouco previsível o tratamento das vítimas de acidentes ofídicos (CALVETE et al., 

2011).  

A variação na composição de venenos animais ocorre em diversos níveis, 

includindo interfamília, intergênero, interespécie, intersubspécie e intraespécie. A variação 

intraespécie pode acontecer ainda individualmente, devido à variação sazonal, dieta, habitat, 

idade e dimorfismo sexual (CHIPPAUX et al., 1991).  

O estudo dessas variações intraespecíficas na composição das peçonhas ofídicas, 

em especial do gênero Bothrops, é de suma importância para a melhor compreensão deste 

fenômeno e sua aplicação na produção de anticorpos mais efetivos para a neutralização dos 

efeitos tóxicos dos envenenamentos, principalmente dos efeitos locais que muitas vezes 

geram sequelas permanentes, diminuindo de forma expressiva as chances de vida ativa do 

paciente, sobrecarregando o sistema previdenciário.  

Quando a espécie de Bothrops erythromelas é enfocada, a necessidade de um 

estudo de variação intraespecífica se torna mais urgente, já que esta espécie apesar de 

responsável pela maior parte dos acidentes ocorridos na região Nordeste, não faz parte do 

pool de venenos que é utilizado para produção do soro antiveneno. Em vista disso, é relevante 

compreender as variações intraespecíficas (na composição e nas atividades farmacológicas e 

tóxicas) da peçonha de B. erythromelas coletadas em diferentes regiões geográficas onde 

ocorrem naturalmente, bem como a capacidade do soro antibotrópico comercial de reconhecer 

este veneno, através de estudos de proteômica e antivenômica. A fim de compreender a 

variabilidade individual da peçonha de B. erythromelas e conhecer sua possível implicação na 

terapêutica atual dos casos de envenenamento por essa espécie em particular.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

 

 

2.1 Venenos botrópicos: constituintes, atividades tóxicas e farmacológicas  

Venenos de serpentes são uma mistura complexa de enzimas, glicoproteínas, 

polipeptídios e componentes não-protéicos sintetizados e armazenados em pares de glândulas 

altamente especializadas, ligadas às presas por dutos. Os componentes dos venenos permitem 

que as serpentes possam confinar, imobilizar e digerir suas presas, além de ser um mecanismo 

de defesa contra predadores (MACKESSY; BAXTER, 2006; CALVETE et al., 2009; 

ESPINO-SOLIS et al., 2009).  

Após a inoculação, essa mistura de componentes mostra uma rica variedade de 

ações biológicas (Quadro 1), agindo como toxinas e atacando vários sistemas fisiológicos, 

levando muitas vezes à morte e debilitação da presa ou vítima. As toxinas de serpentes em sua 

maioria exibem suas atividades farmacológicas por conta própria. No entanto, algumas 

proteínas formam complexos, covalentes ou não covalentes, com outras proteínas para exibir 

atividade farmacológica mais potente. Estas interações sinérgicas entre as proteínas do veneno 

aumentam sua potência letal (DOLEY; KINI, 2009). 

Estudos sobre as últimas duas décadas têm demonstrado que as toxinas dos 

venenos das serpentes pertencem a superfamílias de proteínas enzimáticas e não-enzimáticas. 

As proteínas dentro de cada família compartilham semelhanças notáveis em suas estruturas 

primárias, secundárias e terciárias, mas podem diferir entre si em seus efeitos farmacológicos 

(ÂNGULO; LOMONTE, 2009; KANG, 2011). 

Cerca de 90 a 95% do peso seco dos venenos ofídicos têm propriedade protéica, e 

são essas proteínas as responsáveis por quase a totalidade dos efeitos biológicos encontrados 

(BJARNASON; FOX, 1994; KOH, 2006).  Em menor proporção, a fração não-protéica dos 

venenos têm substâncias inorgânicas, tais como, cálcio, cobre, ferro, potássio, magnésio, 

manganês, sódio, fósforo, colbato e zinco, estando alguns destes componentes relacionados a 

mecanismos catalíticos de certos componentes enzimáticos presentes no veneno. Outros 

componentes incluem, substancias orgânicas, como aminoácidos livres, pequenos peptídeos, 

carboidratos, fosfolipídeos e aminas biogênicas (MARKLAND, 1998; WARREL, 2010). 

 

Quadro 1 - Caracteristicas funcionais e químicas das peçonhas de serpentes da família Viperidae
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Componente Função Atividade Biológica 
Massa molecular aproximada 

(KDa) 

ENZIMAS                                            

Fosfodiesterase Hidrólise de ácidos nucléicos e nucleotídeos Hipotensão; depleção de di- e trinucleotídeos 94 – 140 

5’-nucleotidase Hidrólise do 5’nucleotídeos Liberação de nucleosídeos. 53 – 82 

Alcalina-fosfomonoesterase Hidrólise das pontes de fosfomonoéster --------- 90 – 110 

Hialuronidase Hidrólise do hialurônio intersticial 
Diminuição da viscosidade intersticial–difusão dos componentes 

da peçonha. 
73 

L-aminoácido oxidase (homodimérica) Desaminação oxidativa dos L-aminoácidos Indução de apoptose, danos celulares. 85 – 150 

Metaloproteinase Família M12 reprolisina P-

IIIP-II P-I 

Hidrólise de várias proteínas estruturais, incluindo componentes da lâmina 

basal, fibrinogênio, etc; Algumas são ativadores de protrombina (grupos A 

e B) 

Hemorragia, mionecrose, pré-digestão da presa. 

43 – 85 

25 – 30 

20 – 24 

Serinoproteinase 

Trombina-símile 

 

Calicreína-símile 

 

 “Argininaesterase” 

Hidrólise Catalitica do fibrinogênio 

 

Liberação de Bradicinina pelo Cininogênio de alto peso molecular; 

Hidrólise da angiotensina 

Atividade  esterásica e  peptidase 

Rápida depleção do fibrinogênio; alteração da homeostasia. 

 

Induz a rápida queda de pressão sanguínea; imobilização da 

presa. 

------------ 

31 – 36 

 

27 – 34 

 

25 – 36 

Fosfolipase A2 

(Grupo II) 

Hidrólise dependente de Ca
2+

 do grupo2-acil em 3-sn-fosfoglicerídeos Miotoxicidade, mionecrose, danos na membrana lipídica. 
13 – 15 

PROTEÍNAS/PEPTÍDEOS NÃO-ENZIMÁTICOS 

Proteínas secretórias ricas em cisteína 

(CRiSPs) 
Bloqueio dos canais cNTP Induz hipotermia. 21 – 29 

Fatores de Crescimento Neural Promover o crescimento de fibras nervosas Apoptose – incerto. 14 – 32,5 

PLA2-neurotoxinas pré-sinápticas (2 

subunidades, ácida e básica) 
Bloqueio da liberação de acetilcolina para terminais do a x ô n i o  Potente neurotoxicidade; Imobilização da presa. 24 

Lectinas tipo-C Ligam-se as plaquetas e ao receptor de colágeno Anticoagulante, modulador plaquetário. 27 – 29 

Desintegrinas Inibe os ligantes de integrinas Inibição plaquetária. 5,2 – 15 

Miotoxinas–não-PLA2 
Modifica voltagem dos canais para sódio; interage com os lipídios de 

membranas 
Mionecrose, analgesia, imobilização da presa. 4 – 5,3 

PEPTÍDEOS 

Peptídeos potenciadores de bradicinina Aumenta a potência da bradicinina Dor, hipotensão; imobilização da presa. 1,0 – 1,5 

Tripeptídeosinibidores Inibição de metaloproteinases da peçonha e outras enzimas Estabilização dos componentes da peçonha. 0,43 – 0,45 

COMPONENTES ORGÂNICOS 

Purinas e Pirimidinas Amplos efeitos em diversas células Hipotensão, paralisia, apoptose, necrose; imobilização da presa. 
AMP = 0,392, hipoxantina, 

inosina 

Citrato Inibição de enzimas da peçonha Estabilização da peçonha. 0,192 

COMPONENTES INORGÂNICOS 

Zinco, Cálcio, Magnésio, Manganés, Cobre, 

Ferr, Sódio, Fósforo, Colbato 

Estabilizar proteínas e atuar nos mecanismos catalíticos de certos 

componentes enzimáticos como, por exemplo, zinco atuando em 

Metaloproteinase 

--------- --------- 

Modificação: Livro Handbook of Venoms and Toxins of Reptiles (MACKESSY,2010)
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São componentes da fração protéica dos venenos de serpentes do gênero Bothrops 

(famíliaViperidae) as proteínas enzimáticas; Fosfolipase A2, metaloproteases, serino 

proteases, L-amino ácido oxidase (LAAO), hialuronidades, nucleotidase e fosfodiesterase e as 

proteínas não-enzimáticas; miotoxinas sem atividade de fosfolipase, lectinas tipo C, 

desintegrinas, fatores de crescimento e proteínas secretórias ricas em cisteinas (ESPINO-

SOLIS et al., 2009; CAŁKOSINSKI et al., 2010; KANG, 2011).  

A superfamilia da Fosfolipases A2 (PLA2) é composta de muitos grupos diferentes 

de enzimas que atuam na hidrólise de fosfolipídeos de membrana especificamente na ligação 

2-acil éster em uma variedade de fosfolipídeos, resultando na geração de mediadores lipídicos 

e segundos mensageiros que desempenham funções importantes na regulação das atividades 

celulares (KINI, 2003; BURKE; DENNIS, 2009). Encontram-se amplamente distribuídas em 

tecidos de mamíferos, microorganismos e venenos de répteis e artrópodes. Os venenos das 

serpentes são abundantes em PLA2, além de desempenhar um papel digestivo na hidrólise de 

fosfolipídeos, podem também exercer uma grande variedade de atividades farmacológicas 

e/ou tóxicas como neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, hemorrágica, 

hemolítica, edema, efeitos pró-coagulantes e anticoagulantes (SOARES; GIGLIO, 2003; 

SCHALOSKE; DENNIS, 2006; MONTECUCCO et al., 2008). 

LAAO são flavoenzimas diméricas, glicosiladas, enantiosseletivas que catalisam a 

desaminação oxidativa estereoespecífica de uma vasta gama de L-aminoácidos, para formar 

alfa-cetoácidos, peróxido de hidrogênio e amônia. O peróxido de hidrogênio parece estar 

relacionado à toxicidade do veneno (RODRIGUES et al., 2009; NAUMANN et al., 2011). 

Este grupo de enzimas é responsável pela cor amarela do veneno liofilizado (KANG, 2011). 

Os efeitos biológicos destas enzimas durante o envenenamento ainda não estão claramente 

compreendidos. No entanto, estudos in vitro mostram que elas exibem diversas atividades 

como pró-apoptose, inibição da agregação plaquetária e distúrbios da hemostasia (DOLEY; 

KINI, 2009; RODRIGUES et al., 2009; NAUMANN et al., 2011). 

As serinoproteases e metaloproteases são complexos da protease que afetam a 

cascata de coagulação sanguinea e ajudam na digestão das presas, promovendo assim danos 

teciduais. Embora a maioria delas seja farmacologicamente ativa por si só, algumas requerem 

co-fatores (Zn 
2+

, Ca 
2+

, fosfolipídeos) para exercerem uma atividade ideal (DOLEY; KINI, 

2009). Algumas proteases exercem atividade na liberação de cininas que podem contribuir 

para dor local, vasodilatação e hipotensão sistêmica (CARDOSO et al., 2010). 

As desintegrinas são um grupo não-enzimático de moléculas pequenas que se 

ligam seletivamente a moléculas de integrinas. Possuem domínios ricos em cisteína e lectinas 
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tipo-C, geralmente conjugadas a metaloproteases. Domínios ricos em cisteína são capazes de 

aumentar o rolamento de leucócitos na microcirculação e inibir a agregação plaquetária 

induzida pelo colágeno, contribuindo para os efeitos hemorrágicos.  Proteinas com dominios 

de lectinas tipo C, interagem com receptores destas em plaquetas e estão envolvidas na 

indução de distúrbios da coagulação como atividades hemaglutinantes, agregação plaquetária 

e inibição da atividade da trombina (CALVETE et al., 2005). 

Dentre os componentes sem atividade enzimática há constituintes orgânicos e não 

orgânicos (TU, 1996; MATSUI et al., 2000; RAJENDRA et al., 2004). Os contituintes não 

orgânicos conhecidos são: cálcio, cobre, ferro, potássio, magnésio, manganês, sódio, fósforo, 

cobalto e zinco (FRIEDERICH e TU, 1971). Alguns estudos sugerem que o cálcio, o 

manganês e o magnésio são importantes para a estabilização de certas proteínas, enquanto 

outros, em particular o zinco, cobre, ferro e cobalto possivelmente atuam nos mecanismos 

catalíticos de certos componentes enzimáticos como metaloproteases (BJARNASON; FOX, 

1994). 

 

2.2 Efeitos do envenenamento botrópico e a soroterapia tradicional 

 

O gênero Bothrops pertence à família Viperidae, compreende mais de 30 espécies 

de serpentes, e tem esta denominação decorrente da língua grega: “Bothros” significa fosseta 

ou cavidade e “ops”, significa olho ou face, uma alusão à fosseta loreal, localizada entre a 

narina e os olhos destas serpentes (CARRASCO et al., 2012). Envenenamentos por serpentes 

deste gênero são frequentemente associados a alterações sistêmicas e severas alterações 

patológicas locais (WARRELL, 2005; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 2003; GUTIÉRREZ et al., 

2009b). 

Os efeitos locais frequentemente incluem dor, edema, hemorragia local e 

inflamação. Este quadro clínico na maioria das vezes evolui resultando em necrose tecidual 

(GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1995). Efeitos sistêmicos resultam em coagulopatia, hipotensão 

arterial, alterações hemodinâmicas, hemólise intravascular, dano agudo do miocárdio, edema 

pulmonar, insuficiência renal aguda, falência de múltiplos órgãos e hemorragias distantes dos 

locais da picada, tais como hemorragia gengival, macrohematúria, hemorragia uterina e 

gastrintestinal (KAMIGUTI et al.,1996; WARRELL, 2005). 

Uma das complicações que traz grande preocupação nos acidentes ofídicos são as 

alterações renais, como glomerulonefrite aguda, necrose tubular aguda e insuficiência renal 
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aguda (IRA), esta última relacionada aos casos de letalidade pelo envenamento (SITPRIJA, 

2008). A patogênese da IRA ainda não está completamente elucidada. No entanto, sabe-se 

que as lesões renais podem ser produzidas pela ação isolada ou combinada de diferentes 

mecanismos isquêmicos e/ou nefrotóxicos desencadeados pelas atividades biológicas dos 

venenos no organismo (PINHO et al., 2000; GRISOTTO et al., 2006; DE SOUZA et al., 

2008). Estudos com rim isolado demonstraram que os venenos de diferentes espécies de 

Bothrops alteram os parâmetros da função renal (HAVT et al., 2001; BARBOSA et al., 2002; 

MARTINS et al., 2005). 

A lesão tecidual local é um dos grandes problemas após envenenamentos por 

serpentes do gênero Bothrops (Figura 1).  A magnitude destes efeitos depende do tipo de 

peçonha, da quantidade injetada e do hospedeiro. Em muitos casos, o dano tecidual é tão 

intenso que leva a severas consequências como degeneração vascular e isquemia, as quais 

podem culminar com a amputação do membro afetado (CARDOSO et al. 1993; WARRELL, 

2010). 
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              Figura 1. Alterações locais promovidas por acidentes com Bothrops. 

 

A: Edema, sangramento e equimose em mão esquerda (OLIVEIRA, 2008); B: Sangramento eritematoso e edema 

no tornozelo direito (OROPEZA et al., 2000); C: Equimose, bolhas e edema em pé direito; D: necrose tecidual 

grave em perna direita (WHO, 2007). 

 

Mionecrose e hemorragia induzidas por venenos de Bothrops são provavelmente 

devido, principalmente, à ação direta de toxinas nas células musculares e microvasos, 

respectivamente. Por outro lado, o edema depende da direta ação dos componentes do veneno 

na microvasculatura, bem como sobre a liberação de um número de mediadores inflamatórios 

nos tecidos, tais como eicosanóides, aminas vasoativas, citocinas entre outros (TEIXEIRA  et  

al.,  2009). 

Mesmo tendo sido feitos avanços importantes para o entendimento da patogênese 

da hemorragia e mionecrose no envenenamento por Bothrops, o estudo das alterações 

patológicas induzidas por estes venenos na lesão tecidual local tem recebido pouca atenção, 

apesar de sua relevância clínica (JIMENEZ et al., 2008). 
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O tratamento eficaz para envenenamento botrópico sistêmico é a administração 

intravenosa de soro antibotrópico, e em alguns casos, de antiveneno botrópico-crotálico 

(CORREA-NETTO et al., 2010). Os antivenenos são preparados por hiperimunização de 

animais, principalmente cavalos e ovelhas (ESPINO-SOLIS et al., 2009). A soroterapia 

neutraliza de forma eficiente os efeitos tóxicos sistêmicos, impedindo, muitas vezes, vítimas 

fatais. Administração imediata de antiveneno adequado para pacientes sistemicamente 

envenenados melhora a taxa de recuperação da coagulapatia em diversos estudos de pacientes 

envenenados por Bothrops em países sul-americanos e asiáticos (CARDOSO et al, 1993;. 

CARON et al, 2009). 

No entanto, os antivenenos apresentam desvantagens, tais como: induzir reações 

adversas, variando de leves a graves, e ser ineficaz na neutralização do dano tecidual local 

(GUTIÉRREZ et al., 2009c). As reações adversas podem variar em 37 a 87% dos casos 

(CARDOSO et al., 1993; CRUZ et al., 2009) e podem incluir reações anafiláticas leves com 

náuseas, vômitos e urticária e efeitos mais graves como angioedema, broncoespasmo e 

hipotensão (BROWN & LANDON, 2010; CARDOSO et al, 1993; CARON et al., 2009), que 

não podem ser previstos por meio de testes de sensibilidade (FAN et al., 1999; 

PREMAWARDHENA et al.,1999). A maioria dessas reações pode ser devido à ação de altas 

concentrações de proteínas presentes em imunoglobulinas hiperimunes disponíveis no 

antiveneno (GOMES et al., 2010). 

Além da administração do antiveneno, o tratamento também pode incluir uma 

série de intervenções adicionais, tais como hidratação, equilíbrio de eletrólitos; além de 

administração do toxóide tetânico, diálise, alcalinização precoce da urina por bicarbonato de 

sódio em pacientes com mioglobinúria ou hemoglobinúria; antibióticos em caso de 

desenvolvimento de infecção local e intervenções cirúrgicas no debridamento do tecido 

necrosado (CRUZ et al., 2009).  

Outros problemas são a baixa disponibilidade do tratamento em áreas distantes, os 

atrasos na administração, necessidade de refrigeração, e de alto custo e baixa eficácia (CRUZ 

et al., 2009; GUTIÉRREZ et al., 2009c).  Além disso, a variabilidade inter e intra-específica 

na composição do veneno entre as espécies deve também ser considerada, uma vez que 

existem variações entre os períodos de tempo no ano, idade da amostra e distribuição 

geográfica, que podem afetar a neutralização pelo antiveneno (CALVETE et al., 2009). 

 

2.3 A serpente de Bothrops erythromelas: composição e ações do veneno 
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O Brasil é um dos países que apresentam maior diversidade taxonômica e de 

formas de serpentes e isso inclui as espécies de importância na Saúde Pública. Entre estas 

espécies, estão envolvidas as serpente responsáveis pelos acidentes botrópico (Bothriopsis, 

Bothrocophias, Bothropoides, Bothrops e Rhinocerophis), crotálico (Caudisona), laquético 

(Lachesis) e elapídico (Leptomicrurus e Micrurus) (FENWICK et al. 2009; BERNARDE, 

2011; CARRASCO et al., 2012; WALLACH et al., 2014). 

O grupo Bothrops neuwiedi é atualmente composto por oito espécies: B. diporus, 

B. erythromelas, B. lutzi, B. mattogrossensis, B. marmoratus, B. neuwiedi, B. pauloensis e B. 

pubescens (MACHADO et al., 2014). Representantes do complexo neuwiedi são comuns em 

áreas abertas do nordeste do Brasil até o sudeste da Argentina (Werman, 2005).  Bothrops 

erythromelas ocorre principalmente nas áreas de Caatinga; B. lutzi, B. pauloensis e B. 

marmoratus ocorrem principalmente no Cerrado; B. mattogrossensis e B. diporus são 

distribuídos principalmente na região do Chaco ou Gran Chaco; B. pubescens é limitada aos 

Pampas na região sul do Brasil e Uruguai e B. neuwiedi ocorre ao longo das montanhas na 

costa Sudeste do Brasil (SILVA, 2004; SILVA; RODRIGUES, 2008). 

O bioma da Caatinga é caracterizado por um clima quente e semi-árido, 

fortemente sazonal e por um padrão extremamente irregular de chuvas com estações secas 

severas em alguns anos. É considerado o único bioma exclusivo do Brasil, cobrindo 734.478 

km
2
 na região Nordeste (cerca de 7% do território nacional) e ocorrendo em manchas no norte 

de Minas Gerais (SCARDUA, 2004; BARROS et al., 2014). O que praticamente significa que 

grande parte do patrimônio biológico dessa região não é encontrada em outro lugar do mundo.  

A serpente de Bothrops erythromelas (figura 2), comumente conhecida como 

“jararaca da seca” ou “jararaca malha-de-cascavel”, é responsável por muitos acidentes 

ofídicos no Nordeste do Brasil, ocorrendo em habitats secos e molhados na vegetação da 

Caatinga. De acordo com Uetz et al. (2015), estende-se pelos estados do Maranhão, Piauí, 

Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia e norte de Minas 

Gerais (figura 3), assim como o bioma da Caatinga. Esta espécie possui um comprimento 

rostro-cloacal médio de 55 centímetros, se alimenta de rãs, lagartos, mamíferos, e centopeias 

(LIRA-DA-SILVA et al., 2009; BARROS et al., 2014). Répteis que vivem em ambientes 

áridos como na Caatinga, podem mostrar adaptações fisiológicas, comportamentais, 

ecológicas e morfológicas relacionadas à escassez da água no ambiente (RODRIGUES, 

2003).  
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Figura 2: Bothrops erythromelas 

 

Fonte: Fotos gentilmente cedidas e realizadas por Roberto Murta, 2014. 

 

O gênero Bothrops vem sofrendo alterações taxonômicas (Quadro 2) de acordo 

com o demonstrado por estudos filogenéticos sistemáticos baseados em características 

morfológicas e moleculares. Como se pode observar no quadro 2 com a serpente de Bothrops 

erythromelas. Classificada por Fenwick et al. (2009) e Wallach et al. (2014) como 

Bothropides e tendo em vista que esta nomenclatura é recente e divergente, ainda não tem 

sido amplamente utilizada nas publicações da área. No entanto, considera-se importante a 

constante atualização em relação às classificações taxonômicas não apenas para familiaridade 

ou conhecimento prévio, mas também para dar credibilidade e segurança ao que está 

estudando independente de mudanças na nomenclatura. 
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Figura 3 - Distribuição da serpente de Bothrops erythromelas pelos Estados do Maranhão, 

Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia e norte de 

Minas Gerais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Uetz et al., (2015). 

 

Quadro 2 - Alterações taxonômicas da serpente de Bothrops erythromelas. 

ESPÉCIE REFERÊNCIAS 

Bothrops erythromelas (AMARAL, 1923) 

Bothrops erythromelas (PETERS e OREJAS-MIRANDA, 1970, p.45) 

Bothrops erythromelas (WELCH 1994, p.33) 

Bothrops erythromelas MCDIARMID et al.,1999, p. 260) 

Bothrops erythromelas (RODRIGUES, 2003) 

Bothropoides erythromelas (FENWICK et al., 2009) 

Bothrops erythromelas (CARRASCO et al., 2012) 

Bothropoides erythromelas (WALLACH et al. 2014, p.113) 

 

O veneno de B. erythromelas tem quatro componentes isolados e caracterizados 

os quais são: Peptídeo potenciador de bradicinina (BPP), fator de crescimento endotelial 

vascular de veneno de serpente (svVEGF) mediando o efeito hipotensor  (JUNQUEIRA-DE-

AZEVEDO et al., 2001), Fosfolipase A2 (Asp49) ácida relacionada com o efeito 

antiplaquetário e inflamatório (ALBUQUERQUE-MODESTO et al., 2006), e uma 
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metaloproteinase chamada de Berythractivase apresentando atividade coagulante (SILVA et 

al., 2003). 

A referida espécie é a principal responsável pelos acidentes ofídicos na região 

Nordeste, e a sua peçonha não faz parte do pool utilizado para a fabricação do soro 

antibotrópico. Em geral, os efeitos do envenenamento ofídico por Bothrops são semelhantes e 

os venenos da maioria das espécies botrópicas possuem atividade de ativação direta sobre 

protrombina, combinada, ou não, com atividade trombina-símile e/ou de ativação de Fator X. 

No entanto, esta espécie destaca-se entre as desses gêneros por possuir alta atividade 

coagulante (FERREIRA et al., 1992b; ZAPPELLINI, 1991), além da particularidade de não 

exibir ação similar a trombina (serino proteases que atuam diretamente sobre a molécula de 

fibrinogênio convertendo-a em fibrina - encontradas em outras peçonhas botrópicas), o que 

leva a distúrbios hemostáticos graves (MARUYAMA et al., 1992). 

Valença e colaboradores (1997), estudando o processo hemorrágico induzido pela 

peçonha de B. erythromelas, em envenenamento experimental em cães, mostrou que o veneno 

induz mudanças hemostáticas envolvendo hipercoagulabilidade sanguínea seguida por 

incoagulabilidade sanguínea onde a análise histológica dos tecidos dos animais experimentais 

revelou um quadro hemorrágico sistêmico, sendo os principais órgãos afetados pulmões, rins 

e fígado. 

A atividade coagulante presente na peçonha de B. erythromelas é atribuída à 

presença de toxinas pró-coagulantes, ativadoras dos fatores II (protrombina) e X, que levam à 

formação de trombina endógena, levando a um quadro de coagulação intravascular 

disseminada (NAHAS et al., 1979; MARUYAMA et al., 1992; KAMIGUTI & SANO-

MARTINS, 1995; VASCONCELOS, 1996).  

Berythractivase é ativadora de protrombina não-dependente de Ca
2+

 ou de 

fosfolipídeo para a sua atividade. Análise da sequência de cDNA revelou que a 

berythractivase é um membro da classe P-III da família de proteínas metaloproteinases.  

Apesar da semelhança estrutural, a berythractivase possui baixa atividade 

fibrinogenolítica e ausência de ação hemorrágica local, em contraste com outras 

metaloproteinases da classe P-III (SILVA et al., 2003). Contudo, foi demonstrado que este 

ativador de protrombina possui atividades pro-inflamatórias, como suprarregulação da 

expressão endotelial de ICAM-1, liberação de fator Von Willebrand, prostaglandina I2 (PGI2) 

e interleucina-8 (IL-8) e geração de óxido nítrico (NO) (SILVA et al., 2003; SCHATTNER et 

al., 2005). 
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A fosfolipase A2 (Asp49) ácida de B. erythromelas (BE-I-PLA2) demonstrou 

potente ação anti-plaquetária e indutora da liberação de prostaglandina I2 e baixa atividade 

miotóxica (MOURA-DA-SILVA et al., 1991). Em sistema de perfusão de rim isolado, a 

peçonha de B. erythromelas (MARTINS et al., 2005) e sua fosfolipase isolada (SOUSA, 

2010) promoveu alterações dos parâmetros funcionais renais da pressão de perfusão, 

resistência vascular renal, ritmo de filtração glomerular, fluxo urinário e dos transportes 

percentuais totais de sódio, cloreto e potássio, apresentando nefrotoxicidade direta neste 

modelo. 

 

2.4 Variabilidade dos venenos de serpentes do gênero Bothrops e estudo proteômico 

 

A composição do veneno pode ser influenciada por uma série de fatores 

diferentes, principalmente o potencial de deriva genética, a variação de gênero e as variações 

ontogenéticas (relacionadas à idade). A heterogeneidade inter e intra-espécies na composição 

da peçonha explicam as diferenças nos sintomas clínicos observados em vítimas humanas de 

envenenamento por serpentes da mesma espécie em diferentes regiões geográficas 

(CALVETE et al., 2009). 

A variabilidade na composição e nas atividades biológicas das peçonhas de 

serpentes vem sendo documentada por diversos autores e pode ser observada em diversos 

níveis tais como variações interfamiliares, variações intergenéricas, variações interespecíficas 

e variações intraespecíficas. Além de variações ontogenéticas, geográficas, sazonais e sexuais, 

que está correlacionada com diferenças no quadro clínico e resposta na terapêutica dos 

acidentes ofídicos (CHIPPAUX et al., 1991; SANCHEZ et al., 1992; WARREL, 1997). 

Estudos de mais de uma década atrás descrevem que a composição do veneno de 

uma mesma espécie pode variar geralmente em função de pelo menos três fatores como a 

idade do animal, a distribuição geográfica e o caráter individual.  Os venenos de B. jararaca e 

B. moojeni jovens possuem maior atividade pró-coagulante (ativação de fator X e 

protrombina) e menor atividade inflamatória aguda local em relação às serpentes adultas 

(FURTADO, 1987). Serpentes da mesma espécie, coletadas em regiões diferentes, podem 

apresentar variações nas atividades dos venenos (DALTRY et al., 1996). Serpentes da mesma 

espécie, idade, e procedência, podem apresentar diferentes intensidades nas atividades 

farmacológicas que parecem variar em função da dieta presente na região onde o réptil é 
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encontrado (FURTADO, 1987; DALTRY et al., 1996; KAMIGUTI, 1988; KAMIGUTI e 

CARDOSO, 1989). 

Essas variações na composição da peçonha refletem adaptações locais, que 

conferem vantagens para a população de serpentes em relação ao meio-ambiente (GIBBS et 

al., 2009). Daltry e colaboradores (1996) sugerem que as variações geográficas na 

composição das peçonhas de serpentes refletem uma especialização apropriada às presas 

locais. Um estudo comparativo entre os venenos de Bothrops pubescens, nascidas em 

cativeiro e de seus congêneres selvagens de mesma origem geográfica de seus genitores, 

observou similaridade entre os perfis de migração eletroforética apesar das diferenças da 

alimentação não natural em cativeiro, evidenciando que a relação entre o tipo de presa e 

composição do veneno é herdada e não induzida, estando sob possível controle genético 

(MORAIS et al., 2006). 

Dias (2013) demonstrou a expressiva variabilidade individual nos venenos de 

filhotes de B. jararaca, fato que já havia sido demonstrado em venenos individuais de adultos 

desta espécie, e sugeriu que a variação individual nos venenos está presente desde o 

nascimento, não sendo um reflexo da ontogenia do animal. Outro estudo proteômico recente 

do veneno de B. jararaca, no entanto com um pool representativo de duas regiões do Brasil, 

identificou que entre as proteínas majoritárias do veneno, as espécimes do Sudeste 

apresentaram mais metaloproteinases, enquanto os do Sul uma maior quantidade de PLA2. A 

população do Sul ainda possui uma toxina exclusiva em relação ao Sudeste, identificada como 

uma Lys49-PLA2, mostrando, desse modo, diferenças importantes na composição de 

extremos da distribuição geográfica desta espécie, o que pode ter relevância para o quadro 

clínico e tratamento (GONÇALVES-MACHADO, 2014). 

De acordo com Vellard (1937) a variação intraespecífica do veneno de B. atrox, 

resultou na variabilidade do quadro clínico e pode ser evidenciado em espécies que tem uma 

distribuição geográfica mais ampla. A variabilidade geográfica e intraespecífica de venenos 

de serpentes B. asper provenientes da Costa Rica foi demonstrada principalmente no que diz 

respeito à toxicidade (JIMENEZ-PORRAS, 1964; GUTIERREZ et al., 1980; ARAGON e 

GUBENSEK, 1981; MORENO et al., 1988). Gutiérrez e colaboradores (1980) mostraram que 

venenos de serpentes provenientes de regiões do Caribe causavam nos pacientes maiores 

efeitos hemorrágico e mionecrótico do que aqueles advindos de diferentes partes do Pacífico.  

Um estudo comparativo entre os efeitos tóxicos de diferentes espécies do gênero 

Bothrops (e Bothropoides) (B. alternatus, B. atroz, B. cotiara, B. jararaca, B. moojeni, B. 

neuwiedi) mostrou diferenças entre o potencial hemorrágico, necrosante, proteolítico, 
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coagulante e edematogênico (FURTADO et al., 1991). Outra pesquisa com peçonhas de 

espécimes de Bothrops jararacussu provenientes de diferentes localidades constatou 

expressivas diferenças nas atividades biológicas das peçonhas, principalmente na 

miotoxicidade e hemorragia induzida em camundongos (RAFAEL et al., 2005). 

Calmette, em 1894, foi o primeiro pesquisador a preparar soro antipeçonha para 

uso médico contra acidentes ofídicos, tornando-se, então, o real promotor da terapia com soro 

antipeçonha. Depois dele muitos outros cientistas começaram a desenvolver soros 

antipeçonha em seus próprios países: Tidwell na Austrália em 1902; Vital Brazil no Brasil em 

1901; Ishizaca no Japão em 1907 - todos utilizando os protocolos de Calmette (CHIPPAUX; 

GOYFFON, 1998). 

Vital Brazil foi o primeiro pesquisador a demonstrar, em 1901, a especificidade 

dos soros antiofídicos, o que levou ao grande desenvolvimento da eficácia na soroterapia no 

mundo. Partindo dessa descoberta, no mesmo ano, o Brasil já possuia soro antipeçonha mono 

e polivalentes para uso médico. Após ter demonstrado a especificidade dos soros antiofídicos, 

e iniciado o preparo dos soros antibotrópico, anticrotálico e antilaquético, Vital Brazil 

verificou que o soro preparado por Calmette era incapaz de neutralizar a peçonha da elapídia 

Bungarus fasciatus e das viperídeas Echis carinatus e Vípera russellii, serpentes causadoras 

de acidentes na Índia. Vital Brazil foi, portanto, o introdutor da soroterapia antiofídica em 

bases realmente eficazes (BEZERRA, 2000). 

Os soros antipeçonha brasileiros distribuídos pelo Ministério da Saúde são 

utilizados como único tratamento para envenenamentos de serpentes de um determinado 

gênero. São produzidos no Rio de Janeiro pelo Instituto Vital Brazil; em Belo Horizonte, pela 

Fundação Ezequiel Dias e em São Paulo, pelo Instituto Butantan e são gênero-específicos. 

Nos acidentes com serpentes do gênero Laquesis (surucucus) deve ser administrado o soro 

anti-laquético; nos acidentes pelo gênero Bothrops e Bothropoides (jararacas), o 

antibotrópico; nos acidentes por Crotalus (cascavéis), o anti-crotálico; e nos acidentes por 

serpentes da família Elapidae (corais), o anti-elapídico (BEZERRA, 2000). 

A diferença do poder neutralizante de um soro para serpentes de mesmo gênero e 

até mesmo de mesmas espécies provenientes de diferentes regiões geográficas tem sido 

extensamente relatada (OTERO et al., 1997; BOGARIN et al., 1999; BOGARIN et al., 2000; 

MUNIZ et al., 2000; SARAVIA et al., 2001). 

Bezerra (2000) ao estudar a neutralização pelo antiveneno comercial e 

monoespecífico contendo somente o pool de B. erythromelas frente ao veneno de B. 

erythromelas observou uma eficácia cerca de duas vezes maior pelo antiveneno 
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monoespecífico em relação ao comercial, em todas as atividades testadas. Neste trabalho, foi 

demonstrado que o soro antibotrópico monoespecífico foi mais efetivo que o antibotrópico 

comercial na neutralização das atividades testadas (letal, hemorrágica, necrosante, coagulante 

e fosfolipásica), na capacidade de formar imunocomplexos in vitro com a peçonha de B. 

erythromelas e no reconhecimento das proteínas separadas eletroforeticamente. 

Um estudo comparativo entre as peçonhas de B. atrox e B. erythromelas mostrou 

diferenças em seus efeitos letais e atividades coagulante, desfibrinante, hemorrágica e 

edematogênica e nos estudos de neutralização com heparina e soro antibotrópico (SAB). O 

SAB foi capaz de neutralizar 57% da atividade hemorrágica, 85,8% do edema e ofereceu 

apenas 58% de proteção contra a letalidade da peçonha de B. erythromelas, enquanto que para 

estes efeitos induzidos por B. atrox os valores percentuais de inibição foram 38%, 44,6%, 

100%, respectivamente (BOECHAT et al., 2001). 

Em estudo realizado por Zamunér e colaboradores (2004) a atividade de bloqueio 

neuromuscular em aves promovida por peçonhas botrópicas (B. jararaca, B. jararacussu, B. 

moojeni, B. erythromelas e B. neuwiedi) mostrou proteção variável por meio de tratamento 

prévio com SAB, sugerindo que os componentes das peçonhas responsáveis por esta atividade 

podem diferir em potencia e em quantidade nas diferentes espécies. Nesse mesmo estudo, a 

peçonha de B. erythromelas foi a mais letal (0,55 mg/kg) e a de B. jararacussu (26,9 mg/kg) a 

menos letal. A extensão do dano muscular promovido pela peçonha de B. jararacussu foi de 

98 a 100% da área total e esse efeito não foi neutralizado pelo SAB, apesar da presença da 

peçonha (12,5%) no pool utilizado na produção do soro antibotrópico comercial. 

Castro Junior (2008) avaliou a potência do SAB e de um soro experimental 

contendo pool de B. erythromelas na neutralização de algumas atividades tóxicas desta 

peçonha em comparação com a peçonha de B. jararaca. O veneno de B. erythromelas 

apresentou atividade coagulante e fosfolipásica mais potentes que as observadas no veneno de 

B. jararaca e para a neutralização destas atividades foi necessário um volume 

significativamente menor com o soro experimental do que com o SAB comercial. 

Considerando que a diversidade e abundância de proteínas presentes nos venenos 

é extremamente variável, a análise proteômica é uma ferramenta importante para o 

entendimento da complexidade dos venenos. Análises proteômicas de venenos de serpentes 

têm revelado aspectos importantes em relação à variabilidade da composição do veneno, seja 

ela interespecífica ou intraespecífica (FOX; SERRANO, 2008; CALVETE et al., 2009; 

GUTIÉRREZ et al., 2009). Permite ainda, aliada a análise das proteínas e peptídeos 

transcritos pela glândula de veneno (transcriptoma) a identificação de modificações pós-
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traducionais, avaliação do processamento de precursores e de proteínas maduras, análises de 

filogenia molecular, entre outras (FOX; SERRANO, 2008; CIDADE et al., 2006). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Venenos de serpentes são compostos por uma mistura complexa de substâncias 

enzimáticas e não enzimáticas capazes de interferir em vários processos biológicos.  Estes 

compostos são importantes nas funções primárias do veneno (imobilização, morte e digestão 

da presa) e nos efeitos locais e sistêmicos do acidente ofídico. O veneno botrópico provoca 

efeitos locais representados por dor, edema, podendo evoluir para sangramentos e necrose, e 

efeitos sistêmicos representados por sangramentos, alterações cardiovasculares e renais. 

Também pode provocar o aumento da pressão intracompartimental, podendo levar à necrose 

isquêmica, déficit na cicatrização das lesões e em alguns casos, amputação do membro. A 

fisiopatologia do envenenamento ofídico envolve uma série complexa de eventos que são 

dependentes de uma ação combinada dos componentes farmacologicamente ativos da 

peçonha, componentes estes que podem sofrer variação interespécie e intraespécie. Portanto, 

o conhecimento da composição proteica dos venenos através de estudos proteômicos permite 

a elucidação da patogênese do envenenamento e o direcionamento do tratamento da vítima, 

além de ser fonte de ferramentas farmacológicas.  

A variabilidade de composição dos venenos entre as diferentes espécies ou na 

mesma espécie pode explicar os relatos clínicos na literatura muitas vezes conflitantes. Deste 

modo, o estudo proteômico das peçonhas de serpentes é essencial para um aprimoramento da 

soroterapia tradicional, principalmente no que diz respeito a um possível desenvolvimento 

regionalizado de soros antipeçonha espécie-específicos, além de subsidiar novas ferramentas 

fisiológicas e farmacológicas. 

Assim, o estudo dessas variações intraespecíficas na composição da peçonha 

ofídica, em especial da espécie de Bothrops erythromelas e avaliação do potencial 

neutralizante dos antivenenos comerciais é de suma importância já que esta espécie apesar de 

responsável pela maior parte dos acidentes ocorridos na região Nordeste, não faz parte do 

pool de venenos que é utilizado para produção do soro antiveneno.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral  

Estudar a variação intraespecífica da peçonha de Bothrops erythromelas a partir 

da caracterização proteômica e antivenômica de peçonhas obtidas de espécimes oriundas de 

diferentes regiões geográficas do Nordeste brasileiro, bem como avaliar a neutralização de 

atividade tóxica pelo soro antibotrópico comercial. 

 

4.2 Objetivos específicos  

 Proceder à coleta dos espécimes nas diferentes regiões objeto de estudo e realizar a 

extração individual das peçonhas; 

 Caracterizar o perfil proteômico de cada peçonha de B. erythromelas de cada 

subpopulação da região Nordeste; 

 Analisar a reatividade entre soros antiveneno e os venenos das diferentes regiões de B. 

eryhtromelas; 

 Estudar o perfil de neutralização da atividade hemorrágica local promovidada pelo 

veneno de B. erythromelas frente a dois diferentes soros antiofídicos. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1. Venenos e antivenenos 

 

5.1.1 Obtenção das peçonhas e coleta dos espécimes de B. erythromelas 

 

Foram realizadas extrações de venenos de três a seis espécimes adultos de B. 

erythromelas (tamanho variando entre 44 a 85 cm) de oito cidades correspondentes a seis 

Estados, representados por cinco regiões geográficas principais, distando 200 km pelo menos 

uma da outra, da Região Nordeste - Brasil, como ilustrado na Figura 01. As regiões 

compreenderam: Ceará: Ceará (Icapuí; n=1, Caridade; n=1) e parte fronteira com o Rio 

Grande do Norte (Upanema; n=3), Pernambuco: Pernambuco (Inajá; n=6), Juazeiro: Bahia 

(Juazeiro; n=7), Paraíba: Paraíba (Sumé; n=1, São Jose da Mata; n=1) e parte fronteira com o 

Rio Grande do Norte (Currais Novos; n=1), Ilha de Itaparica: Bahia (Ilha de Itaparica; n=5) 

(Quadro 3 e Figura 4).  

Os serpentários e/ou Laboratórios envolvidos neste trabalho compreenderam: 

Núcleo Regional de Ofiologia da Universidade Federal do Ceará, sob a coordenação da Prof. 

Dra. Diva Maria Borges-Nojosa, Laboratório de Animais Peçonhetos e Toxinas do 

Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Pernambuco, sob a coordenação da 

Prof. Dra. Miriam Camargo Guarnieri, Centro de Conservação de Répteis da Caatinga 

(CCRC) na Paraíba, sob a coordenação da Prof. Dra. Karla Patrícia de Oliveira Luna e o 

serpentário da Fundação Ezequiel Dias - FUNED, Belo Horizonte-MG, sob a coordenação da 

Consuelo Latorre Fortes Dias. 

Os animas foram mantidos nas acomodações dos respectivos 

serpentários/laboratórios seguindo os cuidados necessários para manutenção dos mesmos em 

condição de cativeiro, estando todos devidamente regularizados pelos órgãos de fiscalização 

competentes. 

As coletas de serpentes, quando necessárias, foram realizadas com autorização do 

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) para 

coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ, licença número 27617-2 sendo esta 

renovada para a licença 27617-3 com validade estendida para outubro de 2014 (ANEXO 1). 

 

5.1.2 Extração e armazenamento das peçonhas 
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As serpentes foram anestesiadas com auxílio de gás carbônico (CO2) (BIASI, 

1977). A peçonha de cada espécime foi extraída (figura 5), liofilizada e armazenada a -20ºc de 

forma individual até o momento da utilização e ocorreram nos respctivos laboratórios e 

centros acima descritos.  

 

Figura 4 - Distribuição geográfica dos espécimes de B. erythromelas estudados. 

 

 

 

 (A) Destaque na região verde ocupada pela ecorregião da Caatinga (850, 000 km² de superficie), estendendo-se 

em oito Estados do Nordeste do Brasil (B) Localidades aproximadas da amostragem dos venenos de B. 

erythromelas estudados neste trabalho, com os respecptivos números de amostras. (C) Imagem de B. 

erythromelas cedida generosamente por Miva Filho, Universidade Federal de Pernambuco. 
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Figura 5 - Extração do veneno de B. erythromelas Laboratório de Animais Peçonhetos e 

Toxinas do Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Pernambuco. 

 

 

Fonte: Miriam Camargo Guarnieri, 2013. 

 

Quadro 3 - Espécimes individuais de B. erythromelas de cada região estudada. 

  Região e número de registro Cidade 

 
Gênero Tamanho 

(cm) 

Região 1: Ceará(CE) e Rio Grande do 

Norte (RGN) 

Núcleo Regional de Ofiologia da 

Universidade Federal do Ceará  

   

Be 0703 Icapuí-CE Macho 56,4 

Be 0902 Upanema-RN Fêmea 56,4 

Be 0903 Upanema-RN Macho 53,5 

Be 1001 Upanema-RN Fêmea 58,6 

Be 1004 Caridade-CE Fêmea 53,0 

Região 2: Pernambuco (PE) 

Laboratório de Animais Peçonhentos e 

Toxinas da Universidade Federal de 

Pernambuco 

   

Be 571 Inajá- PE Fêmea 57 

Be 574 Inajá- PE Fêmea 45 

Be 576 Inajá- PE Fêmea 64 

Be 577 Inajá- PE Fêmea 50 

Be 578 Inajá- PE Fêmea 55 

Be 581 Inajá- PE Fêmea 67 

Região 3: Bahia (BA) - (Juazeiro da 

Bahia) 

Serpentário Cobra Viva 

   

Be 47 Juazeiro- BA Fêmea Não informado 

Be 52 Juazeiro- BA Fêmea Não informado 

Be 55 Juazeiro- BA Fêmea Não informado 

Be 58 Juazeiro- BA Fêmea Não informado 

Be 61 Juazeiro- BA Fêmea Não informado 

Be 64 Juazeiro- BA Fêmea Não informado 
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Be 66 Juazeiro- BA Fêmea Não informado 

Região 4: Paraíba (PB) e Rio Grande do 

Norte (RGN) 

Centro de Conservação de Répteis da 

Caatinga (CCRC) 

   

Be 001 São José da Mata-PB Fêmea 52 

Be 002 Sumé-PB Fêmea 44 

Be 003 Currais Novos-RN Macho 66,5 

Região 5: Bahia (BA) - (Ilha de Itaparica) 

Serpentário da Fundação Ezequiel Dias - 

FUNED 

   

Be8822 Ilha de Itaparica- BA Fêmea 72 

Be 0401 Ilha de Itaparica- BA Fêmea 82 

Be 0402 Ilha de Itaparica- BA Fêmea 85 

Be 0403 Ilha de Itaparica- BA Fêmea 78 

Be 0404 Ilha de Itaparica- BA Macho 60 

 

5.1.3. Antivenenos 

O antiveneno utilizado para os ensaios de antivenômica e para a neutralização da 

atividade hemorrágica correspondem ao soro comercial antibotrópico pentavalente (SAB) 

produzido pelo Instituto Vital Brazil – Niterói – Brasil e ao soro polivalente do Instituo 

Clodomiro Picado, Costa Rica, este último contendo uma mistura de partes iguais dos 

venenos das serpentes costarriquenhos Bothrops asper, Crotalus durissus durissus e Lachesis 

muta stenophrys (GUTIÉRREZ et al., 1988). No que se refere ao protocolo do pool de 

imunização para produção do soro antibotrópico no Brasil utiliza as seguintes espécies e suas 

respectivas proporções: Bothrops jararaca (50%), Bothrops jararacussu (12,5%), Bothrops 

neuwiedi (12,5%), Bothrops alternatus (12,5%) e Bothrops moojeni (12,5%) (Raw et al., 

1991).  

 

5.1.4. Análise eletroforética Bidimensional   

Previamente ao estudo proteômico realizou-se a análise eletroforética 

bidimensional (2D-PAGE) para as cinco populações de vevenos de B. erythromelas e tornar 

possível uma visão geral e comparação inicial das características das proteínas. Esta técnica 

consiste na separação de proteínas baseada em duas importantes propriedades, carga elétrica e 

massa molecular. Na primeira dimensão (Focalização isoelétrica) a separação ocorre com 

base na carga elétrica da proteína. Nesta etapa, a amostra é submetida a uma migração 

eletroforética em fita de gel contendo um gradiente de pH. Assim, as proteínas migram 

horizontalmente no gel até chegarem ao pH em que sua carga líquida seja zero (ponto 
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Isoelétrico) (Berg et al., 2002). Após a focalização isoelétrica (FI) concluída, ou seja, as 

proteínas tiverem focalizado em seus respectivos pIs, a primeira dimensão é concluída. Na 

segunda etapa, a fita resultante da primeira dimensão é submetida à tradicional Eletroforese 

em Gel de Poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) para uma segunda separação das 

proteínas, agora pela diferença no peso molecular das moléculas. 

O protocolo foi realizado essencialmente de acordo com as instruções do 

fabricante do (GE Healthcare Amersham Biosciences). Para a focalização isoelétrica (IEF), 

aproximadamente 150 g cada um dos cinco pools de veneno foi dissolvido em uréia 7 M, 

tiuréia 2M, CHAPS 4%, DTT 40 mM e 0,5% IPG Buffer pH 3-10 e aplicou-se gradientes 

lineares de pH imobilizado (IPG) das tiras/fitas de 7 cm cada (anteriormente rehidratadas). A 

focalização isoelétrica foi realizada a temperatura constante de 20º C no sistema de focagem 

isoeléctrica Ettan IPGphor com as seguintes condições: 300V (0,5 hora), aumentando a 1000 

V (0,5 h) e para 5000 após 1,3 h, até seguir-se a 5000 V  por 0,5 horas. Depois da FI, as tiras 

de IPG foram mantidos a -70 ° C até à sua utilização. Para a segunda dimensão (SDS-PAGE) 

os IPGs foram equilibrados durante 15 min com agitação suave à temperatura ambiente em 

tampão de equilíbrio (6 M de ureia, 2% [w / v] de SDS, 30% [v / v] de glicerol, 75 mM de 

Tris-HCl [pH 8,8]). Tiras de IPG foram então colocadas em cima de um gel de poliacralamida 

SDS-15%. A corrida foi executada em um sistema de eletroforese Protean II (Bio-Rad) e a 

temperatura ambiente. Os spots das proteínas foram visualizados por coloração com Azul 

Brilhante de Coomassie G250. 

5.2. Caracterização dos venenos: Venômica 

Os estudos de venômica e antivenômica tiveram local de desenvolvimento no 

Instituto de Biomedicina de Valencia, sob supervisão do Prof Dr. Juan José Calvete como 

parte da realização do Doutorado sanduiche financiado pela Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES). O envio dos venenos 

B.erythromelas até o referido local de estudo foi possível através da emissão de uma licença 

de transporte em nome do pesquisador (ANEXO 2).  

A abordagem utlizada para realizar a caracterização proteômica do veneno de 

Bothrops erythromelas se enquadra na metodologia já bem descrita e reproduzida para 

proteômica de venenos, que é a venômica (Calvete et al., 2007, 2009; Gutiérrez et al., 2009; 

Calvete, 2010, 2011). A sequência metodológica utilizada na venômica consiste, de maneira 

geral, no fracionamento e recuperação do veneno bruto numa cromatografia de fase reversa 
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(RP-HPLC), seguida de análise dos picos cromatográficos por SDS-PAGE , digestão in gel 

das bandas de interesse e sua posterior indentificação por espectrometria de massas. As 

frações cromatográficas de baixo peso molecular (m/z ≤ 1700) foram analisadas diretamente 

por LC-MS/MS. A obtenção de espectros provenientes de CID- MS/MS permite a 

identificação, a nível de família de proteínas, das bandas referentes a toxinas visualizadas e 

digeridas a partir do gel de poliacrilamida e das frações de baixo peso. Uma vez identificadas, 

as toxinas podem ter sua abundância relativa estimada no veneno (Figura 6). 

 

Figura 6 - Sequência metodológica da venômica: 

 

o veneno bruto é fracionado por cromatografia de fase reversa (RP-HPLC); as frações provenientes da 

cromatografia são submetidas a SDS-PAGE; digestão tríptica das bandas de proteína de interesse; identificação 

dos peptídeos trípticos e naturais por CID - MS/MS; análise dos resultados por interpretação manual ou uso de 

plataformas de busca frente aos banco de dados, assinalando a família de proteína da amostra; estimação do 

perfil geral de toxinas expressada como porcentagem total das proteínas do veneno. FONTE: GONÇALVES-

MACHADO, 2014. 

5.2.1 Cromatografia de Fase Reversa (RP-HPLC)  

Primeiramente foram efetuados cromatogramas referentes aos espéciemes 

individuais de cada região (26 espécimes) para que o pool fosse validado como representativo 

de cada população utilizando 200 g de veneno de cada individuo. As amostras foram 

ressuspendidas e centrifugadas utilizando o microinjetor automático. As corridas foram 

realizadas utilizando uma coluna Dicovery® BIO Wide Pore C18 (15 cm x 2.1 mm, 3 μm 

particle size, 300 Å pore size) nas seguintes condições: isocraticamente 5% B por 1 min, 

seguido por 5-25% B por 5 min, 25-45% B por 35 min, e 45-70% por 5 min, com as mesma 

soluções e o mesmo sistema de alta pressão utilizados para as análises dos pools. 

Para análise cromatográfica dos pools de cada população de Bothrops 

erythromelas foram utilizados 2 a 2,2 mg de veneno, ressuspendidos em 190 l de solução de 

acetonitrila (ACN) 5% + 0,1% de Ácido Trifluoroacético (TFA). Em alguns casos houve o 
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acréscimo de 5 l de Ácido Fórmico a 70%, dependendo da solubilidade da amostra. As 

amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 min para eliminação de possíveis debris 

antes de serem injetadas manualmente no sistema. A coluna utilizada para as corridas 

cromatográficas dos pools foi uma Teknokroma Europa C18 (0.4 cm × 25 cm, 5 mm particle 

size, 300 Å pore size) no sistema de gradiente de alta pressão Agilent LC 1100 equipado com 

detector DAD e micro-autoinjeção. A taxa de fluxo foi setada para 1 ml/min e os 

experimentos foram executados em gradiente linear de 0,1% TFA em água (solução A) e 

0,1% de TFA em acetonitrila (solução B) nas seguintes condições: isocraticamente 5% B por 

5 min, seguido de 5-25% B por 10 min, 25-45% B por 60 min e 45-70%B por 10 min. A 

detecção dos picos foi monitorada a 215 nm (com referência de comprimento de onda de 400 

nm). Os picos foram coletados manualmente, secos em uma centrífuga a vácuo (Savant) e 

posteriormente ressuspendidos em água mili-Q para submissão das frações ao SDS-PAGE 

5.3.2 - SDS-PAGE e digestão in gel 

As frações provenientes do RP-HPLC, após terem sido secas em centrífuga a 

vácuo (SPD SpeedVac®, ThermoSavant) foram devidamente ressuspendidas de acordo com a 

proporção de cada pico (isto é, as frações não foram ressuspendidas nos mesmos volumes. 

Cada uma foi ressuspendida de acordo com a área do seu pico, a fim de alcançar de maneira 

aproximada uma proporção mais homogênea da concentração final de cada uma). As amostras 

de cada fração foram preparadas nas seguintes condições: 10 µL de amostra + 2 µL de tampão 

de amostra reduzido (200 mM Tris-HCl pH 6.8 + 6% SDS + 0.05% Azul de Bromofenol + 

36% glicerol + 5% β-mercaptoethanol, 6X) ou não reduzido (200 mM Tris-HCl pH 6.8 + 6% 

SDS + 0.05% Azul de Bromofenol + 36% glicerol 6X). Nas amostras que apresentaram, de 

acordo com o indicador azul de bromofenol, uma coloração visual de pH abaixo da faixa 

desejável (pH do gel de corrida) foram adicionados de 1–3 µL de tampão Tris 1.5 M pH 8.8 

até que a amostra apresentasse uma coloração arroxeada indicativa do pH ideal para corrida. 

Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100 ºC em um Thermoblock. As frações foram 

então submetidas à eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE), utilizando o 

sistema Mini-PROTEAN® da Bio Rad em um sistema descontínuo de géis de poliacrilamida 

de 0.75 mm (gel de stacking 4% e gel de corrida 15%, a partir de solução de 30% 

acrilamida/bis-acrilamida, 3,3% de cross-linker) na presença do tampão de corrida (25 mM 

Tris, 192 mM Glicina, 0.1% SDS, pH 8.3) e voltagem de 80 V nos primeiros 20 min, 

seguidos de 110 V até o final da corrida eletroforética. Após três lavagens de 5 min com água 
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destilada, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue (G250) (0.05 mg/ml de 

Coomassie em água destilada + 0.15% de HCl 12 N) overnight sob agitação constante à 

temperatura ambiente. Os géis foram descorados por sucessivas lavagens com água destilada 

até que se eliminasse satisfatoriamente a coloração de fundo. 

 As bandas de interesse foram excisadas dos géis e posteriormente reduzidas, 

alquiladas e digeridas com tripsina em um digestor automático (Genomics Solution ProGest 

Protein Digestion Workstation) seguindo as intruções do fabricante (redução com 10 mM de 

DTT, alquilação com 50 mM de iodoacetamida, digestão  overnight com  0,25 µg de tripsina 

por amostra em 25 mM de bicarbonato de amônio e 10% de acetonitrila). Os produtos da 

digestão também foram secos em centrífuga a vácuo e posteriormente ressuspendidos em 

0,1% de ácido fórmico para análise de LC-MS/MS.  

5.3.3 – Espectrometria de Massas 

Os peptídeos trípticos foram separados em uma coluna de ultra performance 

(nano-Acquity LC® UPLC® com coluna BEH130 C18, 100 μm x 100 mm, 1.7 μm de 

tamanho de partícula) acoplada a um sistema de espectrometria de massas de alta definição 

(Waters SYNAPT G2). O fluxo da ultracromatografia foi setado para 0.6 μl/min nas seguintes 

condições: isocraticamente 1% B, seguido por 1-12% B por 15 min, 40-85% B por 2 min, 

utilizando as soluções 0,1% de ácido fórmico (solução A) e 0,1% de ácido fórmico em 

acetonitrila (solução B). 

Os íons de carga +2 ou +3 foram selecionados e submetidos a CID-MS/MS para 

fragmentação e posterior elucidação da sequência. Os espectros adquiridos foram 

interpretados manualmente ou utilizando a plataforma online MASCOT em 

http://www.matrixscience.com (Mascot database search > Access Mascot Server > MS/MS 

Ions Search) com busca na base de dados do SwissProt ou NCBI e taxonomia de busca dentro 

do grupo “bony vertebrates”. Os parâmetros setados para a busca foram: ± 0,6 Da de 

tolerância de massa; carbamidometilação dos resísuos de cisteína como modificação fixa; 

oxidação da metionina como modificação variável. Os sequenciamentos de novo (manuais) 

foram identificados submetendo as sequências encontradas à busca nos bancos de dados 

disponíveis através do programa BLAST em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Serpentes 

taxid:8570). 

5.3.4 – Quantificação da abundância relativa das toxinas 
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A obtenção de espectros provenientes de CID- MS/MS permite a identificação das 

amostras analisadas a nível de família de proteínas. Uma vez identificadas, as toxinas podem 

ter sua abundância relativa estimada no veneno a partir da soma das porcentagens das áreas 

dos picos dos cromatogramas (Agilent ChemStation software), seguida pelo cálculo da 

contribuição de cada banda dentro de cada fração por densitometria dos géis de poliacrilamida 

(MetaMorph software, MDS Analytical Technologies) (Calvete, 2011). Se mais de uma 

família de proteína for identificada em uma mesma banda, a quantificação é baseada na 

intensidade dos picos no espectro de massas. Para cada grupo de toxina, extrai-se a média da 

intensidade dos três picos mais intensos. As médias são somadas e o valor da soma é 

normalizado para 100% e posteriormente dividido entre elas, dando um valor percentual para 

cada grupo (Figura 7). 

 

Figura 7 - Quantificação da abundância relativa das famílias de toxinas presentes no veneno 

total. 

Cálculo da porcentagem das áreas de cada pico do cromatograma (A). Cálculo da porcentagem que cada banda 

representa dentro de cada pico (B). De acordo com a porcentagem de cada banda e de seu respectivo pico, 

cálculo da porcentagem de cada banda em relação ao veneno total (C). Nos casos em que mais de uma família de 

proteína é identificada em uma mesma banda, a quantificação é feita por Label-free MS, levando-se em 

consideração a intensidade média dos três íons mais intensos de cada grupo (asteriscos). As médias de 

intensidade de cada família são somadas (100%) e o valor total é dividido novamente entre elas. O valor 

percentual de cada família de toxina é então dividido entre a porcentagem da banda (D). FONTE: 

GONÇALVES-MACHADO, 2014. 
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5.3 – Antivenômica 

A antivenômica é um ensaio que tem como objetivo avaliar in vitro a 

imunorreativade de um veneno e um antiveneno (soro antiofídico). De maneira geral, os 

anticorpos do antiveneno são imobilizados para compor a coluna de imunoafinidade (e, 

portanto essa coluna pode ser reutilizada), onde posteriormente o veneno de interesse é 

carregado e incubado à fim de que ocorram os possíveis reconhecimentos entre antígenos e 

anticorpos. O que não fica retido na coluna, à princípio não foi reconhecido por nenhum 

anticorpo ou possui baixa afinidade, e portanto corresponde a toxinas não neutralizadas 

eficientemente pelo antiveneno. A fração eluída em pH ácido, por sua vez, corresponde às 

toxinas reconhecidas pelo antiveneno. Ambas as frações, retida e não retida, passam por uma 

cromatografia de fase reversa, o que assinala os picos reconhecidos ou não pelo antiveneno 

(PLA et al., 2012). Essa metodologia apresenta diversas vantagens em relação às clássicas de 

imunorreatividade, como Western Blot e ELISA, pois é possível não só a obtenção de um 

resultado qualitativo do tipo “tudo-ou-nada” como alcançar dados quantitativos, além de 

eliminar os artefatos que podem ocorrer utilizando-se as outras técnicas. 

Os ensaios de antivenômica foram realizados como descrito em Pla et al, 2012 

com algumas modificações. Seguem as etapas de preparo da coluna: 200 µL de matriz (NHS-

activated Sepharose 4 Fast Flow, Ge Healthcare) foram empacotados em um suporte de 

coluna e lavados com 15 volumes de tampão frio 1 mM HCl. Para equilibrar a coluna para a 

incubação com o antiveneno foram utilizados 2 volumes de tampão de acoplamento (0.2 M 

NaHCO3, 0.5 M NaCl, pH 8.3). Foram incubados 18 mg de cada antiveneno,  dissolvidos em 

300 µL do mesmo tampão de acoplamento, overnight a 4ºC em um agitador orbital. O 

antiveneno não unido a matriz foi recuperado com mais 2 volumes de matriz de tampão de 

acoplamento e quantificado por densitometria (MetaMorph software, MDS Analytical 

Technologies) de SDS-PAGE, usando uma curva-padrão construída por quantidades 

conhecidas do antiveneno pré-incubado. A estimativa da quantidade da fração não unido a 

matriz foi feita pela subtração do valor inicial pelo não unido, dando um rendimento de 5,3 

mg para o SAB e 16 mg para o BCL. Após o acoplamento, os grupos NHS-ativados que não 

reagiram foram bloqueados com 400 μL de 0.1 M Tris-HCl, pH 8.5 a 4ºC, overnight usando 

agitador orbital. Para remover os resíduos de moléculas não unidas, a coluna foi lavada, 

alternando-se 6 vezes, 3 volumes de tampão ácido (0.1 M acetato de sódio, 0.5 M NaCl, pH 

4,0-5,0) e 3 volumes de tampão básico (0.1 M Tris-HCl, pH 8,5).  



46 

 

Para o preparo das colunas de controle, da mesma maneira descrita para o SAB, 

foram acopladas IgGs séricas de cavalos não imunizados à matriz NHS-Sepharose (controle 

IgGs) com um rendimento de aproximadamente 8 mg. A coluna de controle de matriz foi feita 

pelo empacotamento de 200 µL da matriz NHS-Sepharose, lavados com 15 volumes de 

tampão frio 1 mM HCl seguidos diretamente pelo bloqueio dos grupos NHS-ativados não 

reagidos com 0.1 M Tris-HCl, pH 8.5 a 4ºC, overnight. As colunas controles foram incubadas 

com os venenos nas mesmas condições da coluna experimental a fim de acompanhar a 

especificidade da interação dos venenos com as colunas SAB e BCL 

 

Figura 8 - Etapas da incubação do veneno e a coluna de imunoafinidade: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O veneno bruto é incubado com a coluna (A); os componentes não retidos na coluna são lavados e recuperados 

(B); os componentes imunocapturados pela coluna são eluídos em pH ácido (C). Todas as frações e o veneno 

bruto contendo a mesma quantidade de inicial incubada são analisados por cromatografia de fase reversa. 

FONTE: GONÇALVES-MACHADO, 2014. 

 

As colunas foram equilibrada com 5 volumes de PBS antes da incubação com 200 

μg do veneno de cada um dos pools das subpopulações de Bothrops erythromelas em  ½ 

volume de matriz (razão veneno:antiveneno, 1:25 para a coluna SAB e 1:80 para coluna 

BCL). Os venenos foram incubados (Figura 8) por 3 horas à temperatura ambiente em 

agitador orbital. A fração não retida na coluna foi recuperada com mais dois volumes de PBS 

enquanto a fração retida foi eluída com 2,5 volumes de tampão 0.1 M glicina-HCl, pH 2.0. As 

frações eluídas foram imediatamente neutralizadas com tampão 1 M Tris-HCl, pH 9.0. A 

coluna foi armazenada em 20% de etanol e entre a incubação do veneno de uma região e outra 

foi regenerada com 3 ciclos de lavagem entre tampão ácido e básico como na etapa de 

A B C
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montagem da coluna. As frações não retida e eluída foram concentradas em centrífuga a 

vácuo (Savant) e injetadas com 40 µL por microinjetor automático no sistema de gradiente de 

alta pressão Agilent LC 1100. O fracionamento ocorreu utilizando-se uma coluna Dicovery® 

BIO WidePore C18 (15 cm x 2.1 mm, 3 μm particle size, 300 Å pore size) na presença de 

0,1% TFA em água (solução A) e 0,1% de TFA em acetonitrila (solução B) nas seguintes 

condições de corrida: isocraticamente (5% B) por 1 min, seguido por 5-25% B por 5 min, 25-

45% B por 35 min, e 45-70% por 5 min, com fluxo de 400 µL/min.  

 

5.4 Neutralização da atividade hemorrágica 

O estudo de neutralização frente à atividade hemorrágica do veneno da serpente 

Bothrops erythromelas foi realizada no Instituto Clodomiro Picado em colaboração com o 

Prof Dr. José Maria Gutiérrez e respeitados o protocolo de experimentação com animais. 

Neste método, camundongos machos (n=4) da linhagem CD-1 tiveram seu dorso 

tricotomizado onde foi injetado por via intradérmica doses de concentrações variadas de uma 

das populações do veneno de B. erythromelas, dissolvidas em 100 µL de uma solução de PBS 

(NaCl 0,14M, phosphates 0,04M, pH:7,2). Controles negativos receberam apenas a solução 

de 100 µL de PBS. Duas horas após as injeções animais foram sacrificados por inalação de 

CO2, as peles dorsais removidas e as superfícies internas foram examinadas e o diâmetro das 

lesões foram calculadas em mm. A Dose Mínima Hemorrágica (DMH) foi estimada como a 

dose capaz de induzir área hemorrágica de 10 mm de diametro. Para o estudo de neutralização 

da atividade hemorrágica, 5 vezes o valor da DMH (25 µg) foi incubado com cada um dos 

antivenenos (SAB e BCL)  com 250, 500 e 1000 correspondente às três proporções em μL de 

antiveneno / mg de veneno testados. Antes da injeção, as misturas contendo o veneno e os 

inibidores foram previamente incubadas por 30 min a 37 ° C.  

Os resultados foram apresentados como média ± SEM. A significância das 

diferenças entre as médias foi avaliada por uma análise de variância (ANOVA), seguido pelo 

teste de Dunnett, quando os grupos experimentais foram comparados com o grupo controle.  

A hemorragia foi significativamente reduzida ou eliminada quando p≤ 0,05. Em relação aos  

dois antivenenos nas três razões de antiveneno / veneno. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Análise Eletroforética Bidimensional   

 

A eletroforese bidimensional (2DE) de B. erythromelas venenos a partir de 

amostras recolhidas em cada uma das cinco ecoregiões da Caatinga mostraram padrões 

similares de proteínas distribuídas no intervalo de 14-95 kDa de massa molecular e pontos 

isoeléctricos 4- 8,5 (Figura 9).  

 

6.2 Cromatogramas individuais   

O pool de cada população (Figuras 10-14) foi confirmado como representativo e 

apesar das pequenas diferenças individuais, os venenos parecem ser bastante conservados de 

acordo com sua distribuição geográfica. Partindo destas análises seguiu-se a realização de 

cromatogramas com os pools de cada uma das cinco populações.  

 

6.3 Isolamento e Caracterização das proteínas do veneno  

Trinta a quarenta frações foram recolhidas por meio de Cromatografia líquida de 

Alta Eficiencia em Fase Reversa (RP-HPLC) (Figura 15 A-E). Cada fração cromatográfica 

coletada manualmente foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida – SDS (SDS-

PAGE) e as bandas de proteínas foram excisadas e submetidas à análise venomica 

(CALVETE, 2014). Os dados listados na Tabela 1, resultaram na identificação de 

aproximadamente 65 proteínas e 8 espécies de péptidos pertencentes a 12 famílias de 

proteínas de venenos serpentes, cuja ocorrência e abudância relativa de cada grupo veneno 

geográfica são exibidos na Figura 16 A-E. 
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                 Figura 9. Análise eletroforética Bidimensional (A-E). 

 

 

A figura mostra separações eletroforéticas bidimensionais das proteínas do veneno de B. erythromelas das cinco 

populações geográficas dentro da ecorregião Caatinga do Nordeste do Brasil: Ceará (A), Pernambuco (B), 
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Juazeiro (C), Paraíba (D), e Ilha de Itaparica (E). Pontos isolétricosvariando de 4 a 8,5 e pesos moleculares de 14 

a 95 KDa. 

  

Figura 10 - Cromatogramas individuais da população do Ceará 

 

 

A figura 10 mostra os cromatogramas individuais da população de B. erythromelas do Ceará (cinco espécies). 

0902, 0903 e 1001 provenientes de Upanema-RN. 0703 proveniente de Icapuí-CE e 1004 da cidade de Caridade-

CE. 
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Figura 11. Cromatogramas individuais da população de Bohtrops erythromelas de 

Pernambuco 

 

A figura 11 mostra os cromatogramas individuais da população de B. erythromelas de Pernambuco (seis 

espécies). 571, 574, 576, 577, 578 e 581: todos provenientes da cidade de Inajá-PE. 
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Figura 12 - Cromatogramas individuais da população de Bohtrops erythromelas de Juazeiro 

 

 

A figura 12 mostra os cromatogramas individuais da população de B. erythromelas de Juazeiro (sete espécies). 

47, 52, 55, 58, 61, 64 e 66: todos provenientes da cidade de Juazeiro-BA. 
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Figura 13 - Cromatogramas individuais da população de Bohtrops erythromelas da Paraíba 

 

A figura 13 mostra os cromatogramas individuais da população de B. erythromelas da Paraíba (três espécies). 

001 proveniente de São José da Mata-PB, 002 de Sumé-PB e 003 de Currais Novos-RN. 

 

Figura 14 - Cromatogramas individuais da população Bohtrops erythromelas da Ilha de 

Itaparica 

 

A figura 14 mostra os cromatogramas individuais da população de B. erythromelas da Ilha de Itaparica (quatro 

espécies). 8822, 0401, 0402 e 0403: todos provenientes da Ilha de Itaparica- BA. 
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Figura 15 A 
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Figura 15 B 
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Figura 15 C 
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Figura 15 D 
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Figura 15 E 
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A figura 15 mostra os painéis de visualização A-E dos pools das proteínas de venenos de B. 

erythromelas do Ceará (A), Pernambuco (B), Juazeiro (C), Paraíba (D), e Ilha de Itaparica 

(E). As frações foram recolhidas manualmente e analisadas por SDS-PAGE (inserções) em 

condições não reduzidas (painéis superiores) e reduzidas (painéis inferiores). As bandas de 

proteína foram excisadas e caracterizadas por LC-nESI-MS/MS dissociação induzida por 

colisão de íons peptídicos dupla ou triplamente carregados (Tabela 1). Os números dos picos 

que contém proteinas do veneno de B. erythromelas já descritas na literatura são destacados 

em negrito e os códigos do banco de acesso UniProtKB são indicados na figura 15A 

correspondente a população do Ceará. 
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Tabela 1 

Identificação das frações de fase reversa do veneno das populações Bothrops erythromelas do Ceará (CE), Pernambuco (PE), Juazeiro (JUA), Paraíba (PB), e 

Ilha de Itaparica (IT), para famílias de proteínas por nESI-MS/MS colisão induzida por dissociação dos íons dos peptídeos obtidos pela digestão de bandas 

protéicas separadas por SD-PAGE.  X = Ile ou Leu; Mox, sulfóxido de metionina. Os resíduos de cisteína são carbamidometilado. Massas moleculares 

aparentes (MW em kDa) foram estimadas por SDS-PAGE  de amostras não reduzido (■) e reduzido por beta-mercaptoetanol-reduzido (▼). As massas de 

proteínas selecionadas determinados por ESI-MS estão em Da (fração 7 e 16). BPP: peptídeo potenciador de bradicinina; Disi, desintegrina; DC, desintegrina-

símile e domínios ricos em cisteína; svVEGF: fator de crescimento endotelial vascular de veneno de serpente; SerProt: serinoproteinase; PLA2: fosfolipase 

A2; (PI-, PII-, PIII-) SMVP: metaloproteinase da classe PI, PII, ou PIII; 5'NT, 5 'nucleotidase; CTL, lectina do tipo C-símile; PDE, fosfodiesterase; PLB, 

fosfolipase B; CRISP: Proteína de secretória rica em cisteína . dn, seqüenciamento de novo. Os códigos de adesão NCBI / TrEMBL para os componentes do 

veneno previamente identificados em B. erythromelas são sublinhadas. 

. 

Mw                           Fração de HPLC em fase reversa 

 

CE PE JUA PB IT m/z z Sequencia peptídica 

 

Mascot 

Score 

Maior homologia em 

NCBI/TrEmbl 

Proteina/

Família 

         
 

 
 

 

1 1 1 1 1 430,4 1 ZNW dn 
 

BPP 

 

1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 444,4 1 ZWB dn 
 

BPP 

 

3,4,5,6 3 3,4 3,4 3,4 575,5 2 ZGRAPHPPIPP dn 
 

BPP 

 

5 

    

659,5 2 ZGRAPHPPIPPAP dn 
 

BPP 

 

6 

    

602,1 2 ZGRAPHPPIPP(53,2 Da) dn 
 

BPP 

7603.8 7 7 7 7 7 684,6 3 LRPGAQCAEGLCCDQCR 117 B. jararaca Q0NZX5 Disi 

 
     

951,4 2 GDDMDDYCNGISAGCPR 
   

 
     

959,8 2 GDDMoxDDYCNGISAGCPR 
   

 8 8 8 8 8 

 

595,5 

 

2 

 

ZARPPHPPIPP 

 

dn  

 

BPP 

 
     

685,6 2 ZGGWPRPGPEIPP dn B. erythromelas P0C7R8 BPP 

 9 9 9 9 9 

 

598,9 

 

2 

 

ZNWPHPQIPP 

 

dn  

 

BPP 

14■ 10 10 

 

10 10 932,5 2 

 

GNDPDNCCNGISAGCPR 

 

dn B. neuwiedi ADO21510 

 

Disi 
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534,8 2 GLCCDQCR dn 

 
 

24▼ 

 

11 11 11 11 11 598,7 2 NPCCDAATCK 

 

91 C. atrox A2CJE4 

 

DC 

      

526,7 2 GNYYGYCR 
 

 
 

      
514,8 2 IPCAPEDVK 

 
 

 

      
598,7 2 DPCCDAATCK 83 B. jararaca Q98UF9  DC 

      
776,8 2 VCSNGHCVDVATAY 

   
31■ 12 

 
   

666,3 2 NEDRGMoxVLPGTK 34 B. erythromelas Q8UVG0 DC 

25▼ 

 

13 

 

13 

 

13 

 

13 

 

13 1106,4 2 LHSWVECESGECCDQCR 

 

116 B. leucurus P86092 

 

DC 

 
     

737,9 3 LHSWVECESGECCDQCR 
 

 
 

      
513,7 2 AGNVCRPPR 

 
 

 

      
1308,2 2 SECDIAESCTGQSADCPTDDIQR  106 B. jararaca Q0NZX8 DC 

      
603,8 2 IFPCAKEDVK 

 
 

 
14▼ 14 14 14 14 14 442,2 2 HSVCQPR 100 B .erythromelas Q6J936 svVEGF 

      

953,4 2 CGGCCTDESLECTATGK 
  

 56▼ 

    

15 796,8 2 TLCAGVLQGGIDTCK 66 C. albolabris A7LAC6 SerProt 

      

519,3 2 GAHAGLPATSR 42 B. jararaca Q9PTU8 SerProt 

16▼ 15 15 15 15 15 753,3 2 CCFVHDCCYGK 92 B. erythromelas Q2HZ28 D49-PLA2 

      

854,7 3 ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCKK 
   

      

490,7 2 QICECDR  
   

      

412,7 2 VAATCFR 
   

      

479,7 2 YWFFPAK 
   

31▼ 16 16 16 16 16 847,9 2 DTYDNKYWFFPAK 85 B. erythromelas Q2HZ28 D49-PLA2 

      

479,8 2 YWFFPAK 
 

 
 

      

576,7 2 NCQEESEPC 
 

 
 

13652.1 16 16 16 16 16 997,4 3 SGVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDR 451 B. erythromelas Q2HZ28 D49-PLA2 

      

753,3 2 CCFVHDCCYGK 
 

 
 

      

1217,5 2 ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCK 
 

 
 

      

854,7 3 ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCKK 
 

 
 

      

554,7 2 KQICECDR 
 

 
 

      

490,7 2 QICECDR 
 

 
 

      

893,4 2 QICECDRVAATCFR 
 

 
 

      

412,6 2 VAATCFR 
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847,8 2 DTYDNKYWFFPAK 
 

 
 

10▼ 16 

    

654,8 2 SLVQFETLIMK 79 B. pictus Q9I8F8 D49-PLA2 

      

662,8 2 SLVQFETLIMoxK 
 

 
 

6▼ 16 

    

753,3 2 CCFVHDCCYGK 71 B. erythromelas Q2HZ28 D49-PLA2 

      

490,7 2 QICECDR 
 

 
 

31▼ 17 17 17 17 17 644,8 2 NFQMQLGVHSK 192 B. asper Q072L6 SerProt 

      

652,8 2 NFQMoxQLGVHSK 
 

 
 

      

616,3 2 KVLNEDEQTR 
 

 
 

      

552,3 2 VLNEDEQTR 
 

 
 

      

826,4 3 VSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR 
 

 
 

      

1239,1 2 VSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR 
 

 
 

34▼ 

  

18 

  

511,8 2 LGVHSIKIR 95 B. jararaca P81824 SerProt 

      

723,4 2 DDVLDKDIMLIR 
 

 
 

31▼ 18 18 18 18 18 411,6 2 KTLNQDEQTR 359 B. jararaca Q5W959 SerProt 

      
554,6 2 KNDDALDKDLMLVR 

   
      

511,9 2 NDDALDKDLMLVR 

   
      

765,4 2 TNPDVPHCANINLLDDAVCR 

   34▼ 19 19 19 19 19 532,7 2 EKFICPNR 98 B. jararaca P81824 SerProt 

 
     

403,7 2 FICPNR 
   

      

480,7 2 KKDDVLDK 
   

      

787,4 2 KDDVLDKDIMLIR 
   

      

723,4 2 DDVLDKDIMLIR 
   

31▼ 19 

 

19 19 

 

552,7 2 TLNQDEQTR 77 B. jararaca Q5W959 SerProt 

      

767,4 2 NDDALDKDLMoxLVR 
   

34▼/28■ 20,21 20,21 20,21 20,21 20,21 

 

749,8 

 

2 

 

VVGGDECNINEHR 

 

117 

 

B. jararaca P81883 

 

SerProt 

      

444,8 2 FFCLSSK 95 S. c. edwardsi ABG26977 SerProt 

      

558,9 2 VLCAGILEGGK 
   

28▼/26■ 22 22 22 

  

449,8 2 ERDLLPR  51 B. asper P83512 PI-SVMP 

14▼ 22 22 

   

626,9 2 RPYCTVMVVK 38 D. acutus Q8JIV8 CTL 

      

634,9 2 RPYCTVMoxVVK 
   

52▼■ 23 

   

23 

 

1029,5 

 

3 

 

HDNAQLLTAIDLDGPTVGLAYVGSMoxCNPK 

 

118 

 

B. atrox C5H5D2 

 

PIII-SVMP 

      

656,4 3 YLIDNRPPCILNIPLR 
   

      

897,8 2 LIPGAQCEDGECCER 
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1345,3 2 SECDIAESCTGQSPECPTDDFQR 
   

      

622,3 2 KQNGVTIPCAR 
   

      

558,3 2 QNGVTIPCAR 
   

36▼■ 23 

    

984,1 2 YLIDNRPPCILNIPLR 139 B. atrox C5H5D2 PIII-SMVP 

      

897,4 2 LIPGAQCEDGECCER 
 

 
 

      

897,1 3 SECDIAESCTGQSPECPTDDFQR 
 

 
 

      

1345,1 2 SECDIAESCTGQSPECPTDDFQR 
 

 
 

      

622,3 2 KQNGVTIPCAR 
 

 
 

      

558,3 2 QNGVTIPCAR 
 

 
 

66▼ 

  

24 

  

672,3 2 CTGQDCYGGVAR 231 C. adamanteus F8S0Z7 5'-NT 

 
     

863,1 3 YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK 
   

 
     

430,2 2 IINVGSEK 
   

 
     

476,3 2 VGIIGYTTK 
   

 
     

859,9 2 ETPVLSNPGPYLEFR 
 

 
 

 
     

1024,5 3 ETPVLSNPGPYLEFRDEVEELQNHANK 
   

 
     

713,3 2 DEVEELQNHANK 
   

 
     

423,2 2 LTTLGVNK 
   

 
     

521,2 2 SSGNPILLNK 
   

 
     

807,7 3 FHECNLGNLICDAVIYNNVR 
   

 
     

556,3 2 QAFEHSVHR 
   

 

55▼ 24 24 24 

 

 

24 

 

803,5 

 

2 

 

YIELVIVADNVMVK 

 

292 

 

B. atrox C5H5D2 

 

PIII-SVMP 

 
     

867,5 2 YIELVIVADNVMVKK 
   

 
     

422,8 2 ETVLLNR 
   

 
     

656,4 3 YLIDNRPPCILNIPLR 
   

 
     

897,4 2 LIPGAQCEDGECCER 
   

 
     

535,2 2 KGQGNSYCR 
   

 
     

622,3 2 KQNGVTIPCAR 
   

 
     

558,3 2 QNGVTIPCAR 
   

 
     

1180,9 3 LFCVQGPIGNTISCQSTSSQDDPDIGMVDLGTK 
  

36▼/33■ 24 

    

984,1 2 YLIDNRPPCILNIPLR 38 B. atrox C5H5D2 PIII-SVMP 

      

558,3 2 QNGVTIPCAR 
 

 
 

100■ 25,26 25,26 25,26 26 25,26 

 

679,9 

 

2 

 

ASQSNLTPEQQR 

 

186 G. halys Q8AWI5 

 

PIII-SVMP 
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806,1 3 GAGTECRAATDECDMADLCTGR 
 

 
 

      

419,7 2 SAECTDR 
 

 
 

      

634,4 2 LYCIDSSPANK 
 

 
 

      

690,4 2 ACSNGQCVDVNR 
 

 
 

55▼ 25,26 25,26 25,26 26 25,26 

 

803,4 

 

2 

 

YIELVIVADNVMVK 

 

126 

 

B. atrox C5H5D2 

 

PIII-SVMP 

      

442,8 2 ETVLLNR 
   

      

984,1 2 YLIDNRPPCILNIPLR 
   

      

656,4 3 YLIDNRPPCILNIPLR 
   

18▼/28■ 25,26 25,26 25,26 26 25,26 

 

867,9 

 

2 

 

DTPFECPSDWSTHR  

 

200 

 

B. jararaca Q9PSM6 

 

CTL 

      

435,2 2 FCSEQAK 
   

      

535,3 2 YYVWIGLR 
   

      

777,4 2 YYVWIGLRIENK  
   

      

852,9 2 WSDYSSVSYENLVR 
   

97▼■ 27 27 

   

533,8 2 CSSITELEK 581 C. adamanteus AEJ31980 PDE 

      

546,8 2 TLGMLMEGLK 
 

 
 

      

561,3 2 NPFYTPSPAK 
 

 
 

      

583,8 2 QPLPETLQLK 
 

 
 

      

630,9 2 TFLPIFVNPVN 
 

 
 

      

678,3 2 AATYFWPGSEVK 
 

 
 

      

766,9 2 LWNYFHTTLIPK 
 

 
 

      

834,9 2 DVELLTGLNFYSGLK 
 

 
 

      

1166,5 2 EQSSPLSCPFGPVPSPDVSGCK 
 

 
 

      

988,8 3 NGLNVISGPIFDYNYDGHFDSYDTIK 
 

 
 

 

27 27 27 

  

1113,6 3 IPIPTHYFVVLTSCENQINTPLNCLGPLK 
 

 
 

      

690,3 2 ACSNGQCVDVNR 73 G. halys Q8AWI5 PIII-SVMP 

      

598,7 2 DPCCDAATCK 64 B. jararaca Q0NZX9 PIII-SVMP 

      

528,7 2 QCVDVTTAY 
 

 
 

55▼ 27 27 27 

  

656,6 3 YLIDNRPPCILNIPLR 97 B. atrox C5H5D2 PIII-SVMP 

      

622,5 2 KQNGVTIPCAR 
 

 
 

      

1113,6 2 LHSWVECESGECCEQCR 84 B. jararaca Q0NZX8 PIII-SVMP 

18▼ 27 27 27 

  

558,3 2 XVAPNXGEFR dn B. jararaca Q9PSM6 CTL 

      

535,4 2 YYVWIGLR 26 B. jararaca  Q9PSM6 CTL 
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435,2 2 FCSEQAK 
   

14▼ 27 27 27 

  

838,6 2 (330.2)DFVVSXTSADHR dn B. insularis P0C930 CTL 

 
     

435,2 2 FCSEQAK dn B. jararaca  Q9PSM6 CTL 

 

100■ 28 

 

28 

 

28 

 

598,7 

 

2 

 

DPCCDAATCK 

 

69 

 

B. jararaca Q98UF9 

 

PIII-SVMP 

 
     

666,8 2 VVPESLFAWER 45 C. adamanteus F8S101 PLB 

 
     

461,3 2 VADISMoxAAK 
   

 

80■ 28 

 

28 

 

28 

 

805,9 

 

3 

 

GAGTECRAATDECDMADLCTGR 

 

39 

 

G. brevicaudus O93517 

 

PLB 

      

852,9 2 SLEDGTLYIIEQVPK 37 C. adamanteus F8S101 PLB 

 

55■ 28 

 

28 

 

28 

 

613,7 

 

2 

 

NPCCDATTCK 

 

62 

 

B. jararaca Q0NZX8 

 

PIII-SVMP 

      

897,4 3 LIPGAQCEDGECCER 36 B. atrox C5H5D2 PIII-SVMP 

 
     

558,3 2 QNGVTIPCAR 
   

 
     

535,2 2 YYVWIGLR 36 B. jararaca Q9PSM6 CTL 

 

48■ 28 

 

28 

 

28 

 

902,7 

 

3 

 

VLPGYENIYFAHSSWFTYAATLR 

 

176 

 

C. adamanteus F8S101 

 

PLB 

      

666,8 2 VVPESLFAWER 
   

 
     

527,3 2 IANMMoxADSGK 
   

 
     

506,3 2 TWAETFEK 
   

 
     

852,9 2 SLEDGTLYIIEQVPK 
   

 
     

726,8 2 HGLEFSYEMoxAPR 
   

 
     

486,7 2 VTDMoxESMoxK 
   

 
     

453,3 2 VADISMAAK 
   

 

28■/18-14▼ 28  28  28 

 

435,3 

 

2 

 

FCSEQAK 

 

41 

 

B. jararaca Q9PSM6 

 

CTL 

 
     

535,4 

 

2 

 

YYVWIGLR 

 
 

 
 

      773,9 2 VFNEPQNWADAEK 28 C. albolabris P8114 CTL 

 

66▼ 29 29 29 29 29 

 

999,4 

 

2 

 

LTPGSQCADGLCCDQCR 

 

91 

 

B. jararaca Q0NZY0 

 

PIII-SVMP 

 
     

437,8 2 ETDLLKR 68 B. atrox C5H5D3 PIII-SVMP 

      

688,9 2 LTPEQQAYLDAK dn B. erythromelas Q8UVG0 PIII-SVMP 

 29 29 29 29 29       
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50▼/55▼ 742,3 3 LHSWVECESGECCEQCR 163 B. jararaca Q0NZX8 PIII-SVMP 

      

1113,4 2 LHSWVECESGECCEQCR 
   

      

872,4 3 SECDIAESCTGQSADCPTDDIQR 
   

      

603,8 2 IFPCAKEDVK 
   

      

432,2 2 EDVKCGR 
   

23▼ 29 29 29 29 29 

 

707,1 

 

2 

 

DLLVAVTMDHELGHNLGIR 

 

350 

 

B. jararaca P31989 

 

PI-SVMP 

      

1052,1 3 DLLVAVTMDHELGHNLGIR 
   

      

686,1 4 HDTGSCSCGGYSCVMSPVISHDISK 
   

      

919,7 3 HDTGSCSCGGYSCVMoxSPVISHDISK 
   

      

1089,9 2 YFSDCSYIQCWDFIMoxK 
   

      

558,3 2 ENPQCILNK 
   

18▼ 29 29 29 29 29 867,9 2 DTPFECPSDWSTHR 89 B. jararaca Q9PSM6 CTL 

      

435,2 2 FCSEQAK 
   

      

535,3 2 YYVWIGLR 
   

14▼ 29 29 29 29 29 853,9 2 MNWADAENLCAQQR 139 B. jararaca Q9PSM5 CTL 

      

907,9 2 VNYNAWASESECVASK 
 

 
 

      

849,9 2 TTDNQWWSFPCTR 
 

 
 

 

55▼ 30 30 30 30 30 

 

564,3 

 

2 

 

ATVAEDSCFK 

 

60 

 

B. erythromelas Q8UVG0 

 

PIII-SVMP 

      

806,8 2 ATVAEDSCFKDNQK 
   

      

543,3 2 IPCEPQDVK 
   

 

42▼ 30 30 30 30 30 

 

1106,4 

 

2 

 

LHSWVECESGECCDQCR 

 

98 

 

 B. jararaca Q0NZX9 

 

PIII-SVMP 

      

528,7 2 QCVDVTTAY 
   

      

887,1 3 DDCDIAESCTGQSADCPTDDLQR 68 G. brevicaudus P0DM89 PIII-SVMP 

23▼ 30 30 30 30 30 707,1 3 DLLVAVTMDHELGHNLGIR 193  B. jararaca P31989 PI-SVMP 

      

558,3 2 ENPQCILNK 
   

      

921,5 2 YIELFIVVDHGMFMK 75  B. jararaca  Q98SP2 PI-SVMP 

      

937,5 2 YIELFIVVDHGMoxFMoxK 
   

      

533,7 2 YNGNSDKIR 
   

      

557,3 2 IHQMVNIMK 
   

      

430,3 2 KTDLLNR 
   

18▼ 30 30 30 30 30 

 

435,2 

 

2 

 

FCSEQAK 

 

41 

 

B. jararaca Q9PSM6 

 

CTL 
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535,3 2 YYVWIGLR 
   

14▼ 30 30 30 30 30 773,9 2 VFNEPQNWADAEK 28 C. albolabris P81114 CTL 

      

838,6 2 (330.2)DFVVSXTSADHR dn B. insularis P0C930 CTL 

55▼ 31 

    

1081,5 2 SHDNAQLLTNTDFDGSTIGR 67 B. erythromelas Q8UVG0 PIII-SMVP 

      

1020,4 2 LTPGSQCVEGLCCDQCR 
 

  

      

806,8 2 ATVAEDSCFKDNQK 
 

 
 

      

607,3 2 KIPCEPQDVK 
 

 
 

      

890,8 2 LYCNDNSPGQNNPCK 
 

 
 

      

666,8 2 NEDRGMoxVLPGTK 
 

 
 

54▼ 31,32,33 31,32 

  

31,32 448,7 2 YKDDLDK 83 B. erythromelas Q8UVG0 PIII-SMVP 

      

721,3 3 SHDNAQLLTNTDFDGSTIGR 
 

 
 

      

428,2 2 CIYFPR 
 

 
 

52▼ 31,32,33 31,32 

  

31,32 558,3 2 XVAPNXGEFR dn ~B. jararaca Q9PSM6 CTL 

18▼ 31,32,33 31,32 

  

31,32 435,2 2 FCSEQAK 43 B. jararaca Q9PSM6 CTL 

      

535,3 2 YYVWIGLR 
 

 
 

14▼ 31,32,33 31,32 

  

31,32 849,8 2 TTDNQWWSFPCTR 49 B. jararaca Q9PSM5 CTL 

 

100■ 34 34 34 34 34 

 

508,7 

 

2 

 

NNGDLDKIK 

 

212 

 

B. jararaca P30431 

 

PIII-SVMP 

  

     

814,9 2 MoxYELANIVNEIFR 
   

      

806,4 2 MYELANIVNEIFR 
   

      

1077,5 2 ITVKPDVDYTLNSFAEWR 
   

      

423,7 2 KTDLLTR 
   

      

1154,2 3 KKHDNAQLLTAIDFNGPTIGYAYIGSMCHPK 
   

      

711,3 3 SGSQCGHGDCCEQCKFSK 
   

      

578,8 2 KIPCAPEDVK 
   

      

468,2 3 IPCAPEDVKCGR 
   

      

776,8 2 VCSNGHCVDVATAY 
   

52▼ 34 34 34 34 34 508,8 2 NNGDLDKIK 611 B. jararaca P30431 PIII-SVMP 

      

806,4 2 MYELANIVNEIFR 
 

 
 

      

814,4 2 MoxYELANIVNEIFR 
 

 
 

      

718,7 3 ITVKPDVDYTLNSFAEWR 
 

 
 

      

423,8 2 KTDLLTR 
 

 
 

      

1111,6 3 KHDNAQLLTAIDFNGPTIGYAYIGSMCHPK 
 

 
 

      

885,3 2 SGSQCGHGDCCEQCK 
 

 
 

      

979,7 3 ASMSECDPAEHCTGQSSECPADVFHK 
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526,7 2 GNYYGYCR 
 

 
 

      

578,8 2 KIPCAPEDVK 
 

 
 

      

514,8 2 IPCAPEDVK 
 

 
 

      

643,7 2 MFYSNDDEHK 
 

 
 

      

690,3 3 MFYSNDDEHKGMVLPGTK 
 

 
 

      

1042,9 2 MoxFYSNDDEHKGMVLPGTK 
 

 
 

      

401,7 2 GMVLPGTK 
 

 
 

      

776,8 2 VCSNGHCVDVATAY 
 

 
 

 

18▼/28■ 34 34 34 34 34 

 

867,9 

 

2 

 

DTPFECPSDWSTHR  

 

131 

 

B. jararaca Q9PSM6 

 

CTL 

 
     

435,2 2 FCSEQAK 
   

 
     

535,3 2 YYVWIGLR 
   

 
     

852,9 2 WSDYSSVSYENLVR 
   

 

28■/29■ 34 34 34 34 34 

 

914,9 

 

2 

 

DCPSDWSPYGGHCYK 

 

100 

 

B. jararaca Q9PSM5 

 

CTL 

 
     

849,9 2 TTDNQWWSFPCTR 
   

 
     

854,1 2 MNWADAENLCAQQR 
   

 

55▼ 35,36 35 35 35 35 

 

818,5 

 

2 

 

IYEIVNILNEIFR 

 

83 

 

B. jararaca Q98UF9 

 

PIII-SVMP 

 
     

513,2 2 FKGAGTECR 
   

 
     

530,3 2 IPCAQEDVK dn  B. leucurus P86092 PIII-SVMP 

 

52▼ 35,36 35 35 35 

 

 

546,7 

 

2 

 

GDKFFYCR 

 

65 

 

B. jararaca Q0NZX9 

 

PIII-SVMP 

 
     

872,5 2 KENVIITPCAQEDVK 
   

 
     

808,4 2 ENVIITPCAQEDVK 
   

 

18▼ 35,36 35 35 35 35 

 

867,9 

 

2 

 

DTPFECPSDWSTHR  

 

159 

 

B. jararaca Q9PSM6 

 

CTL 

 
     

435,2 2 FCSEQAK 
   

 
     

535,3 2 YYVWIGLR 
   

 
     

777,4 2 YYVWIGLRIENK  
   

 
     

852,9 2 WSDYSSVSYENLVR 
   

 

14▼ 35,36 35 35 35 

 

 

907,9 

 

2 

 

VNYNAWASESECVASK 

 

123 

 

B. jararaca Q9PSM5 

 

CTL 

 
     

914,9 2 DCPSDWSPYGGHCYK 
   

 
     

849,9 2 TTDNQWWSFPCTR 
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100■ 

    

37 

 

523,3 

 

2 

 

NNGNLDEIR 

 

282 

 

B. neuwiedi ADO21502 

 

PIII-SVMP 

 
     

974,4 3 TDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGSPR 
   

 
     

979,4 3 TDIVSPPVCGNELLEMoxGEECDCGSPR 
   

 
     

872,5 2 KENVIITPCAQEDVK 
   

 
     

808,4 2 ENVIITPCAQEDVK 
   

 
     

881,7 3 SECDIAESCTGQSAQCPTDDFHK 
   

 

55■ 37 37 37 37 37 

 

523,3 

 

2 

 

NNGNLDEIR 

 

282 

 

B. neuwiedi ADO21502 

 

PIII-SVMP 

 
     

974,4 3 TDIVSPPVCGNELLEMGEECDCGSPR 
   

 
     

979,4 3 TDIVSPPVCGNELLEMoxGEECDCGSPR 
   

 
     

872,5 2 KENVIITPCAQEDVK 
   

 
     

808,4 2 ENVIITPCAQEDVK 
   

 
     

881,7 3 SECDIAESCTGQSAQCPTDDFHK 
   

 

36■ 37 37 37 37 37 

 

979,4 

 

3 

 

TDIVSPPVCGNELLEMoxGEECDCGSPR 

 

292 

 

B. neuwiedi ADO21502 

 

PIII-SVMP 

 
     

881,7 3 SECDIAESCTGQSAQCPTDDFHK 
   

 
     

872,4 2 KENVIITPCAQEDVK 
   

 
     

808,4 2 ENVIITPCAQEDVK 
   

 

31■ 

 

37 

 

37 

 

37 

 

37 

 

37 

 

979,4 

 

3 

 

TDIVSPPVCGNELLEMoxGEECDCGSPR 

 

116 

 

B. neuwiedi ADO21502 

 

PIII-SVMP 

 
     

808,4 2 ENVIITPCAQEDVK 
   

 

28■ 37 37 37 37 37 

 

552,2 

 

2 

 

VLNEDEQTR 

 

85 

 

 B. asper Q072L6 

 

SerProt 

 
     

535,2 2 YYVWIGLR 46 B. jararaca  Q9PSM6 CTL 

 
     

858,9 2 (199.1)SDYSSVSYENLVR dn B. jararaca Q9PSM6 CTL 

64▼ 38 38 38 38 

 

523,2 2 NNGNLDEIR 175 B. neuwiedi ADO21503 PIII-SVMP 

 
     

615,4 2 KENGVNIPCAK 
   

 
     

551,4 2 ENGVNIPCAK 
   

55▼ 38 38 38 38 

 

677,4 2 NPQCILNEPLR 89 G. brevicaudus O93516 PIII-SVMP 

 
     

881,7 3 SECDIAESCTGQSAQCPTDDFHK 83  B. jararaca Q0NZX9 PIII-SVMP 

 
     

546,7 2 GDKFFYCR 
   

 
     

872,5 2 KENVIITPCAQEDVK 
   

 
     

808,4 2 ENVIITPCAQEDVK 
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528,7 2 QCVDVTTAY 
   

 

40▼ 38 38 38 38 

 

 

664,4 

 

2 

 

YIELVIVADHR 

 

75 

 

P. jerdonii P83912 

 

PIII-SVMP 

 
     

969,3 2 GDEPDDCCNGXSADCPR dn B. neuwiedi ADO21507 PIII-SVMP 

 
     

844,4 2 XAXVGVEXWSSGEXSK dn C. atrox C9E1R7 PIII-SVMP 

 
     

851,4 2 XAXVGXEXWSSGEXSK dn C. atrox C9E1R7 PIII-SVMP 

18▼ 38 38 38 38 

 

858,9 2 (199.1)SDYSSVSYENLVR dn  B. jararaca  Q9PSM6 CTL 

14▼ 38 38 38 38 

 

907,9 2 VNYNAWASESECVASK 66  B. jararaca  Q9PSM5 CTL 

 
     

597,3 2 TTDNQWWSR 57 V. stejnegeri Q71RQ0 CTL 

 
     

773,8 2 VFNEPQNWADAEK 55 V. albolabris P81114 CTL 

7628.3 

 

 

39 39 39 39 753,6 3 IARGDDMoxDDYCNGISAGCPR 

 

101 

 

G. brevicaudus Q698K8  

 

Disi 

 
     

959,8 2 GDDMoxDDYCNGISAGCPR 
   

28■ 

 

40 

   

769,3 2 MEWYPEAAANAER 158 C. horridus ACE73560  CRISP 

 
     

635,7 3 KPEIQNEIVDLHNSLR 
 

 
 

 
     

569,8 2 SVDFDSESPR 70 D. russelii P86537  CRISP 

 

34▼/28■ 

 

41 41 41 

 

 

504,8 

 

3 

 

VIGGDECNINEHR 

 

153 

 

 G. ussuriensis Q7SZE2 

 

SerProt 

      

756,8 2 VIGGDECNINEHR 
   

      

616,3 2 KVLNEDEQTR 
   

      

552,3 2 VLNEDEQTR 
   

      

559,8 2 TLCAGILEGGK 
   

31▼/26■ 

 

41 41 41 

 

722,3 2 VLNEDEQTRDPK 62 B. asper Q072L6 SerProt 

      

826,4 3 VSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR 
   

   

42 

  

685,7 2 ZGGWPRPGPQIPP 
  

BPP 

 

31▼ 

  

43 43 43 535,3 2 FLVALYTSR 

 

404 B.jararacussu Q7T229 

 

SerProt 

      

831,4 3 FHCSGTLINQEWVLTAANCDR 
 

 
 

      

909,5 3 RPVNDSPHIAPISLPSSPPSVGSVCR 
 

 
 

      

595,8 2 IMGWGTISPTK 
 

 
 

      

845,4 3 VSYPDVPHCANINLLDYEVCR 
 

 
 

      

519,3 2 AAHGGLPATSR 
 

 
 

      

559,8 2 TLCAGILEGGK 
 

 
 

      

1130,2 3 DSCQGDSGGPLICNGQFQGILSWGVHPCGQR  
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453,3 2 LKPGVYTK  
 

 
 

 

23▼ 

  

44 

  

547,8 2 YNSNLNTIR 

 

180 B. insularis Q5XUW8 

 

PI-SVMP 

      

866,5 2 SVNVDASLANLEVWSK 
 

 
 

      

930,5 2 SVNVDASLANLEVWSKK 
 

 
 

      

548,8 2 TLTSFGEWR 
 

 
 

      

449,8 2 ERDLLPR 
 

 
 

 

27▼ 

    

45 

 

897,4 

 

2 

 

LIPGAQCEDGECCER 

 

73 

 

C.d.cascavella C5H5D1 

 

DC 

      

622,3 2 KQNGVTIPCAR 
   

      

558,3 2 QNGVTIPCAR 
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Figura 16 A 

Figura 16 B 
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Figura 16 D 

Figura 16 C 
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Composição geral dos venenos  de B. erythromelas. O gráfico expressa a ocorrência relativa (em percentual de 

proteínas totais de veneno) de toxinas de diferentes famílias de proteínas nos pools das populações do Ceará (A), 

Pernambuco (B), Juazeiro (C), Paraíba (D) e Ilha de Itaparica (E). PI- e PIII-SMVP: são respectivamente as 

metaloproteinases da classe PI e PIII; PLA2, fosfolipase A2; Ser-Prot: serinoproteinase; svVEGF, fator de 

crescimento endotelial vascular de veneno de serpente; DC: desintegrina-like / cisteína-domínio rico; Disi: 

desintegrina; PLB: fosfolipase B; PDE: fosfodiesterase; 5'NT: 5'-nucleotidase; BPP: peptídeo potencializador da 

bradicinina; CRISP, proteína de secretória rica em cisteína; CTL: lectina do tipo C - símile. 

 

6.4 Análise dos venenos de B. erythromelas através da segunda geração da antivenômica 

 

Tendo em vista o protocolo da antivenômica, a fração recuperada após a 

incubação do veneno com a coluna de imunoafinidade corresponde ao que não foi 

reconhecido pelos anticorpos unidos à matriz (não retido). O que fica retido é o que 

permaneceu  unido aos anticorpos e essa união antígeno-anticorpo é posteriormente desfeita 

em pH ácido (eluído). Os resultados da antivenômica mostraram que a imunorreatividade do 

soro pentavalente antibotrópico (SAB) é similar frente às cinco populações (Figura 17: 17.1 -

Figura 16 E 
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17.10) e mais eficiente em relação ao BCL. No entanto, nos pools de veneno das diferentes 

populações do Nordeste, pode-se observar em especial a região das frações de baixo peso 

molecular que não são reconhecidas pelos dois antivenenos de forma eficiente.  Ainda se pode 

observar diferenças entre o reconhecimentos dos antivenenos à proteínas espécifica, as quais 

são discutidas adiante. 
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A figura 17 mostra a análise antivenômica de segunda geração do veneno de B. erythromelas. 

Picos de proteínas são marcados como na figura 15.  Neste método, 50 μg de veneno foram 

incubados com 200 μL de antiveneno imobilizado por Sepharose. V: veneno. E: fração eluída 

(imunocapturada). NR: fração não retida. As numerações 17.1-17.10 exibem o perfil de 

reconhecimento dos antivenenos através da separação por HPLC de fase reversa. Pode-se 

visualizar a imunoafinidade de SAB do Ceará (17.1), Pernambuco (17.3), Juazeiro (17.5), 

Paraiba (17.7) e Ilha de Itaparica (17.9). E de BCL do Ceará (17.2), Pernambuco (17.4), 

Juazeiro (17.6), Paraiba (17.8) e Ilha de Itaparica (17.10). 

 

Figura 18 - Neutralização da atividade hemorrágica do veneno de B. erythromelas pelos 

antivenenos SAB e BCL. 

 

Uma quantidade fixa de veneno (a partir da população Pernambuco) foi incubada com várias diluições de cada 

utilização do soro. Controles foam realizados com o veneno incubado com PBS. As incubações foram realizadas 

durante 30 min a 37 ºC. Em seguida, alíquotas de 100 μl de cada mistura, contendo cinco Doses Hemorrágicas 

Mínimas  de veneno (25 μg), foram injectados por via intradérmica em ratos. Após 2 horas, os animais foram 

sacrificados e os diâmetros das lesões hemorrágicas no lado interior da pele foram medidas. V: Veneno 

incubadas com PBS; SAB e BCL se referem aos dois antivenenos testados; 250, 500 e 1000 correspondem às 

três proporções de μL antiveneno / mg de veneno testados. A hemorragia foi significativamente reduzida ou 

eliminada quando (p <0,05) em relação aos dois antivenenos e aos três doses testadas. * Indica p <0,05 quando 

comparados os antivenenos SAB e BCL e uma relação antiveneno / veneno em particular. 
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7 DISCUSSÃO 

A discussão dos resultados doi organizada em duas seções principais: Proteômica 

do veneno das populações de B. erythromelas e Antivenômica e neutralização da atividade 

hemorrágica de B. eryhtromelas por antivenenos comerciais. A primeira seção encontra-se 

dividida em três: Componentes relacionados aos efeitos hipotensores na vítima de acidente 

ofídico, componentes majoritários e principalmente envolvidos na patogênese do 

enevenamento e componentes minoritários e ainda pouco estudados. 

 

Proteômica do veneno das populações de B. erythromelas 

1-Componentes relacionados aos efeitos hipotensores na vítima de acidente ofídico 

Peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs) e o fator de crescimento endotelial vascular 

de veneno de serpente (svVEGF)   

Peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs) e o fator de crescimento endotelial 

vascular de veneno de serpente (svVEGF)  atuam de maneiras distintas no efeito hipotensor 

arterial do envenenamento ofídico.  Nos proteomas de B. erythromelas, os BPPs 

representaram 11,68 + 0,9% do proteoma total e o já conhecido BBP de B. erythromelas 

[P0C7R8] de acordo com o pico 8 da tabela 1, correspondeu a 1,1 + 0,3 % do total de 

peptídeos. Enquanto que o também já conhecido svVEGF de B.erythromelas [Q6J936] de 14 

kDa teve uma presença de 2,1 + 3% (pico 14, tabela 1). 

Os BPPs são oligopeptídeos ricos em prolina que variam de 5 a 14 resíduos de 

aminoácidos (IANZER et al.. 2004). Estes peptídeos foram os primeiros inibidores naturais 

da enzima conversora de angiotensina (ECA) descritos pelo pesquisador brasileiro Sergio 

Ferreira, tendo sido isolados do veneno de B. jararaca (FERREIRA et al., 1970). O BPP foi 

essencial para o desenvolvimento do primeiro medicamento para o tratamento da hipertensão 

humana, o captopril® (ONDETTI; CUSHMAN, 1981; MCCLEARY; KINI, 2013). A 

hipotensão freqüentemente verificada após o envenenamento botrópico é em grande parte 

decorrente da ação inibitória destes peptídeos vasoativos (BPPs) sobre a ECA, característica 

que impede a geração do peptídeo vasoconstritor angiotensina II e inativação do peptídeo 

hipotensor, a bradicinina. 

Os membros da família dos VEGF são proteínas diméricas que se ligam a 

receptores do tipo tirosina-quinase e estão envolvidos em uma série de processos de 

neovascularização como vasculogênese e angiogênese (YAMAZAKI; MORITA, 2006; 

(YAMAZAKI et al., 2009). O indício de moléculas semelhantes ao VEGF em veneno de 
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serpentes (svVEGF) foi primeiramente relatado por (Komori e Sugihara, 1990) no veneno da 

serpente Vipera aspis.  Estes autores verificaram uma atividade hipotensora da molécula que 

fora então denominada HF (Hipotensive Factor). Em seguida, a estrutura primária deste fator 

foi resolvida, e observou-se grande similaridade com proteínas da família dos VEGFs 

humanos (KOMORI et al., 1999). Outros pesquisadores a partir de uma biblioteca de cDNA 

das glândulas de veneno da serpente Bothrops insularis clonaram e expressaram uma forma 

ativa de svVEGF capaz de promover um aumento da permeabilidade vascular (JUNQUEIRA-

DE-AZEVEDO et al., 2001). Assim, acredita-se que os svVEGFs atuem potencializando a 

atividade de outros componentes tóxicos dos venenos, bem como sendo coadjuvantes da 

atividade hipotensora verificada em alguns venenos, podendo estar envolvido na resposta 

local e sistêmica no envenenamento, assim como no efeito primário de imobilização da presa. 

 

2-Componentes majoritários e principalmente envolvidos na patogênese do 

enevenamento ofídico 

Fosfolipase A2 

Identificou-se nos proteomas de B. erythromelas uma fosfolipase ácida Asp49 

(D49) com massa molecular de 13652,1 Da e apresentando uma abundancia relativa de 12,6 

% + 2,1 (Tabela 1). Esta fosfolipase foi isolada, clonada e caracterizada há quase uma década 

e nomeada BE-I-PLA2, a qual apresenta alta similaridade com as PLA2 de serpentes do 

gênero Bothrops, revelando-se um potente antiplaquetário e indutor da liberação de 

prostaglandina I2 (PGI2) por células endoteliais (DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 

2006). Flores e colaboradores (1993) demostraram que o veneno de B.erythromelas possuia 

significante atividade de FLA2 causando migração neutrofílica in vivo por efeito indireto, via 

liberação de mediadores quimiotáticos derivados do ácido araquidônico. 

As enzimas Fosfolipase A2 (PLA2) catalizam a hidrólise de glicerofosfolipídios 

na posição sn-2 da cadeia principal do glicerol liberando lisofosfolípídios e ácido 

araquidônico. O metabolismo deste último, pelas ciclooxigenases COX-1 e COX-2, origina 

prostaglandinas, importantes segundos mensageiros fisiológicos e mediadores de processos 

inflamatórios (BURKE; DENNIS, 2009). As PLA2s de veneno de serpentes do gênero 

Bothrops apresentam homologia estrutural com a PLA2 secretada em mamíferos. Contudo, a 

grande variedade de isoformas das familias protéicas presentes nos venenos de serpentes 

justifica a variedade de massas moleculares e principalmente nos efeitos biológicos 

encontrados. Portanto, diferentes isoenzimas das fosfolipases A2 são reportadas por causarem 
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hemólise, miotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, edema e atividades anti- ou 

procoagulante (MONTECUCCO et al., 2008; DOLEY; KINI, 2009). 

Venenos de viperídeos, a exemplo dos botrópicos, são ricos em fosfolipases 

ácidas e básicas. Dentre as fosfolipases dos venenos são reconhecidas três tipos diferentes, as 

clássicas, com ácido aspártico no carbono 49 (Asp49), as quais apresentam atividade 

catalítica, e variantes (homólogas) contendo lisina ou serina no carbono 49 (Lys49 e Ser49, 

respectivamente), sendo essas duas últimas enzimaticamente inativas. Independentemente de 

possuírem ou não atividade enzimática, as PLA2 desestabilizam os fosfolipídios das 

membranas celulares, permitindo um influxo descontrolado de íons cálcio e sódio que 

promovem alterações intracelulares irreversíveis, culminando com a morte celular 

(LOMONTE; ÂNGULO; CALDERÓN, 2003).  

As PLA2s ácidas de venenos de serpentes do gênero Bothrops têm sido pouco 

exploradas e ainda não estão claramente caracterizadas. Em geral, PLA2 ácidas apresentam 

atividade miotóxica, mas esta atividade é reduzida, tanto in vivo quanto in vitro, em 

comparação com outras PLA2 básicas, altamente miotóxicas (SANTOS-FILHO et al., 2008). 

As PLA2 básicas têm sido comumente referidas como PLA2 miotóxicas, por mostrarem dano 

local no músculo esquelético com drásticas alterações degenerativas e mionecróticas dentro 

de poucos minutos após sua injeção intramuscular em animais experimentais (GUTIERREZ; 

LOMONTE, 1995; GUTIÉRREZ; OWNBY, 2003). 

Outros estudos evidenciam que a hidrólise de fosfolipídios promovida por PLA2s 

ácidas e básicas na membrana plasmática de células musculares esqueléticas, resulta em um 

influxo de cálcio, que inicia uma série de mecanismos degenerativos, como alterações no 

citoesqueleto, danos mitocondriais, ativação de proteases e fosfolipases dependentes de cálcio 

e hipercontração de miofibras, que consequentemente, causa mais danos celulares, levando à 

necrose de fibras musculares (FERNÁNDEZ et al, 2010; 2013). Porém, consoante a um 

estudo anterior, o veneno de B. erythromelas mostrou baixa capacidade de ligação ao tecido 

muscular, sugerindo baixa miotoxidade para a BE-I-PLA2 (MOURA-DA-SILVA et al., 

1991). Contudo, o mecanismo da miotoxicidade relatada carece de elucidação. 

 

Serinoproteases  

As proteases do veneno de serpente são muito abundantes nos venenos de 

viperídeos, são classificadas em serinoproteases e metaloproteases, sendo os principais grupos 

de enzimas que levam ao desequilíbrio hemostático desempenhando um papel significativo 

nos efeitos patológicos observados no envenenamento de mamífero (SERRANO, 2013). 
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Estão presentes serinoproteases (SerProt), com massa molecular de 

aproximadamente 28 kDa em gel SDS-PAGE não reduzido e de 31 kDa em gel reduzido, em 

todos os proteomas de B. erythromelas, como se pode observar principalmente nos picos 17 a 

21 (figura 15 e tabela 1), e identificados juntamente com outras proteínas de um mesmo pico 

(15 e 37) ou de maneira restrita em proteomas de algumas regiões (41 e 43). As 

serinoproteases de venenos de serpentes alteram os mecanismos fisiológicos do sistema 

hemostático incluindo alterações no sistema calicreína-cinina, no sistema complemento, na 

coagulação sanguínea, na agregação plaquetária e na fibrinólise. As SerProt’s têm papel 

importante na atividade coagulante mostrada em muitos venenos de serpentes (CASTRO et 

al., 2004; LU et al., 2005). O principal mecanismo das SerProt’s, que contribui para a 

coagulação do sangue, é a degradação proteolítica do fibrinogênio para formar monômeros de 

fibrina, estes monômeros polimerizam parcialmente formando um coágulo instável de fibrina 

com a qual as plaquetas não interagem para formar o tampão plaquetário. Este mecanismo de 

formação de fibrina apresentado pelas SerProt’s tem muitas similaridades com o mecanismo 

da trombina, pelo qual são denominadas Thrombin-like ou trombina-símile (BRAUD et al., 

2000; MATSUI et al., 2000; CASTRO et al.,  2004). 

As enzimas trombina-símile possuem algumas propriedades fisico-quimicas em 

comum com as serinoproteases. São proteínas de cadeia simples que apresentam uma banda 

de proteína única em eletroforese de gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio, sob 

condições redutoras, com massa molecular variando geralmente entre 26 e 67 kDa, 

dependendo do seu teor de hidratos de carbono. Apresentam-se ativas em substratos sintéticos 

específicos de trombina e compartilham similaridades com esta última. Possuem ainda 

diferenças na clivagem das ligações peptídicas, variações na sua sequência de aminoácidos, 

níveis de glicosilação e nas atividades sobre os fatores da coagulação e das plaquetas, o que 

poderia explicar as diferenças de massa entre as diferentes enzimas trombina símile 

(SERRANO; MAROUN, 2005; SERRANO, 2013). 

O mecanismo da coagulopatia no envenamento ofídico, anteriormente relatado, é 

atribuído à atividade desfibrinante de serinoproteases trombina-símile e/ou pela geração de 

trombina intravascular promovida pela protrombina e o fator X da coagulação (KINI et al., 

2001; ISBISTER, 2009). O veneno de B. erythromelas é particularmente interessante porque a 

atividade trombina-like não está presente (NAHAS et al.,1979; MARUYAMA et al.,1992), 

sugerindo uma maior investigação do papel farmacológico e funcional destas serinoproteases 

no acidente ofídico. 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016748389900268X
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Metaloproteases, Desintegrinas e Dominios tipo disintegrina e rico em cisteínas 

As metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) compreendem uma 

subfamília de enzimas zinco-dependentes de massas moleculares variáveis (20 e 100 kDa), 

que têm mostrado uma variedade de papéis na patogênese do envenenamento ofídico, muitas 

das quais estão associadas com coagulopatia e necrose (BJÄRNASON; FOX, 1994; 

ZINGALI, 2004; GUTIERREZ et al., 2005).  

Os venenos botrópicos contêm muitas enzimas proteolíticas que degradam uma 

variedade de substratos naturais tais como caseína, fibrinogênio, colágeno e outros substratos 

sintéticos. Toxinas hemorrágicas estão entre estas enzimas que são responsáveis pela 

degradação proteolítica a partir da matriz extracelular ou alterações na coagulação sanguínea 

e precisam de um íon metálico bivalente para sua atividade. Sabe-se que as SMVP são as 

principais toxinas envolvidas no sangramento e necrose da pele, relacionadas com a 

capacidade destas em degradar as proteínas da matriz extracelular e da membrana basal 

(ESCALANTE et al., 2011). Além das atividades hemorrágicas clássicas das SMVP em 

muitos Viperidae, várias outras funções também estão sendo estudadas como as ativididades 

fibrinogenolítica, ativação de protrombina, ativação do fator X da coagulação, inibição da 

agregação plaquetária, atividades pro-inflamatórias, apoptose, inibição da atividade de 

serinoprotease (MARKLAND; SWENSON, 2013) e promoção de efeitos miotóxico e 

mionecrótico secundários a hipóxia tissular devido a hemorrágia (GUTIERREZ; 

RUCAVADO, 2000; RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006). 

As SMVPs são agrupadas em três classes e várias subclasses, com base na adição 

de domínios na região C-terminal. P-I SVMPs (20-30 kDa) apresentam somente o domínio 

metaloprotease, comum a todas classes, com pouca ou nenhuma atividade hemorrágica. PII-

SVMPs (30-60 kDa) apresentam além do domínio metaloprotease, um domínio desintegrina, 

que esta frequentemente associado à ação proteolítica.P-III SVMPs (60-100 kDa)  são 

consideradas como a de maior atividade hemorrágica, apresentando um domínio 

metaloproteinase, domínio tipo desintegrina (desintegrina-símilie) e um domínio rico em 

cisteína (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Contudo, algumas SVMPs com domínios tipo 

desintegrina, rico em cisteína e lectina tipo-C, foram anteriormente classificadas na classe P-

IV. Posteriormente identificou-se que as subunidades de sua lectina tipo-C encontravam-se 

ligadas por pontes de dissulfeto a uma SMVP P-III, e estas agora são classificadas como uma 

subclasse de enzimas P-III (GUTIÉRREZ et al., 2009b; BALDO et al., 2010).  Vale ressaltar 

que as desintegrinas são polipeptídeos (41-100 aminoácidos) de baixo peso molecular, não 

enzimáticas que apresentam em geral capacidade de interação com integrinas da membrana 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010112007477
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celular (CALVETE et al. 2005; MCLANE et al. 1998; 2004; (MARKLAND e  SWENSON, 

2013).  

As metaloproteinases identificadas no proteoma de B. erythromelas foram dos 

tipos I e III. As  PI-SMVP variaram entre 2,7% (Ilha de Itaparica) até 14,4% no proteoma da 

Paraíba. Enquanto que, entre as P-III SMVP identificadas, encontramos a já caracterizada 

Berythractivase [Q8UVG0] com curiosa atividade potente sobre a protrombina, sem 

apresentar atividade hemorrágica (SILVA et al., 2003), a qual se apresentou como 

componente majoritário em todas as regiões estudadas, representando de 29,8 a 45,5% 

(Figuras 3 e 4) do total do proteoma e sendo mais abundante no veneno de B.erythromelas da 

Ilha de Itaparica (Figura 15E). Berythractivase [Q8UVG0] com uma massa de 

aproximadamente 55 kDa, exibiu alta similaridade com as moléculas identificadas  nas 

frações 29 (66kDa) e pico 34 (52 kDa)  de B. jararaca [Q0NZY0] e B. jararaca [P30431],  

respectivamente (Tabela 1).  

Não se identificou no proteoma de B.erythromelas metaloproteinases da classe II. 

Vários autores concordam que as PII-SMVP e algumas PIII-SMVP sofrem processamento 

proteolítico liberando dois domínios: o domínio catalítico do tipo SMVP-PI e o de 

desintegrina ou de dominios tipo disintegrina e rico em cisteínas, este último de chamado de 

DC (KINI e EVANS 1992) e de atividade biológica pouco esclarecida. Em relação às 

desintegrinas derivadas das metaloproteinases da classe II, estas representam um grupo de 

antagonistas de receptores da familia das Integrinas, (como por exemplo, ao receptor αII2bβ3 

(CALVETE 2005; CALVETE et al. 2005; RÁDIS-BAPTISTA, 2005) e estão relacionadas 

com as atividades inibidoras de agregação plaquetária (KINI; EVANS 1992; CALVETE 

2005). Recentemente, a clonagem de uma desintegrina recombinante (RTS-jerdostatin) a 

partir de veneno da glândula mRNA de Protobothrops jerdonii permitiu que Bolás e 

colaboradores (2014) demonstrassem seu efeito inibidor na função da integrinaα1β1 

(altamente expressa em células de músculo liso) durante adesão, migração e proliferação de 

células da aorta de músculo liso de rato e angiogênese, ampliando dessa forma as 

possibilidades para aprofundar  pesquisas relacionadas a terapia do câncer. 

Seguindo a linha de raciocínio supracitada, o achado de moléculas de desintegrina 

(Figura 15: frações 7 e 10) indica que PII-SMVP mRNAs foram traduzidas e 

proteoliticamente  processada na glândula de veneno (KINI; EVANS, 1992). Embora tenham 

representado 5,3 ± 1,9% das proteínas totais de veneno, nenhuma prova foi recolhida no 

proteoma dos venenos estudados para a presença de PII-SVMPs, o que permanece obscuro. 

No entanto, é importante referir que esta classe de metaloproteinases raramente ocorre em 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010112007477
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venenos de serpente e, assim, a possibilidade de que o processamento proteolítico dá origem a 

um domínio de proteinase instável e um domínio desintegrina estável (Fox e Serrano, 2008) 

merece mais investigação. Reforçando esta hipótese, todos os proteomas dos venenos de B. 

erythromelas continham conservado o fragmento DC [Q8UVG0], ou seja, a desintegrina-

símile com domínio rico em cisteína isolado da PIII- SMVP berythractivase [Q8UVG0], 

como se pode ver na Tabela 1 e Figura 15 em relação as frações 11 e  30, respctivamente. 

 

Lectinas do tipo C 

Lectinas têm sido encontradas nas peçonhas de diversas serpentes da família 

Viperidade, Elapidae and Crotalidae (DOLEY; KIN, 2009). Conforme características 

estruturais e atividades biológicas, essas proteínas contém um domínio de reconhecimento de 

carboidratos e que se ligam especificamente à lactose/galactose, chamadas de lectinas tipo-C 

(LTC), ou as que não reconhecem carboidratos por apresentarem domínio de reconhecimento 

incompleto ou ausente, mas apresentam grande conservação estrutural, sendo assim 

classificadas como LTC-símile; lectinas tipo-C-símile (semelhantes ou relacionadas) 

(MORITA et al., 2004; LU et al., 2005).  Em recente nomenclatura, LTC-símile de venenos 

de serpentes são conhecidas por Snaclecs (lectinas tipo-C de venenos de serpentes) 

(CLEMETSON et al., 2010; ARLINGHAUS e EBLE, 2012).  

Em contraste com as LTC, que são proteínas homodiméricas, as Snaclecs 

apresentam estruturas quartenárias (dímeros αβ, dímeros de dímeros (αβ)2, tetrâmeros de 

dímeros (αβ)4) (MORITA, 2004; 2005; ARLINGHAUS; EBLE, 2012). Geralmente possuem 

uma estrutura básica de heterodímeros (αβ), de massa variável 14-15 kDa para a cadeia 

A/subunidade α e 13-14 kDa para a cadeia B/subunidade β, ligadas covalentemente por 

pontes dissulfeto ou oligômeros de heterodímeros (MORITA, 2004, 2005) e não apresentam o 

clássico loop de ligação a açúcar/cálcio e possuem a habilidade de interagir com fatores de 

coagulação e receptores de membranas nas plaquetas (LU et al., 2005; CLEMETSON, 2010).   

Snaclecs de B. erythromelas exibem uma estrutura heterodímeros (αβ) e são 

abundantes particularmente nas populações do Ceará (21,6%), Pernambuco (18%) e Juazeiro 

(17,2%) (Figura 16; Tabela 1). Estas toxinas, que não apresentam atividade enzimática, 

apresentam uma diversidade de atividades biológicas pro ou anti - agregante de plaquetas 

independente de cálcio, podendo agir nos fatores da cascata de coagulação IX/X das vítimas 

do envenenamento, alterando a hemostasia e utilizando para isso diversos mecanismos (LU et 

al., 2005; MATSUI; HAMAKO, 2005, GUTIÉRREZ et al., 2009b). Promovem eventos que 

levam a trombocitopenia, pois reduzem a função plaquetária por inibição de receptores de 
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superfície, através da ligação aos receptores de von Willebrand, às glicoproteínas GPIb e aos 

receptores de colágeno do tipo integrina α2β1 ou ativam de forma maciça plaquetas com 

interação ao receptor do colágeno GPVI, após ativação estas plaquetas são removidas da 

circulação por um mecanismo não elucidado (LU et al., 2005; MATSUI; HAMAKO, 

005, GUTIÉRREZ et al., 2009b).  

3-Componentes minoritários e ainda pouco estudados  

Nucleotidases 

Nucleotidases (5'-nucleotidase, ATPase, ADPase), nucleases (fosfodiesterase 

PDE, DNases, RNases), fosfotases (fosfomonoesterase ácidas e alcalinas) são hidrolases 

relatadas como precursores endógenos envolvidos na geração de purinas implicadas no 

envenenamento, as quais podem também ter sua origem no próprio veneno fazendo parte de 

sua composição como purinas livres (adenosina, guanosina e isosina) (AIRD 2002; 

FERREIRA, 2006; SALES; SANTORO, 2008). As purinas aparentemente ligam-se a outras 

toxinas que então servem como “acompanhantes” orientando e depositando-as a um subtipo 

específico de receptor purinérgico (AIRD, 2002; 2005).  

Apesar de suas atividades farmacológicas não estarem claramente definidas, as 

nucleotidases são encontradas na maioria dos venenos de serpentes e podem atuar como 

inibidores da agregação plaquetária (OUYANG; HUANG, 1983; MITRA e 

BHATTACHARYYA, 2014), sendo uma metaloproteína zinco-dependente (FINI, et al., 

1990).  

Fosfodiesterase (PDE), identificada com massa molecular de 97 kDa nos venenos 

de B. erythromelas da população do Ceará (0,4%) e de Pernambuco (0,4%) (fração 27, Tabela 

1, Figuras 15/16 A e B), é um componente que remove 5’-mononucleotídeos sucessivos da 

cadeia de polinucleotídeos começando pelo terminal 3’-hidroxila e fornece uma constante de 

substrato para a 5`-nucleotidase endógena de venenos (MITRA; BHATTACHARYYA et al., 

2014). Essa exonuclease é uma das enzimas mais estudadas, amplamente distribuída entre os 

venenos de serpentes peçonhentas como componentes minoritários. Geralmente é usada para 

estudos da degradação de ácidos nucléicos e tem papel na regulação da concentração de 

nucleótidos cíclicos de cAMP e cGMP nas células, catalisam a hidrólise de DNA e RNA, 

adenosinatrifosfato (ATP) e adenosinadifosfato (ADP). No entanto seu papel na patogênese 

do envenenamento não está claramente compreendido (TRUMMAL  et al., 2014). 

Em relação a 5'-nucleotidase, esta foi caracterizada apenas no proteoma do veneno 

de  B. erythromelas de Juazeiro (fração 24, Tabela 1, Figuras 15/16 C), com uma massa de 66 
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kDa e assim como a PDE representa um componente minoritário (0,5%). É uma 

fosfomonoesterase específica de massa molecular variável entre 53-82 kDa, que hidrolisa 

fosfato monoéster que se liga na posição 5’ de DNA e RNA. Diferentes mononucleotídeos 

podem ser hidrolisados, mas 5’-AMP é o substrato mais susceptível. A enzima não hidrolisa 

3’-AMP, p-nitrofenilfosfato e ribose-5’-fosfato, que são substratos de fosfomonoesterases 

não-específicas (IWANAGA; SUZUKI, 1979).  

Em uma revisão realizada por Aird (2002) foi relatado que as purinas da peçonha 

poderiam estar envolvidas nas três estratégias fundamentais de envenenamento ofídico e que 

parecem ser empregadas por todas as serpentes venenosas e que operam simultaneamente. 

Postulando que os componentes individuais do veneno freqüentemente participam em mais de 

um desses processos que consistem em hipotensiva, paralisante e digestiva. As duas primeiras 

são estratégias de imobilização da presa. Ambas têm por objetivo impedir a fuga da presa (a 

maioria dos Viperidae), ou superar a resistência da presa (muitos Elapidae e todos os 

Colubridae). A terceira estratégia promove a degradação dos tecidos da presa que começa a 

partir da inoculação do veneno, antes mesmo que a presa tenha sido engolida.  

Purinas como a adenosina são relatadas para um efeito hipotensor (DRURY; 

SZENT-GYÖRGYI, 1929; FISCHER; DORFEL, 1954), atuando sobre o coração, causando 

vasodilatação, e aumento da permeabilidade microvascular através da indução da libertação 

do conteúdo de mastócitos (COLLIS, 1989; OLSSON, PEARSON, 1990; GAWLOWSKI; 

DURÁN, 1986; BIAGGIONI, 2004). Além de exercer efeito sobre neurônios periféricos e 

centrais com a inibição da liberação de neurotransmissores (AIRD, 2002; DHANANJAYA; 

SOUZA, 2010; SILINSKY, 1984; 2004) o que poderia contribuir juntamente com a sensação 

de dor forte, para a imobilização da presa. A adenosina é um potente inibidor de agregação 

plaquetária, provavelmente atuando em A2A e de A2B (JOHNSTON et al., 2011)  

contribuindo para desenvolvimento de hemorragia no local proeminente, que tem sido 

atribuída principalmente a um conjunto de metaloproteases presentes no veneno 

(GUTIÉRREZ et al., 2011; ESCALANTE et al., 2011). 

Ferreira (1996) ao caracterizar nucleotidases de B. jararaca constatou o aumento 

na concentração de adenosina com conseqüente diminuição das concentrações de ATP e 

ADP, promovido pelo sistema de nucleotidases, sugerindo que pode estar relacionado com o 

desenvolvimento de edema e disfunção plaquetária observada na região da picada durante o 

envenenamento, levando a um aumento de difusão dos componentes do veneno causado pelo 

aumento na permeabilidade vascular, contribuindo para o efeito sistêmico do envenenamento.   
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Essa relação das purinas na patogênese do envenenamento é reforçada por estudo 

recente realizado por Caccin e colaboradores (2014) que sugeriram a coexistência 

evolutivamente conservada no mesmo veneno de B. asper de miotoxinas e nucleotidases, pois 

com a ação de PLA2 miotóxica ocorria liberação de ATP no músculo esquelético, o qual 

constiuia um sinal para difundir a lesão muscular causada pelas miotoxinas e dor. A hidrólise 

do ATP por nucleotidases (ATPases) age produzindo adenosina que irá estimular os 

receptores purinérgicos, exercendo em seguida uma variedade de efeitos, incluindo: 

hipotensão, inibição da liberação de neurotransmissor com paralisia periférica, hipotensão 

através de uma ação sobre o coração e aumento das dimensões e da vasculatura, 

permeabilidade, e inibição da agregação de plaquetas que favorece a hemorragia. Além de 

ocorrer liberação mitocondrial de mediadores pro-inflamatórios “alarmins”, reportados por 

Zornetta e colaboradores (2012) da resposta imunitária inata promovidos pelas miotoxinas. 

 

Proteínas secretórias ricas em cisteína (CRISP) 

As proteínas secretórias ricas em cisteína (CRISP) dos venenos de serpentes 

contêm 16 resíduos de cisteínas que formam oito pontes dissulfeto e possuem massa 

molecular de 20-30 kDa (MACKESSY, 2002; YAMAZAKI; MORITA, 2004; ROKITA et 

al., 2011).  Estão amplamente distribuídas nos venenos de serpentes das famílias Viperidae e 

Elapidae de diferentes continentes (YAMAZAKI et al. 2003), inclusive no veneno de lagartos 

(FRY et al. 2002; 2010) e serpentes do gênero Bothrops (CARDOSO et al., 2010; CIDADE 

et al., 2006; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO & HO, 2002; VALENTE et al., 2009).  No 

entanto, no proteoma de B. erythromelas, CRISP (pico 40, Fig 15B, Tabela 1) foi identificada 

somente na população dos espécimes de Pernambuco, com uma massa de 28 kDa e com uma 

baixa abundancia relativa (0,4%). 

Apesar das propriedades funcionais das CRISPs no envenenamento estarem 

pouco comprendidas, em investigação recente realizada por Adade e colaboradores (2014), 

demostraram pela primeira vez atividade antiprotozoária de uma CRISP isolada da serpente 

Crotalus viridis viridis, chamada de crovirin, a qual  inibiu a proliferação das formas 

intracelulares amastigotas em  Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi, conduzindo 

pesquisas para o desenvolvimento de novos agentes contra estes parasitas. Lecht e 

colaboradores (2015) isolaram uma CRISP de Echis carinatus sochureki (Viperidae) com 

atividade anti-angiogênica, por inibir alguns fatores reguladores da angiogênese (fator de 

crescimento transformante-β; TGF-β ; trombospondina 1; TSP-1), estudo esse que pode ser 
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útil para a concepção de uma terapia angiostática no tratamento de câncer, bem como para a 

compreensão de alguns dos mecanismos envolvidos na progressão dependente da angiogênese 

do tumor. 

Estudos sobre o papel das CRISPs de venenos de animais as reportam como 

bloqueadoras de canais iônicos e inibidoras da contração muscular (YAMAZAKI; MORITA, 

2004; MATSUNAGA et al., 2009). CRISPs de venenos de serpentes atuam afetando a 

contratilidade muscular através do bloqueio da atividade de canais de cálcio do tipo L e de 

canais de potássio voltagem-dependentes. E ainda promovem o bloqueio de canais iônicos 

cíclicos de nucleotídeos fechadoss, estes últimos conhecidos por canais de GNV são canais 

iônicos que funcionam em resposta à ligação de nucleotídeos cíclicos (YAMAZAKI et al., 

2002a; 2002b; 2003; BROW et al., 1999;  WANG et al., 2004; 2005).  

 

Fosfolipase B 

Fosfolipases B (PLB) representam enzimas da superfamília das fosfolipases 

capazes de realizar a clivagem das ligações sn-1 e sn-2 de glicerofosfolipídios, apresentando 

ação fosfolipídica e lisofosfolipídica, desacilando completamente os seus substratos.  Doery e 

Pearson (1964) foram os primeiros a reportarem a ocorrência de PLB em venenos de 

serpentes nas formas monoméricas e diméricas com massas moleculares de cerca de 16 kDa e 

35 kDa, respectivaente, no entanto suas estruturas não estão descritas. Segundo estudos 

realizados por  Takasaki e Tamiya (1982) e Bernheimer e colaboradores (1986; 1987) com 

venenos de serpentes Elapidae australianas, caracterizam a PLB como responsável pela alta 

atividade  hemolítica direta. Estas enzimas (pico 28) foram encontradas no proteoma de B. 

erythomelas de Ceará (<0,1%), Juazeiro (0,5%) e Ilha de Itaparica (<0,1%), como se pode 

verificar nas figuras 15 ou 16 (A, C e E) com massas moleculares aparentes respectivamente 

de 100, 80, e 48 kDa (Tabela 1).  

O primeiro membro de uma familia de PLB de alto peso molecular, 

aproximadamente 60 kDa, foi descrito em uma serpente australiana, Drysdalia coronoides, da 

família Elapidae (CHATRATH et al., 1987). Estas enzimas, exibiram maior semelhança com 

a PLB [F8S101] identificada, tanto no transcriptoma da glândula de veneno conforme Rokyta 

e colaboradores (2011), quanto no proteoma do veneno, de acordo com Margres e 

colaboradores (2013) da cascavel de Crotalus adamanteus. Assim como para os demais 

componentes minoritarios do veneno de B. eryhromelas, 5’-NT e PDE, que exibiram maior 

similaridades com as nucleotidases caracterizadas nesta serpente (Tabela 1).  
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Nessa mesma linha de pensamento, a análise proteômica comparativa recente dos 

venenos  de B. atrox, B. jararacussu, B. jararaca, B. neuwiedi, B. alternatus e B. cotiara, 

identificaram moléculas de PLB  nestas seis espécies (SOUSA et al., 2013), o que sugere 

fortemente que esta classe de toxinas pode ser mais amplamente distribuído na Viperidae do 

que se pensava. A participação desta nova classe de proteínas nos envenenamentos, causando 

hemólise e, eventualmente, contribui para a insuficiência renal aguda, exige futuros estudos 

detalhados. 

 

Antivenômica e neutralização da atividade hemorrágica de B. eryhtromelas por 

antivenenos comerciais. 

A antivenômica é uma metodologia que vem sendo aperfeiçoada para estudar a 

imunoreatividade entre venenos e antivenenos. Essa necessidade cresceu em consequência das 

limitações de metodologias pré-existentes para esse tipo de análise como o Western Blot e 

protocolos de ELISA (PLA et al., 2012).  A reatividade imunológica das toxinas do veneno de 

B. erythromelas para o antiveneno antibotrópico (SAB) produzido pelo Instituto Vital Brasil 

(IVB), Niterói- RJ (RAW, 1991) e para o antiveneno polivalente (BCL) do Instituto 

Clodomiro Picado (ICP), San José - Costa Rica (ANGULO et al., 1997; ROJAS et al., 1994) 

foi avaliada por cromatografia de imunoafinidade combinada com técnicas proteômicas 

(CALVETE, 2011) que constitui a segunda geração da antivenômica (PLA et al., 2012). 

 Perdas na quantidade total de veneno final em relação à inicial (veneno total) são 

previstas pela técnica, por motivos de manipulação da amostra. A quantificação realizada para 

o protocolo da segunda geração da antivenômica, consta da porcentagem de uma fração retida 

(R) ou não retida (NR). É calculada por sua razão com a soma da área do mesmo pico em 

questão nas duas frações provenientes da coluna (R/[R+NR] ou NR/[R+NR]). Ou seja, a área 

total de um pico não é considerada como a área do pico que aparece no cromatograma do 

veneno total, e sim da soma das áreas do mesmo que aparecem nas frações não retidas e 

eluída da coluna, compensando assim as possíveis perdas que em teoria acontecem de forma 

proporcional em ambas as frações (PLA et al., 2012; GONÇALVES-MACHADO, 2014). O 

cromatograma do veneno total é exposto apenas para comparação dos resultados.  

O reconhecimento dos antivenenos SAB ou BCL frente às cinco populações foi 

similar, mas demonstrou algumas diferenças no reconhecimento de moléculas específicas. A 

coluna de afinidade contendo o anti-botrópico F (ab ') 2  fornecido pelo Instituto Vital Brasil 

imunocapturou a maioria das toxinas do veneno de B. erythromelas (Fig. 17.1), mas não 
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apresentou imunorreatividade contra os BPPs das frações eluídas (retidas) 1-3, 8 e 9, 

reconhecimento parcial  (71,2 ± 4,7%) frente a fração 16 da PLA2-D49 ácida [Q2HZ28] 

(fração 16). A fração 29, que provavelmente corresponde a uma PI-SVMP mostrou 

reconhecimento de 93 ± 4%, e reconhecimento de quase a totalidade da maioria das 

metaloproteases e lectinas do tipo C entre os picos 29-38.  No entanto a fração 26, que 

corresponde em sua maioria de PIII-SVMP, parece ter ficado retida na coluna, pois não foi 

visualizada nos cromatogramas das frações retidas que foram eluídas e tampouco no da não 

retida (Figuras 17.1). Em contrapartida, o antiveneno polivalente da Costa Rica mostrou a 

mesma falta de reatividade contra BPPs, além disso, a imunorreatividade não foi eficiente 

para: desintegrina (pico 7, 33 ± 11% retido), [Q2HZ28] (fração 16, 37,4 ± 12,9% retido), PI-

SMVP (fracção 29; 61,2 ± 3,8% retido), e PIII-SVMPs eluidos nas frações 30 (62,8 ± 8,5% 

retido) e 34 (60,3 ± 12,5% retido) (Fig.17.2). Estes resultados estão em concordância com um 

estudo de Queiroz e colaboradores (2008), em que o soro antibotrópico do Instituto Butantan 

foi avaliado para sua capacidade de neutralizar as atividades letais e tóxicas dos venenos de 

19 espécies de serpentes do gênero Bothrops. Este estudo relatou que o soro anti-botrópico 

apresentou títulos intermediários de anticorpos para o veneno de B. erythromelas, entre outras 

Bothrops, e foi ineficiente para reduzir a atividade de sua PLA2. Além disso, por análise de 

transferência de Western, o SAB mostrou ligação prejudicada para as bandas das proteínas de 

25 kDa da PI-SMVP)e 16 kDa  da PLA2 (QUEIROZ et al., 2012). Resultados semelhantes 

foram relatados por Sousa e colaboradores (2013) os quais evidenciaram que as SVMPs da 

classe III foram às toxinas mais antigênicas dos venenos de serpentes do complexo Bothrops, 

enquanto que as SVMPs da classe I, serinoproteinases, PLA2, desintegrinas e peptídeos 

potencializadores de bradicinina foram fracamente reativos com os anticorpos do SAB. 

Em relação ao antiveneno poliespecífico costarriquenho, uma série de estudos 

realizados sobre a sua capacidade de neutralização pré-clínico contra várias atividades tóxicas 

e enzimáticas de venenos de serpentes da família Viperidae mostrou um padrão generalizado 

de reatividade imunológica contra venenos homólogos e heterólogos, incluindo B. 

lanceolatus, B. caribbaeus, B. atrox e B. colombiensis (GUTIERREZ et al., 2008; CALVETE 

et al., 2011; CALVETE et al., 2009), que se correlaciona com a sua capacidade de neutralizar 

as atividades letal, hemorrágica, miotóxica, coagulante, desfibrinante, fosfolipase A2 e de 

proteases de venenos de um número de espécies de serpentes da América do Sul e Central. 

Em analogia com o antiveneno da Costa Rica, este exibiu somente o imunoreconhecimento 

parcial ou insignificante, para peptídeos vasoativos de baixa massa molecular, desintegrinas, e 

algumas fosfolipase A2, metaloproteinases PI e serineproteinases (GUTIERREZ et al., 2014). 
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De acordo com o embasamento teórico, as frações peptídicas dos venenos 

possuem baixa imunogenicidade e por isso não são bem depletadas pelos antivenenos 

(LOMONTE et al., 2008; PLA et al., 2013), então era esperado que as primeiras frações do 

veneno não fossem bem reconhecidas, já que se sabe que.  Vale ressaltar que, Pla e 

colaboradores (2013) afirmam que do ponto de vista fisiopatológico do envenenamento, o 

escape no reconhecimento desses tipos de frações não se manifestaram como relevantes em 

um estudo com o gênero Lachesis. Os resultados com as populações de B. erythromelas, 

indicam que componentes do veneno toxicologicamente relevantes são intrinsecamente pouco 

imunogênicos. A imunoreatividade do antiveneno da Costa Rica mostra-se ineficaz para as 

toxinas do veneno de B. erythromelas altamente imunogênicas, tais como PIII-SVMPs, 

indicando a existência de uma distância filogenética em Bothrops e limitando reconhecimento 

imune eficaz. Por outro lado, o protocolo do pool de imunização dos equinos para produção 

do soro antibotrópico no Brasil inclui as espécies de B. jararaca, B. jararacussu, Bothrops 

neuwiedi, Bothrops alternatus e Bothrops moojeni (RAW et al., 1991). É muito provável que 

o fato dessa mistura de venenos ser utilizada no protocolo de imunização contribua para 

ampliar o espectro de abrangência do antiveneno. No entanto a imunoreatividade contra a 

PLA2 (com exceção à da Paraiba, Figura 17.7) parece ainda não ser totalmente eficaz. 

Apesar do anteriormente exposto, ambos os antivenenos foram eficazes na 

neutralização da atividade hemorrágica, através da Dose Mínima Hemorrágica (5X DMH: 

estimada em 5 µg) do veneno de B. erythromelas, embora tenham mostrado diferenças na sua 

eficácia de neutralização. SAB mostrou uma maior eficácia, uma vez que a neutralização 

completa foi atingida com uma relação antiveneno / veneno de 500 µL/mg, enquanto que uma 

proporção de 1000 µL antiveneno / mg de veneno foi necessária para o antiveneno BCL para 

neutralizar completamente esta atividade (Figura 18). Em relação ao supracitado, mesmo uma 

capacidade de imunocaptura moderada das moléculas do veneno (de proximadamente 20-

25%) correlacionar-se com um bom resultado em in vivo em testes de neutralização 

(GUTIERREZ et al., 2014), a comparação dos níveis de reconhecimento imunlógicos a partir 

de estudos com antivenômica e com a capacidade de neutralização in vivo de um antiveneno 

não é simples, já que ambos os experimentos envolvem protocolos radicalmente diferentes. 

No entanto, a combinação das informações da neutralização in vivo e estudo de antivenômica 

pode ser útil para a concepção de misturas de imunização adequada de veneno, e estratégias 

para aumentar a resposta de anticorpo de cavalos contra componentes do veneno, 

toxicologicamente relevantes fracamente imunogênicos, a fim de gerar melhores antivenenos 

poliespecíficos. 
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8 CONCLUSÕES 

 

Através desse trabalho foi demonstrado que os proteomas dos venenos das 

Bothrops erythromelas das diferentes regiões do Nordeste são similares e parecem ser 

bastante conservados de acordo com sua distribuição geográfica, embora contenham 

diferenças peculiares, tais como a presença de CRISP detectadas apenas nos venenos de 

Pernambuco e da 5’ NT na população de Juazeiro. Assim como PDEs nos proteomas das 

populações de Ceará e Pernambuco e PLB em Ceará, Juazeiro e Ilha de Itaparica. 

Comparando as cinco populações, pode-se visualizar uma maior quantidade de peptídeos 

potencializadores de bradicinina no proteoma da Paraíba, fosfolipase A2 ácida (Asp49/D49) 

em Juazeiro, serinoprotease na Ilha de Itaparica, Lectina do Tipo- C no Ceará, 

metaloproteinase da classe I na Paraíba, metaloproteinase da classe III na Ilha de Itaparica.  

Observando-se individualmente, tem-se a metaloproteinase da classe III 

predominante em todos os proteomas, seguida da lectina do tipo C (Ceará, Pernambuco e 

Juazeiro) ou em alguns casos (Paraíba e Ilha de Itaparica) dos peptídeos potencializadores de 

bradicinina, seguindo como terceiro componente mais abundante em todos a fosfolipase A2. 

O reconhecimento dos antivenenos SAB ou BCL frente às cinco populações foi 

similar, mas demonstrou algumas diferenças no reconhecimento de moléculas específicas. 

Ambos os antivenenos não apresentaram imunorreatividade contra os BPPs e mostraram 

reconhecimento parcial da PLA2, com exceção para o veneno da Paraíba na coluna de SAB. 

Além disso, a imunorreatividade não foi eficiente para desintegrina em relação ao antiveneno 

da BCL. No entanto, no estudo da neutralização da atividade hemorrágica de B. erythromelas, 

os antivenenos foram eficazes na neutralização dessa atividade indepentende das diferenças 

na sua eficácia de neutralização. 
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Variação composicional intraespecífica de venenos entre espécimes de diferentes 

regiões geográficas tem sido muito apreciada por herpetologistas e toxinologistas como uma 

característica geral das espécies de serpentes altamente adaptáveis e amplamente distribuídas 

(VELLARD, 1937;1939; CHIPPAUX et al., 1991; CALVETE, 2013). Essas variações podem 

resultar em diferentes sintomatologias, após o envenenamento, exigindo diferentes cuidados 

(GLENN e STRAIGHT, 1978) e a tecnologia da protêomica é importante para traçar as 

diferenças do perfil do conteúdo protéico e peptídico a nível molecular (MASSEY et al., 

2012). 

Estudos proteômicos permitem o conhecimento da composição e possíveis 

variações interespécie e intraespécie o que é relevante para a pesquisa básica, implicações na 

evolução de espécies, nos efeitos do envenenamento e na seleção dos antissoros e de 

espécimes para a produção destes últimos. 

B. erythromelas é um exemplo de espécie de importância médica no Nordeste, e 

apesar de esta em uma abrangente área geográfica, as cinco populações estudadas 

apresentaram composição semelhante, exibindo um perfil altamente conservado das clases das 

proteínas representativas do veneno. Além de mostrar reconhecimento imunogênico similar. 

A paraspecificidade exibida pelo SAB brasileiro e pelo BCL da Costa Rica contra as toxinas 

do veneno de B. erythromelas, e contra uma série de venenos botrópicos da América do Sul e 

Central (BOGARÍN et al., 2000) indica grande conservação dos epítopos imunoreativos dos 

venenos de  Bothrops. 

Portanto, este estudo evidenciou as proteínas de B. erythromelas já caracterizadas 

na literatura (BPP, PLA2 Asp49, Berytracvase e VEGF) e forneceu informações adicionais 

para a presença de serinoproteases e lectinas do tipo C e de outros componentes minoritários 

ou específicos (PDE, 5’NT, PLB, CRISP), o que também reforça as chances de explorar 

farmacologicamente estes constituintes e quiçá abrir a possibilidade de gerar antiveneno anti-

botrópico de amplo espectro, com uma cobertura representativa para todas as classes de 

toxinas clinicamente relevantes. 
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Anexo 1: Autorização para coleta de espécimes de Bothrops erythromelas 

 



127 

 

 



128 

 

Anexo 2: Autorização para  acesso de remessa de amostra de componente do patrimônio 

genético.
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Anexo 3: Licença de Exportação de material biológico 
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