
 

 

1 

 

 UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAMPA 
 

DARLENE LOPES RANGEL 
 

Caracterização da peçonha de Bothrops pubescens através de técnicas 
proteômicas e avaliação da sua toxicidade em músculo biventer cervicis de 

pintainho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SÃO GABRIEL 
2022 



2 
 

DARLENE LOPES RANGEL 
 

Caracterização da peçonha de Bothrops pubescens através de técnicas 
proteômicas e avaliação da sua toxicidade em músculo biventer cervicis de 

pintainho. 
 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Pampa, como 
requisito parcial para obtenção do Título 
de Doutor em Ciências Biológicas. 
 
Orientador: Paulo Marcos Pinto  
 

 

SÃO GABRIEL 
2022 



3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ficha catalográfica elaborada automaticamente com os dados fornecidos 
pelo(a) autor(a) através do Módulo de Biblioteca do 

Sistema GURI (Gestão Unificada de Recursos Institucionais). 
 

 
 
 
 

 



4 
 

DARLENE LOPES RANGEL 
 

Caracterização da peçonha de Bothrops pubescens através de técnicas 
proteômicas e avaliação da sua toxicidade em músculo biventer cervicis de 

pintainho. 
 
 
 
 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Pampa, como 
requisito parcial para obtenção do Título 
de Doutor em Ciências Biológicas. 
 
 
 

Tese defendida e aprovada em: 25 de novembro de 2022. 
 

Banca examinadora: 
 
 

______________________________________________________ 
Prof. Dr. Paulo Marcos Pinto 

Orientador 
 (UNIPAMPA) 

 
 

______________________________________________________ 
Prof. Dra. Lucia Helena do Canto Vinadé 

 (UNIPAMPA) 
 
 

______________________________________________________ 
Prof. Dr. Rodrigo Ligabue-Braun 

 (UFCSPA) 
 
 

______________________________________________________ 
Prof. Dr. Tiago Gomes do Santos 

 (UNIPAMPA) 
 



5 
 

 
AGRADECIMENTO 

 

 

A minha família, principalmente meus pais, por sempre me apoiarem e 

fazerem o possível para que eu alcançasse meus objetivos. 

Ao professor Paulo, por todos esses anos de orientação e amizade, por não 

medir esforços para que seus alunos alcançassem o que almejavam. 

Aos integrantes do LPA, que durante esses dez anos foram vários, cada um 

com suas características e peculiaridades, mas que sempre fizeram parte de um 

time descontraído e unido. 

Ao Pedro, por todo companheirismo, carinho, dedicação e principalmente 

paciência. 

Ao Dr. Neil Kelleher e ao Dr. Rafael Melani por me aceitarem no seu 

laboratório na Northwestern University, possibilitando que eu realizasse minha 

pesquisa exterior, que sempre foi um grande sonho. 

Aos meus amigos do Abóboras Famintos, que sempre estiveram comigo nos 

finais de semana mais divertidos e também nos não tão divertidos assim.  

A minha melhor amiga Lays, por sempre me escutar e apoiar, mas sem nunca 

deixar de me falar umas verdades, por mais doloridas que fossem de ouvir. 

A Unipampa, por oferecer um ensino de qualidade e gratuito.  

 

 

 

 



6 
 

 
 

“The trip has been long and the cost has 

been high, but no great thing was ever 

attained easily. A long tale, like a tall 

tower, must be built a stone at a time”.  

Stephen King. 



7 
 

RESUMO 
 

O gênero Bothrops compreende várias espécies de serpentes que ocorrem no 

continente americano, do México até a Argentina. Envenenamento por serpentes do 

gênero Bothrops é caracterizado por efeitos locais, incluindo hemorragia, edema, dor 

e mionecrose, assim como efeitos sistêmicos como coagulopatias e falha renal. A 

composição do veneno de algumas espécies do gênero Bothrops já é conhecida 

através da venômica ou indiretamente através de estudos transcriptômicos. Bothrops 

pubescens é uma serpente peçonhenta de porte médio que ocorre restritamente no 

Rio Grande do Sul e Uruguai. Foi observado que a dieta desta serpente consiste em 

lacraias, anfíbios, lagartos, serpentes, mamíferos e aves e há variação ontogenética 

na dieta. Considerando o grande potencial das moléculas encontradas em peçonhas 

do gênero Bothrops, a ocorrência da espécie B. pubescens exclusivamente no 

Bioma Pampa e a falta de informações sobre a sua peçonha, esse estudo visou 

elucidar a composição da peçonha de B. pubescens através de técnicas 

proteômicas para uma completa caracterização da peçonha, assim como analisar o 

seu efeito sobre a junção neuromuscular biventer cervicis de pintainho. Para isso, 

realizamos análises de BUP, TDP e nTDP. Para a análise toxinológica o músculo 

biverter cervicis de pintainho foi exposto a peçonha de B. pubescens em diferentes 

concentrações. Com a técnica de BUP foram identificados 89 grupos proteicos 

pertencentes a 13 famílias de toxinas, já com a técnica de TDP foram identificadas 

40 proteoformas únicas pertencentes a 6 famílias de toxinas. Também identificamos 

um complexo multi-proteofórmico de uma LAAO utilizando nTDP. Na análise da 

toxicidade da peçonha demonstramos que a peçonha de B. pubescens em altas 

concentrações é capaz de causar bloqueio neuromuscular total e irreversível frente a 

preparações isoladas de ave, já em concentrações reduzidas, produz um bloqueio 

parcial e reversível, demonstrando a sua toxicidade para o sistema nervoso 

somático. 

Palavras chave: Serpentes, peçonha, espectrometria de massas, toxinologia. 

 



8 
 

ABSTRACT 

 

The Bothrops genus comprises several species of snakes that occur in the 

American continent, from Mexico to Argentina. Envenomation by snakes of the 

Bothrops genus is characterized by local effects, including hemorrhage, swelling, 

pain, and myonecrosis, as well as systemic effects such as coagulopathies and renal 

failure. The venom composition of some Bothrops species is already known through 

venomics or indirectly through transcriptomic studies. Bothrops pubescens is a 

medium-sized venomous snake that occurs exclusively in Rio Grande do Sul and 

Uruguay. It was observed that its diet consists of centipedes, amphibians, lizards, 

snakes, mammals and birds and there is ontogenetic variation in the diet. 

Considering the great potential of the molecules found in Bothrops venoms, the 

occurrence of B. pubescens exclusively in the Pampa Biome and the lack of 

information about its venom, this study aimed to elucidate the composition of the 

venom of B. pubescens through proteomic techniques, as well as to analyze its effect 

on the chick biventer cervicis neuromuscular junction. For this, we performed BUP, 

TDP and nTDP analyses. For toxinological analysis, chick biverter cervicis was 

exposed to B. pubescens venom at different concentrations. With the BUP technique, 

89 protein groups belonging to 13 families of toxins were identified, while with the 

TDP technique, 40 unique proteoforms belonging to 6 families of toxins were 

identified. We also identified a multi-proteoform complex of a LAAO using nTDP. In 

the analysis of the venom’s toxicity, we demonstrated that the venom of B. 

pubescens in high concentrations is capable of causing total and irreversible 

neuromuscular blockade against isolated preparations of birds, but in reduced 

concentrations, it produces a partial and reversible blockade, demonstrating its 

toxicity for the somatic nervous system. 

Keywords: Snakes, venom, mass spectrometry, toxinology. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



9 
 

 
 

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1 – Exemplos de serpentes peçonhentas do Brasil......................................  14 

Figura 2 – Dentição solenóglifa apresentada pelos gêneros Crotalus, Lachesis e 

Bothrops.....................................................................................................................15 

Figura 3 – Bothrops pubescens ............................................................................... .16 

Figura 4 – Representação das estruturas de SVMPs................................................19 

Figura 5 – Esquema representando a estratégia venômica desenvolvida por Calvete 

em 2007......................................................................................................................25 

Figura 6 – Ilustração demonstrando a técnica de eletroforese em SDS-PAGE.........27 

Figura 7 – Ilustração de como ocorre a cromatografia por gel filtração.....................28 

Figura 8 – Esquema demonstrando uma análise por espectrometria de massas.....30 

Figura 9 – Comparação entre a BUP e TDP.............................................................. 

Figura 10 – Extração manual da peçonha de B. pubescens......................................56 

Figura 11 – Isolamento do músculo biventer cervicis de pintainho............................57 

Figura 12 – Efeito das concentrações da peçonha de B. pubescens sobre o músculo 

biventer cervicis de pintainho.....................................................................................59 

Figura 13 –Análise por SDS-PAGE do veneno de B. pubescens em condições 

reduzidas e não reduzidas.........................................................................................60 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



10 
 

LISTA DE SIGLAS 
 

OMS – Organização mundial da saúde 

SVMP – Metaloproteinase de veneno de serpente 

SVSP – serinoprotease de veneno de serpente 

PLA2 – Fosfolipase A2 

PTM – Modificação pós traducional 

PL – Fosfolipase B 

LAAO – L-aminoácido oxidase 

CTL – Lectinas do tipo C 

CRISP – proteínas secretoras ricas em cisteína 

HYA – Hialuronidases 

NT – Nucleotidases 

VEGF – Fator de crescimento vaso-endotelial 

NGF – Fator de crescimento de nervo 

BPP – Peptídeos potenciadores de bradicinina 

SEC – Cromatografia por exclusão de tamanho 

RP-HPLC – Cromatografia líquida de alta precisão de fase reversa 

MS – Espectrometria de massas 

ESI – Ionização por electrospray 

MALDI – Ionização e dessorção a laser assistida por matriz. 

BUP – Proteômica bottom-up 

TDP – Proteômica top-down 

nTDP – Proteômica top-down nativa 

dTDP – Proteômica top-down desnaturante 

TOF – Tempo de voo 

FT-ICR – Fourier transform ion cyclotron resonance 

FT – Orbitrap – Fourier transform orbital trapping 

CID – Beam-type collision-induced dissociation 

CAD – Collisionally activated dissociation 

HCD – High-energy collision dissociation 

 



11 
 

SUMÁRIO 

1.       INTRODUÇÃO.................................................................................................13 

1.1.    SERPENTES....................................................................................................13 

1.2.    GÊNERO Bothrops.........................................................................................15 

1.3.    PEÇONHA........................................................................................................17 

1.4.    COMPONENTES DA PEÇONHA....................................................................18 

1.4.1. FAMÍLIAS DE PROTEÍNAS MAIS ABUNDANTES NA PEÇONHA DO 

GÊNERO Bothrops...................................................................................................18 

1.4.2. FAMÍLIAS DE PROTEÍNAS MENOS ABUNDANTES NA PEÇONHA DO 

GÊNERO Bothrops...................................................................................................21 

1.5.    VENÔMICA......................................................................................................23 

1.6.    PROTEÔMICA.................................................................................................26 

1.6.1.  ESPECTROMETRIA DE MASSAS................................................................29 

1.6.2.  PROTEÔMICA BOTTOM UP.........................................................................30 

1.6.3.  PROTEÔMICA TOP DOWN...........................................................................31 

2.        OBJETIVO......................................................................................................34 

2.1.     OBJETIVO GERAL........................................................................................34 

2.2      OBJETIVO ESPECÍFICO...............................................................................34 

CAPÍTULO 1 - ANÁLISE VENÔMICA DA PEÇONHA DE B. 

pubescens................................................................................................................35 

CAPÍTULO 2 - ANÁLISES INICIAIS E TOXINOLÓGICAS......................................55 

1         INTRODUÇÃO...............................................................................................55 

2         MATERIAL E MÉTODOS..............................................................................55 

2.1.    AMOSTRAS DE PEÇONHA..........................................................................55 

2.2.    MANUTENÇÃO DE Gallus gallus domesticus...........................................56 

2.3.    TÉCNICA MIOGRÁFICA...............................................................................56 

2.4.    ANÁLISES ESTATÍSTICAS........................................................................58 



12 
 

2.5.    SDS-PAGE..................................................................................................58 

3.       RESULTADOS E DISCUSSÃO....................................................................58 

3.1. EFEITO DA PENHOÇA DE B. pubescens SOBRE A JUNÇÃO 

NEUROMUSCULAR EM PREPARAÇÃO BIVENTER CERVICIS DE 

PINTAINHO.............................................................................................................58 

3.2.     ANÁLISE POR SDS-PAGE..........................................................................60 

CONCLUSÃO..........................................................................................................62 

PERSPECTIVAS.....................................................................................................63 

REFERÊNCIAS.......................................................................................................64 

ANEXOS.................................................................................................................73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Serpentes 

 

Todos os ecossistemas da Terra possuem organismos venenosos, somando 

mais de 170.000 espécies de todos os maiores filos da árvore evolutiva do reino 

animal, dos cnidários aos anelídeos, equinodermos, moluscos, artrópodes e 

cordados (Petras et al, 2015). A ordem Squamata, grupo monofilético formado 

principalmente por lagartos, serpentes e anfisbenas, é composto por, 

aproximadamente, 8.430 espécies, representando o maior componente da 

diversidade de vertebrados terrestres do mundo (Oguiura et al, 2010).  

As serpentes, subordem compreendida por cerca de 3.150 espécies, divididas 

em 24 famílias (Uetz, 2018) são animais de corpo alongado com ausência de 

apêndices locomotores, pálpebras móveis e ouvido externo (Underwood, 1967), as 

quais habitam praticamente todo o mundo, excluindo as calotas Polares. O território 

brasileiro possui uma fauna muito rica, totalizando cerca de 405 espécies de 

serpentes (Costa & Bérnils, 2018).  

Serpentes peçonhentas, pertencentes a superfamília Colubridae, incluem o 

maior grupo de animais peçonhentos. Entre todas as serpentes, as pertencentes à 

família Viperidae e a família Elapidae são as mais importantes clinicamente, 

causando a maioria dos casos de envenenamento e fatalidades em humanos e 

animais domésticos (Gutierrez et al, 2017). 

Vários estudos têm demonstrado que picadas de serpentes estão 

relacionadas a fatores climáticos e o aumento de atividade de trabalhadores em 

áreas rurais. O número de casos aumenta durante estações quentes e chuvosas, o 

que coincide com o período de maior atividade humana nestas zonas. Vítimas de 

picadas de serpentes usualmente são homens e os membros inferiores são 

geralmente os mais afetados (Ministério da Saúde, 2021; Mamede et al, 2020; 

Chippaux, 2017).  

O envenenamento por picada de serpente é considerado uma doença tropical 

negligenciada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (World Health 

Organization, 2021). A peçonha é injetada através de presas, que são dentes 

modificados conectados por um ducto a glândula de veneno (Gutierrez et al, 2017) 
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No Brasil, as serpentes peçonhentas estão distribuídas em duas famílias, 

Viperidae e Elapidae, das quais contém quatro gêneros com maior relevância 

epidemiológica: Bothrops, Crotalus, Micrurus e Lachesis (Figura 1) (Mamede et al, 

2020). De acordo com o Ministério da Saúde, em 2020 mais de 31.000 acidentes 

ofídicos ocorreram no país, dos quais aproximadamente 121 resultaram em óbito 

das vítimas. Destes números, 70% dos acidentes ofídicos foram causados por 

serpentes do gênero Bothrops, cerca de 9% causados por serpentes do gênero 

Crotalus, 1,5% causados por serpentes do gênero Lachesis, e menos de 1% dos 

registros foram causados por serpentes do gênero Micrurus. (Ministério da Saúde, 

2021). 

 

Figura 1. Exemplos de serpentes peçonhentas do Brasil. A – Bothrops 

alternatus; B – Micrurus altirostris; C – Crotalus durissus; D – Lachesis muta. Fonte: 

A e B - https://www.ufrgs.br/faunadigitalrs; C e D - http://www.reptile-database.org. 

 

  

A família Viperidae é compreendida pelos gêneros Crotalus, Lachesis e 

Bothrops, apresentam dentição solenóglifa, caracterizada pela presença de dois 

dentes grandes que se projetam para fora no momento da inoculação da peçonha. 
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(Alves, 2007; Costa & Bérnils, 2014). Estes gêneros são de maior importância 

médica devido à sua ampla distribuição geográfica, hábitos terrestres e arborícola, 

que aumentam as chances de encontro com o homem e, à sua agressividade 

relacionada ao modo de caça predatório baseado em botes de presas relativamente 

grandes (Figura 2) (Warrel, 2004).  

 

 

Figura 2: Dentição solenóglifa apresentada pelos gêneros Crotalus, Lachesis e 

Bothrops. Fonte: https://planetabiologia.com/os-tipos-de-serpentes-peconhentas. 

 

1.2 Gênero Bothrops 

 

O gênero Bothrops é composto por 47 espécies que estão distribuídos do 

México até a Argentina (Reptile Database, 2021). Essas espécies habitam 

principalmente o território brasileiro e são responsáveis por grande parte dos casos 

de envenenamento por serpente no país, a maioria acontecendo em área rural 

(Albuquerque, 2020). 

As espécies dentro do gênero Bothrops exibem uma ampla variedade de 

formas de corpo e traços de história natural maior do que qualquer outra espécie de 

serpente mundial. Essa maior diversidade tem sido atribuída ao fato de que o grupo 

Bothrops foi o primeiro grupo de serpentes a chegar à América do Sul, dando assim 

ampla oportunidade para irradiação adaptativa (Silva & Rodrigues, 2008).  

Representantes do grupo neuwiedi de Bothrops são amplamente distribuídos 

em áreas que vão do noroeste do Brasil ao sudeste da Argentina. B. erythromelas é 

restrita a região da Caatinga, B. lutzi, B. pauloensis e B. marmoratus ocorrem 

principalmente no Cerrado, B. mattogrossensis e B. diporus são distribuídas em 
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Charco, B. neuwiedi ocorre nas montanhas do sudeste brasileiro e B. pubescens é 

limitada a região do Pampa, no sul do Brasil e no Uruguai (Machado et al, 2014).  

B. pubescens é uma serpente peçonhenta de porte médio que ocorre 

restritamente no estado do Rio Grande do Sul e no Uruguai. Até recentemente era 

considerada uma das 12 subespécies de B. neuwiedii, mas foi elevada à categoria 

específica por Silva (2004) (Figura 3). Foi observado que a dieta desta serpente 

consiste em lacraias, anfíbios, lagartos, serpentes, mamíferos e aves e há variação 

ontogenética na dieta, onde indivíduos pequenos alimentam-se principalmente de 

anfíbios e não consomem mamíferos, indivíduos de tamanho mediano predam todas 

as categorias de presa e indivíduos grandes consomem exclusivamente mamíferos. 

Essa variação na dieta pode levar a uma alteração na composição interespécie da 

peçonha (Borges-Martins et al., 2007). 

 

Figura 3: Bothrops pubescens. A – Exemplar de Bothrops pubescens; B – 

região onde a espécie ocorre; C – padrão de manchas. Fonte: Maria Eduarda 

Tabarez. 

 

A composição peptídeo/proteica da peçonha de algumas espécies do gênero 

Bothrops já foi estudada através estudos proteômicos ou indiretamente através de 

estudos transcriptômicos (Hatakeyama et al., 2018; Rodrigues et al., 2020; Pereira, 

et al. 2020; Nicolau et al., 2017, Andrade-Silva, et al., 2021; Valente, et al., 2018; 

Sanz et al. 2020). Com esses estudos, foi elucidado famílias de proteínas que 
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compõem a peçonha, como metaloproteinases de veneno de cobras (SVMP – do 

inglês, snake venom metalloproteinase), serino proteases de veneno de cobras 

(SVSP – snake venom serinoprotease) e fosfolipases A2 (PLA2), sendo as mais 

abundantes e mais frequentemente correlacionadas com os sintomas clínicos de 

envenenamento (Sousa et al, 2013).  

 

1.3 Peçonha  

 

 A peçonha representa uma inovação que permitiu a transição das serpentes 

subjugar e digerir as presas de um modo mecânico para um modo químico e 

representa uma adaptação chave na diversificação desses animais (Alape-Girón et 

al, 2008). A peçonha de serpente é uma adaptação evolucionária que envolve várias 

toxinas que evoluíram de proteínas cognatas (aquelas que possuem uma função 

fisiológica normal) através da duplicação de genes seguida por mutações pontuais 

na sequência codante da proteína e posteriormente ganhando uma nova função 

(Ohno, 1998). 

O uso da peçonha de serpente tem sido documentado desde a antiguidade, 

como uma arma no campo de batalha, no tratamento de doenças gastrointestinais, 

artrite e também para longevidade (King, 2013). A primeira vez que foi estabelecido 

a natureza proteica da peçonha de serpente foi em 1843, por Charles-Lucien 

Bonaparte, zoólogo francês, que isolou através da precipitação por álcool, 

substâncias proteicas que reproduziam todos os efeitos do veneno (Calvete, 2013).  

Efeitos comuns do envenenamento botrópico, tais como edema, dor e 

mionecrose são causados por ação direta dos componentes do veneno, 

predominantemente PLA2 e SVMP e são agravados por indução da inflamação na 

qual eicosanoides, histaminas e bradicininas são mediadores importantes (Mamede 

et al, 2020). Complicações como necrose, infecção bacteriana secundária, síndrome 

compartimental e falha renal aguda também podem ocorrer. Mesmo os casos de 

morte sendo raros, eles estão frequentemente associados com falha renal e 

respiratória, choque, sepse e hemorragia no sistema nervoso central (Oliveira, 

2019). 

A variação da composição do veneno pode ocorrer devido ao gênero do 

espécime, idade de desenvolvimento, dieta, fatores biológicos, assim como fatores 
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geográficos, tempo de isolamento e mudanças na dieta (Augusto-de-Oliveira et al., 

2016; Zelanis et al., 2011, 2016; Freitas-de-Sousa et al., 2020; Gren et al. 2019; 

Mora-Obando et al., 2020; Simizo et al, 2020). 

 

1.4 Componentes da peçonha  

 

Os componentes da peçonha podem ser divididos em famílias mais 

abundantes, que são responsáveis pelos principais sintomas de envenenamento 

observados, e famílias menos abundantes, que apresentam grande potencial 

biotecnológico e farmacêutico (Modahl et al, 2019). 

 

1.4.1. Famílias de proteínas mais abundantes na peçonha do gênero Bothrops. 

 

As SVMP são conhecidas por sua atividade hemorrágica, assim como sua 

habilidade de influenciar vários processos da cascata de coagulação sanguínea, 

resultando em uma combinação de hemorragia sistêmica e sangue incoagulável nas 

presas ou vítimas (Markland & Swenson, 2013). 

Primeiramente as SVMP clivam a base da membrana e as proteínas de 

adesão do complexo da matriz celular endotelial para enfraquecer os vasos 

capilares. Num segundo estágio, as células endoteliais se soltam da base da 

membrana, que se tornam extremamente finas, resultando no rompimento da parede 

capilar e efusão de sangue da parede capilar frágil. Além da atividade de proteinase, 

SVMP impactam na homeostase alterando a coagulação, que contribui para os 

efeitos tóxicos hemorrágicos (Ferraz et al, 2019). 

Tem sido observado diferenças na atividade das SVMP de acordo com a 

presença ou ausência de domínios. SVMP da classe P-III são compostas de um 

domínio metaloproteinase, um domínio tipo desintegrina e um domínio rico em 

cisteína; a classe P-II é composta de um domínio metaloproteinase e um domínio 

rico em proteína e a classe P-I é composto de apenas um domínio metaloproteinase 

(Figura 4) (Williams et al., 2019). A perda de domínios tem resultado na criação das 

classes P-II e P-I. Em comparação a classe P-I, a classe P-III exibe uma maior 

atividade hemorrágica e sobretudo uma maior diversidade biológica. O 

processamento pós-traducional de SVMP também gerou atividades adicionais no 
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veneno. A classe P-III não sofre quebra de domínio pós-traducional, mas 

desintegrinas presentes no veneno podem ser produtos de processamento 

proteolítico da classe P-II de SVMP (Modahl et al, 2019). 

 

  

Figura 4: Representação das estruturas de SVMP. SVMP de classe PI apresentam 

apenas um domínio metaloproteinase (M); SVMP de classe PII possuem um domínio 

metaloproteinase (M) e um domínio desintegrina (D), a flecha indica a modificação 

pós-traducional que pode ocorrer nessa classe, gerando uma desintegrina; SVMP de 

classe PIII são compostas por um domínio metaloproteinase (M), um domínio 

desintegrina (D) e um domínio rico em cisteína. Fonte: Modahl et al, 2019. 

  

Serino proteases de veneno de cobra (SVSP, do inglês snake venom serine 

protease) tem sua toxicidade primária através da alteração do sistema hemostático 

de suas vítimas, e por induzir edema e hiperalgesia através de mecanismos ainda 

pouco entendidos. Efeitos hemotóxicos causados por SVSP incluem perturbações 

da coagulação do sangue (pró-coagulante ou anticoagulante), fibrinólise, agregação 

de plaquetas e pressão arterial, com consequências potencialmente mortais para 

vítimas de picadas por serpentes (Ferraz et al, 2019) 

Uma característica das SVSP é que a maioria são glicoproteínas com um 

número variável de sítios de glicosilação N e O, resultando diferenças em massas 

moleculares e pontos isoelétricos nessas modificações pós-traducionais (PTM, do 

inglês, post-translational modifications) (Modahl et al, 2019; Soares & Oliveira, 2009) 
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Fosfolipases (PL), por definição, são enzimas que participam na hidrólise de 

fosfolipídios de membrana. Elas têm sido classificadas em cinco grupos: A1, A2, B, 

C e D, baseado na especificidade da hidrólise da ligação éster ao fosfolipídio. 

Fosfolipases A2 (PLA2) e B (PLB) são encontradas em venenos botrópico 

(Djordjevic, 2010).  

A presença de um resíduo de aspartato na posição 49 é essencial para a 

ligação ao Ca2+ e então a ocorrência da função catalítica. Entretanto, algumas PLA2 

ofídicas podem apresentar variações no resíduo 49. Por exemplo, um resíduo de 

lisina pode substituir o aspartato, uma mudança que compromete a ligação ao Ca2+ 

no sítio catalítico. Consequentemente, Lys49 PLA2 são desprovidas de atividade 

catalítica, mas elas podem apresentar alta toxicidade e são extensivamente 

estudadas por sua ação miotóxica (Bustillo et al, 2019). Apesar da similaridade 

estrutural, as PLA2 de peçonha de serpente exibem uma ampla gama de efeitos, dos 

quais podem ou não estar relacionados a atividade catalítica, como neurotóxicos, 

miotóxicos, hemolíticos, edematogênicos, hiperalgésicos, hipotensivo, pró 

inflamatório, bactericida, anticoagulante e atividade antiplaquetária (Gutiérrez and 

Lomonte, 2013). 

Um número de PLA2 exercem efeitos miotóxicos fortes, que levam a necrose 

severa e muitas dessas toxinas também promovem inflamação, incluindo formação 

de edema, produção de citocinas e recrutamento de leucócitos, dor induzida por 

alodinia térmica e hiperalgesia mecânica, paralise através do bloqueio da 

transmissão neuromuscular e intensificação de hemorragia por inibição da 

coagulação (Ferraz et al, 2019). 

A ocorrência de PLB em peçonha de serpentes foi inicialmente relatado por 

Doery e Pearson em 1964. Proteínas PLB encontradas nessas peçonhas existem 

como formas monoméricas e diméricas com massas moleculares de cerca de 16 

kDa e 35 kDa, respectivamente (Djordjevic, 2010).  

As L-aminoácido oxidase (LAAO) são glicoproteínas homodiméricas com 

massas moleculares que variam entre 110 e 150 kDa (Guo et al, 2012). As LAAO 

são produzidas por diferentes organismos, desde bactérias e fungos, até insetos, 

mamíferos e alguns tipos de serpentes. Flavinas presentes nas LAAO de peçonha 

de serpente são responsáveis pela cor amarelada da peçonha e contribuem na 
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toxicidade através do stress oxidativo gerado pela produção de H2O2 (Ciscotto et al, 

2009).  

Uma série de efeitos biológicos foram atribuídos à atividade de LAAO, como 

ativação e/ou inibição de agregação plaquetária, hemorragia, mionecrose e edema 

(Tan et al, 2018). Além disso, LAAOs de diferentes fontes exibem diferenças na 

especificidade, estabilidade e outras atividades biológicas, como citotoxicidade, 

hemorragia, hemólise, formação de edema, atividade antitumoral, proliferação, 

atividades antibacterianas, antivirais, anti-HIV e antiparasitárias (Ribeiro et al, 2016). 

As LAAO de peçonha de serpente são as mais estudadas e bem 

caracterizadas, embora seu conteúdo varie entre gêneros e espécies, a maioria dos 

venenos de Viperidae contêm LAAOs. Em espécies do gênero Bothrops, LAAO 

representam aproximadamente 2% do peso total do veneno bruto, mas esse número 

é dependente da espécie, habitat e dieta do indivíduo (Ullah, 2012).  

As LAAO de peçonha de serpentes Bothrops já foram demonstradas como 

tendo ações anticancerígenas, atividades antiprotozoárias e atividade leishmanicida. 

(Burin, et al, 2020; Machado et al, 2019; Barbosa et al, 2021; Carone et al, 2017) 

 

1.4.2. Famílias de proteínas menos abundantes na peçonha do gênero 

Bothrops. 

 

 Moléculas semelhantes à lectina do tipo C (CTL, do inglês, C-type lectins), 

também conhecidas como snaclecs (lectinas do tipo C de peçonha de serpente) se 

ligam de uma maneira independente de Ca2+ e via de interações proteína-proteína 

com fatores de coagulação IX, X e II prejudicando seus papéis fisiológicos em 

hemostasia. Snaclecs também reduzem a função plaquetária, inibindo receptores de 

superfície, como o receptor von Willebrand, GPIb, e o receptor de colágeno, 

integrina α2β1, ou pela ativação das plaquetas via agrupamento do receptor de 

colágeno GPVI, fazendo com que sejam retirados da circulação produzindo 

trombocitopenia (Clemetson, 2010). 

As proteínas secretoras ricas em cisteína (CRISP, do inglês, cysteine-rich 

secretory protein) são componentes não enzimáticos presentes em vários 

organismos. Elas também são encontradas em peçonha de serpente, mas sua 

função no envenenamento não foi totalmente compreendida até agora. As CRISP de 
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peçonha de serpente são proteínas de cadeia única com massas moleculares que 

variam de 20 a 30 kDa. Elas exibem dezesseis resíduos de cisteína altamente 

conservados que formam oito ligações dissulfeto (Yamazaki & Morita, 2004).  

As CRISP são uma classe promissora de componente da peçonha de 

serpente que pode ser empregada como modelo para futuros medicamentos contra 

o câncer devido à regulação negativa da angiogênese. Além disso, essa classe de 

componentes pode auxiliar no desenvolvimento de novos medicamentos contra a 

leishmaniose e a doença de Chagas (Boldrini-França et al, 2017). 

As hialuronidases (HYA) de peçonha de serpente são enzimas que hidrolisam 

preferencialmente o hialuronano, o principal glicosaminoglicano encontrado na 

matriz extracelular (Bordon, 2015).  Elas são capazes de hidrolisar ligações 

glicosídicas β→1-4 dos resíduos N-acetyl-β-D-glucosamina e D-glucuronate de 

hialurano produzindo tetra e hexasacarídeos. Com isto, durante o envenenamento, 

hialuronidases facilitam a difusão do veneno no tecido da vítima devido às suas 

características hidrolíticas, agindo como um "fator de dispersão" e potencializando o 

efeito das toxinas. Essa classe de enzimas tem sido encontrada em vários 

organismos, sendo onipresentes em peçonha de serpentes (Boldrini-França et al, 

2017).  

Nucleases e nucleotidases (NT) são enzimas hidrolíticas distribuídas de forma 

ubíqua em peçonha de serpente. Sua principal função está relacionada à geração de 

adenosina por meio de sua atividade catalítica. A adenosina pode suportar a 

biodistribuição da toxina e também contribui para a imobilização da presa, ao mesmo 

tempo que aumenta a permeabilidade vascular, inibe a liberação de 

neurotransmissores e promove hipotensão, sedação, depressão locomotora e 

bradicardia (Boldrini-França et al, 2017). 

O fator de crescimento vaso-endotelial (VEGF, do inglês, vascular endothelial 

growth factor) estimula a vasculogênese, angiogênese e linfangiogênese. A família 

de VEGF é dividida em sete grupos, designados como VEGF-A a VEGF-F e fator de 

crescimento de plancenta (Boldrini-França et al, 2017). Glândulas de peçonha de 

serpente apresentam pelo menos 3 VEGF diferentes, com características únicas e 

com seletividade de receptor distintas, designadas de VEGF-F1 a VEGF-F3 

(Yamazaki & Morita, 2006). 
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 Os fatores de crescimento de nervo (NGF, do inglês, nerve growth factor) 

participam na diferenciação neuronal, plasticidade sináptica e neuroproteção no 

sistema nervoso central e periférico (Mannio et al, 1999). A resposta fisiológica para 

NGF de peçonha de serpente ainda não foi descoberta, entretanto, os efeitos de 

NGF de mamíferos em células não-neuronais pode ajudar na compreensão de 

alguns efeitos exercidos por NGF de peçonha de serpente em sistemas de 

mamíferos (Boldrini-França et al, 2017).  

NGF de Naja atra exerce um efeito sistêmico importante no envenenamento, 

como extravasamento de plasma e liberação de histamina, que resulta em 

vulnerabilidade do tecido e facilita a difusão do efeito de toxinas no organismo 

(Kostiza et al, 1996). 

Os peptídeos potenciadores de bradicinina (BPP, do inglês, bradycinin 

potentiating peptide) são pequenos oligopeptídeos (5 - 14 resíduos) ricos em prolina 

com um resíduo piroglutamil amino-terminal, apresentando, invariavelmente, um 

resíduo prolina no extremidade C-terminal (Munawar et al, 2018). Esses peptídeos 

são conhecidos como inibidores da enzima que converte angiotensina I (ACE, do 

inglês, angiotensin-converting enzyme) em angiotensina II, que é um vasoconstritor 

potente e um agente hipertensivo. Com a inibição de ACE, as BPP inibem a 

formação de angiotensina II, reduzindo a pressão arterial (Sciani & Pimenta, 2017).  

Os BPPs foram primeiramente descritos no veneno de B. jararaca em 1964, 

por Sergio Ferreira e teve sua atividade como inibidores de ACE demonstrada em 

1971, por Ondetti et al. (Ferreira,1964; Ondetti, et al, 1971). Investigações 

posteriores resultaram na aprovação e comercialização do Captopril, que é um 

medicamento oral peptidomimético de BPP. Este é o melhor e mais conhecido 

exemplo de investigação e descoberta de drogas a base de peçonha de serpente 

(Ondetti et al, 1971; Cushman & Ondetti, 1999). 

 

1.5. Venômica 

 

As propriedades toxicológicas da peçonha de serpente têm sido estudadas 

nos últimos 400-500 anos. Entretanto, com o avanço das técnicas de pesquisa 

moderna, um progresso significativo tem ocorrido em relação a estrutura-função e o 
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mecanismo pelo qual os componentes da peçonha exercem seus efeitos (Fox & 

Serrano, 2009). 

Na metade do século XX quando bioquímicos começaram a usar diversas 

formas de cromatografia aplicadas ao estudo de peçonhas de serpentes foi 

rapidamente observado, mesmo com a tecnologia disponível na época, que a 

peçonha de serpentes era uma mistura complexa de componentes biológicos ativos 

(Fox & Serrano, 2008). A partir deste ponto, com a aplicação de métodos mais 

sofisticados de fracionamento e a subsequente identificação e caracterização de 

proteínas tem sido temas centrais em toxinologia de venenos com tecnologias mais 

atuais fornecendo um melhor entendimento dos proteomas (El-Aziz et al, 2021).  

O termo "venômica" é usado para descrever estudos proteômicos da 

composição do veneno de serpentes. Contudo, o termo evoluiu para um significado 

mais amplo e atualmente é usado para descrever estudos que combinam estratégias 

como genômica, transcriptômica e proteômica para desvendar completamente os 

componentes do veneno (Boldrini-França et al, 2017). 

Tecnologias no campo da venômica são ferramentas úteis para explorar a 

diversidade de toxinas, o que pode resultar de variantes em sequências 

nucleotídicas em níveis genômicos ou transcriptômicos, assim como modificações 

pós-traducionais e formação de complexos proteicos observados a níveis 

proteômicos (Modahl et al, 2019). 

Primeiramente a venômica seguia um protocolo baseado no fracionamento do 

veneno total por RP-HPLC, seguido de caracterização inicial de cada fração proteica 

por uma combinação de sequenciamento N-terminal, análise por SDS-PAGE (em 

condição reduzida e não reduzida), determinação das massas moleculares e 

eventualmente, a composição de cisteínas, por espectrometria de massas dos 

componentes isolados (Figura 5) (Calvete, 2011). 
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Figura 5. Esquema representando a estratégia venômica desenvolvida por 

Calvete em 2007. O veneno total é separado por RP-HPLC, as frações são 

caracterizadas por sequenciamento N-terminal, seguido de uma análise por SDS-

PAGE e espectrometria de massas para a determinação das massas moleculares 

dos componentes. Fonte: Adaptado de El-Aziz et al, 2021. 

 

Atualmente mais de 200 espécies de serpentes têm sido estudadas através 

de técnicas venômicas e esses números continuam a crescer (El-Aziz et al, 2021), 

porém esse número ainda é baixo se considerarmos as mais de 600 espécies 

medicamente relevante de serpentes das famílias Viperidae e Elapidae (Calvete, 

2013). 

A caracterização do proteoma da peçonha de serpentes tem potenciais 

benefícios para a pesquisa básica, diagnóstico clínico, desenvolvimento de novas 

ferramentas e potencial para medicamentos de uso clínico. A disponibilidade de 

informações proteômicas das proteínas individuais torna possível a estimativa 

detalhada da similaridade e diferenciação dos proteomas das peçonhas de taxas 

diferentes, que são úteis em desvendar uma ampla gama de padrões evolucionários 

(Calvete, 2013).  
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A venômica pode também ter um impacto no tratamento de vítimas e na 

seleção de espécimes utilizados na fabricação de antivenenos (Calvete, 2011). 

O único tratamento adequado para o envenenamento envolve a 

administração de um antiveneno que neutralize os efeitos letais das toxinas da 

peçonha. O aumento da eficácia de um antiveneno requer um grande entendimento 

dos mecanismos moleculares evolucionários que causam essa variação da peçonha. 

Com isso, um dos objetivos da pesquisa venômica é a caracterização da 

composição e as variações ontogenética, individual e geográfica das peçonhas 

(Alangode et al, 2020).  

Pesquisas com peçonhas têm sido continuamente melhoradas pelo avanço 

tecnológico, em particular, o desenvolvimento de protocolos de preparação de 

amostras (nano-HPLC, HPLC multidimensioinal e eletrofosere 2D) acopladas a 

espectrometria de massas com ionização suave tem sido essencial para a 

desvendar a complexidade das peçonhas (Calvete, 2011). 

 

1.6. Proteômica 

 

O termo proteômica foi primeiramente utilizado por Marc Wilkins em 1996 

para denotar proteínas como complemento do genoma (Aslam, 2016; Wilkins, 1996). 

A proteômica é o estudo de proteínas, proteoformas e multiproteoformas, incluindo a 

sua identificação, caracterização e quantificação numa variedade de contextos (Toby 

et al, 2016). 

Devido à complexidade tipicamente apresentada em amostras proteicas e 

ampla gama de componentes relativamente diferentes, a separação prévia dos 

componentes é especialmente importante (Zhang et al, 2014). 

 Uma das técnicas mais utilizadas para a obtenção de uma análise de alta 

qualidade de uma mistura de proteínas é o SDS-PAGE (do inglês, sodium dodecyl 

sulfate polyacylamide gel eletroforeses). O procedimento envolve a desnaturação 

inicial das proteínas com um detergente aniônico que se liga a ela, dando a todas as 

proteínas uma carga negativa proporcional a sua massa molecular (Nowakowski et 

al., 2014). Esse passo é seguido por eletroforese através de um gel, formado pela 

reação de acrilamida e bis-acrilamida, que resulta em uma matriz de gel altamente 

reticulada que separa as proteínas com base na sua massa molecular. Com as 
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proteínas desnaturadas e negativamente carregadas é possível separá-las com 

base no seu tamanho através da aplicação de carga e da migração dessas para o 

polo positivo (Figura 6) (Sambrook et al, 1989).  

Essa técnica é amplamente utilizada desde que foi desenvolvida no início dos 

anos 70 e funciona bem em aplicações que não necessitam manter as 

características nativas ou funções das proteínas (Laemmli, 1970, Nowakowski et al, 

2014). 

 

 

 

Figura 6. Ilustração demonstrando a técnica de eletroforese em SDS-PAGE. As 

amostras são aplicadas em um gel de poliacrilamida e migram do polo negativo para 

o polo positivo de acordo com seu peso molecular. Fonte: adaptado de 

www.biorad.com 

 

 Uma limitação da técnica de SDS-PAGE está na desnaturação das proteínas 

antes da eletroforese. Atividade enzimática, ligações proteicas, detecção de 
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cofatores, entre outros, geralmente não podem ser determinados em proteínas 

isoladas por SDS-PAGE. Com isso, outros métodos devem ser utilizados para 

separar proteínas nativas para investigação de estrutura-função (Wittig & Schagger, 

2005).  

 A cromatografia é baseada no princípio onde as moléculas em uma mistura 

quando aplicadas a uma superfície ou uma fase estacionária sólida fluída são 

separadas uma das outras enquanto se movem com uma fase móvel. Fatores 

importantes nesse processo de separação estão relacionados a características 

moleculares como adsorção (líquido-sólido), partição (líquido-sólido), ou afinidade e 

diferenças em seus pesos moleculares (Coskum, 2016).  

Devido a essas diferenças, alguns componentes da mistura permanecem 

mais tempo na fase estacionária e se movem mais lentamente no sistema 

cromatográfico, enquanto outros passam rapidamente pela fase móvel e deixam o 

sistema mais rapidamente (Porath, 1997).    

A cromatografia por gel filtração, também conhecida como cromatografia por 

exclusão de tamanho (SEC, do inglês, size exclusion chromatography) é uma 

técnica que separa compostos baseados no seu tamanho. Com essa técnica não há 

interações físicas ou químicas entre a molécula da amostra e a fase estacionária 

(Hagel, 2011). Este método tem algumas propriedades importantes, que incluem 

estabilidade físico-química, simplicidade de operação e inércia, o que permite a 

separação de pequenas e grandes moléculas (Figura 7) (El-Aziz et al, 2021).  
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Figura 7. Ilustração de como ocorre a cromatografia por gel filtração. A matriz 

da coluna é um polímero reticulado com poros de tamanho selecionado. Proteínas 

maiores migram mais rápido do que as menores, porque são muito grandes para 

entrar nos poros dos grânulos e, portanto, seguem uma rota mais direta através da 

coluna. As proteínas menores entram nos poros e são retardadas por seu caminho 

mais labiríntico através da coluna. Fonte: Adaptado de Atala, 2020. 

 

A técnica de cromatografia líquida de alta pressão de fase reversa (RP-HPLC, 

do inglês, reversed phase – high pressure liquid chromatography) possui alta 

precisão, devido a isso é usualmente utilizada como um passo mais acurado durante 

o processo de purificação que é necessário para a separação de isoformas 

altamente relacionadas. O princípio da retenção da RP-HPLC é baseado na relação 

hidrofóbica da molécula que está dissolvida na fase móvel com os ligantes 

hidrofóbicos ligados a fase estacionária (Aguilar & Hearn, 1996).   

 

1.6.1.  Espectrometria de massas 

 

 A espectrometria de massas (MS, do inglês, mass spectrometry) surgiu com 

os primeiros estudos de eletromagnetismo, ganhando importância primeiramente na 

física, onde era utilizada para determinar a existência de isótopos e o peso atômico 

dos elementos (Zhang et al, 2016). Com o passar do tempo e o avanço da 

tecnologia, a espectrometria de massas se tornou a mais popular e importante 

técnica para a identificação, caracterização e quantificação de proteínas com um 

amplo rendimento e em larga escala (Zhang et al, 2014). 

 Em geral, a caracterização de polipeptídeos por espectrometria de massas 

requer três passos: I - ionização, que permite a passagem do polipeptídeo da fase 

líquida para a fase gasosa como uma partícula carregada que pode ser manipulada 

dentro do espectrômetro de massas; II - determinação de massa de polipeptídeos 

intactos por MS1; III - a aquisição de informação através da ativação da 

fragmentação de íons precursores ou por MS2 (Toby et al, 2016). 

 Espectrômetros modernos consistem em basicamente de três componentes: 

a fonte de íons, o analisador de massas, e o detector (Figura 8) (Zhang et al, 2016). 
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Figura 8. Esquema demonstrando uma análise por espectrometria de massas. Em 

destaque, os três principais componentes: fonte de íons, analisador de massas e 

detector de íons. A fonte de íons é dependente do sistema de injeção. Adaptado de 

Zhang et al, 2016. 

 A ionização por electrospray (ESI, do inglês, electrospray ionization) e 

ionização e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI, do inglês, matrix assisted 

laser desorption/ionization) são as duas técnicas mais utilizadas para volatilizar e 

ionizar as proteínas ou peptídeos para análise por espectrometria de massas. Em 

ESI, há a ionização dos analitos a partir de uma solução e por isso está acoplado a 

um sistema de separação líquido (como por exemplo, cromatografia ou eletroforese). 

Em MALDI, há a sublimação e ionização da amostra a partir de uma matrix cristalina 

e seca, através de pulsos de laser (Aebersold & Mann, 2003).   

Baseado no método da caracterização a proteômica pode ser dividida em dois 

campos analíticos: a proteômica bottom up (BUP) e a proteômica top down (TDP).  

 

1.6.2. Proteômica bottom up 

 

A técnica de BUP, ou shot gun, foi desenvolvida para realizar análises 

rápidas, robustas, em larga escala e análises qualitativas e quantitativas da 

composição proteica de amostras complexas, com isso produzindo grandes listas de 

proteínas para as respectivas amostras (Gillet, 2015). 

Em um típico experimento de BUP, a mistura de peptídeos é fracionada e 

submetida a análise LC-MS/MS. A identificação de peptídeos é adquirida através da 

comparação da massa em sequência dos espectros derivados da fragmentação dos 

peptídeos gerados a partir da digestão das proteínas com espectros teóricos 

gerados in silico a partir de um banco de dados de proteínas (Zhang et al, 2013). A 

inferência de proteínas é realizada por atribuição de sequências de peptídeos a 

proteínas. Os peptídeos podem ser atribuídos exclusivamente a uma única proteína 

ou compartilhado por mais de uma proteína (Zhang et al, 2013).  
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Nesse tipo de técnica, o objetivo é gerar um perfil global dos componentes 

proteicos em misturas complexas utilizando HPLC combinado com MS. A 

cromatografia líquida de fase reversa é a técnica cromatográfica mais utilizada 

devido a compatibilidade das fases móveis da RP- HPLC com a detecção do MS 

(Zhang et al, 2014). 

Vários fatores podem influenciar o número de peptídeos/proteínas 

identificados na técnica de BUP, especialmente na venômica: 1 - o critério utilizado 

para misturar os venenos (número, gênero e idade dos espécimes selecionados, 

região geográfica onde os espécimes foram coletados, se o animal estava mantido 

em cativeiro ou vivendo no habitat natural) (Menezes et al, 2006); 2 - o uso eventual 

de métodos de fracionamento antes da análise por espectrometria de massas, 

baseado em propriedades físico-químicas dos componentes do veneno (Righetti et 

al, 2005); 3 - as especificações da nano cromatografia (diâmetro interno, 

comprimento, gradiente de eluição); 4 - as condições utilizadas no espectrômetro de 

massas (fonte de ionização, modo de fragmentação, tipo de análise); 5 - parâmetros, 

databases e softwares utilizados por busca em banco de dados e filtragem de dados 

(Nicolau et al, 2016) 

Com isso, devem ser considerados, além dos números brutos, a qualidade 

dos dados, a diversidade de classes de proteínas identificadas, assim como a 

confiabilidade da identificação das proteínas menos abundantes (Knudsen & 

Chalkey, 2011). 

Em um experimento típico de BUP, não é possível a garantia de 100% de cobertura 

de sequência. Por isso, é provável que os peptídeos identificados sejam 

compartilhados por mais de uma entrada de proteína, levando a números maiores 

considerando o número de proteínas identificadas (Nicolau et al, 2016). Isso é 

especialmente verdade em proteínas de peçonha de serpente, uma vez que é 

estimado que para uma amostra de veneno proteica ser inequivocamente 

identificada como proteína específica é necessário uma alta cobertura da proteína 

(<85%) (Knudsen & Chalkey, 2011) 

 

1.6.3. Proteômica top-down  
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Quando a técnica de BUP é utilizada, a maior parte dos pontos de PTM pode 

ser perdida devido a cobertura incompleta da sequência, especialmente em misturas 

complexas e a coexistência de múltiplas PTM na mesma proteína é virtualmente 

impossível de ser localizada. Na TDP, que começa com a proteína intacta, há a 

possibilidade de identificação de padrões de combinação de modificações 

distribuídos ao longo da proteína, assim como pequenas mudanças na sequência 

primária da proteína e processamentos proteolíticos que podem ser não identificados 

na análise por BUP (Figura 9) (Zhang et al, 2014).  
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Figura 9: Comparação entre a BUP e TDP. Na BUP temos a digestão das proteínas 

em peptídeos e então a sua identificação. Na TDP as proteínas são diretamente 

ionizadas e analizadas.  

  

As metodologias de TDP estão em desenvolvimento desde o advento dos 

métodos de ionizações suaves para MS ao final dos anos 1980 e podem ser 

aplicadas tanto para proteômica top down nativa (nTDP) quanto para proteômica top 

down desnaturante (dTDP) (Melani et al, 2017). 

Na TDP, espectrômetros de alta resolução de massa relativa (>50K), alta 

acurácia de massa (<3 ppm) e alta velocidade de scan (>5 Hz) são necessários para 

o estado de medida do íon produzido a partir da espectrometria de massas (Toby et 

al, 2016). Com isso, espectrômetros de massa baseados em tempo de voo (TOF – 

Time of flight), Fourier transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) e Fourier 

transform orbital trapping (FT-Orbitrap), particularmente em uma forma híbrida são 

geralmente utilizados. A técnica de fragmentação é outra técnica chave para clivar 

proteínas e localizar sítios de modificações. Em geral, beam-type collision-induced 

dissociation (CID) ou collisionally activated dissociation (CAD) e high-energy collision 

dissociation (HCD) produzindo íons tipo b e y são os métodos mais comuns em 

experimentos de TDP (Ghezellou et al, 2019). 

A TDP vem sendo aplicada nos últimos anos a diferentes tipos de veneno e 

mesmo com algumas limitações na área de fracionamento de proteínas, 

espectrometria de massas e análise de dados. Futuros avanços tornarão a TDP 

mais acessível e automatizada, ajudando a difundir a técnica na área da venômica 

(Melani et al, 2017). 

Considerando o grande potencial das moléculas encontradas em peçonhas 

do gênero Bothrops, a ocorrência da espécie B. pubescens exclusivamente no 

Bioma Pampa e a falta de informações sobre a sua peçonha, esse estudo visou 

elucidar a composição da peçonha de B. pubescens através de técnicas de BUP e 

TDP para uma completa caracterização do veneno. Com essa caracterização é 

possível um melhor entendimento da ação do veneno, bem como uma adequação 

ao soro antibotrópico. 
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2. Objetivo 

2.1. Objetivo geral  

 Caracterizar a peçonha de B. pubescens através de diferentes técnicas 

proteômicas e estudar o seu efeito toxinológico. 

2.2. Objetivos específicos  

- Caracterizar a peçonha de B. pubescens através de técnicas de proteômica 

bottom up. 

- Caracterizar a peçonha de B. pubescens através de técnicas de proteômica 

top down. 

- Analisar a peçonha de B. pubescens através de técnicas de proteômica top 

down nativa. 

- Analisar o efeito toxinológico da peçonha de B. pubescens através de ensaio 

eletromiográficos em biventer cervicis de pintainho. 
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CAPÍTULO 1: ANÁLISE VENÔMICA DA PEÇONHA DE Bothrops pubescens 

 

 O artigo intitulado “Venom characterization of the Brazilian Pampa snake 

Bothrops pubescens by top down and bottom-up proteomics.” está no prelo para 

publicaçãono periódico Toxicon.  

Neste artigo analisamos a peçonha de Bothrops pubescens, e demonstramos 

que está é uma peçonha clássica do gênero Bothrops, apresentando as principais 

famílias encontradas nessas peçonhas, mas também tendo suas peculiaridades. 

Com a técnica de BUP, foi possível a identificação de 89 grupos proteicos, 

pertencendo a 13 famílias de toxinas. Com a técnica de TDP identificamos 40 

proteoformas úniucas, pertencentes a 6 famílias de toxinas. Além disso, 

identificamos um complexo multi-proteofórmico de uma LAAO com nTDP.  

Este é o primeiro estudo onde a peçonha de uma serpente do gênero 

Bothrops foi analisada através de técnicas de TDP. 
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CAPÍTULO 2: ANÁLISES INICIAIS E TOXINOLÓGICAS 

 

Neste capítulo serão apresentados os testes proteômicos iniciais e a análise 

toxicológica da peçonha de B. pubescens. 

 

1. Introdução 

 

A peçonha de espécies do gênero Bothrops é composto por cerca de 12 

famílias diferentes de proteínas e causam efeitos como dor, hemorragia, edema e 

mionecrose (Mamede et al, 2020).  

Zamuner e colaboradores (2004) demonstraram atividade neurotóxica no 

veneno de B. neuweidi, apresentando que o veneno causou enfraquecimento do 

músculo do pescoço, perda de equilíbrio e falha respiratória em ensaios in vivo com 

pintainhos. Em ensaios in vitro, utilizando preparações de músculo biventer cervicis 

de pintainho, também foi demonstrada a ação miotóxica do veneno de diversas 

espécies do gênero Bothrops (Harvey et al, 1993; Lôbo de Araújo et al, 2002; Borja-

Oliveira et al, 2003; Zamuner et al, 2004; Cavalvante et al, 2011; Fernandes et al, 

2014) 

Com isso, analisamos a ação da peçonha de B. pubescens em músculo 

biventer cervicis de pintainho e também o perfil eletroforético apresentado pela 

peçonha. 

 

2. Material e métodos  

 

2.1. Amostras de peçonha 

 

A peçonha de cinco espécimes de B. pubescens (2 machos e 3 fêmeas) foi 

extraído através do massageamento da glândula de veneno e aplicação de pressão 

das presas contra um béquer e coletado com auxílio de uma pipeta (Figura 10). As 

peçonhas extraídas foram misturadas, liofilizadas e posteriormente armazenadas em 

ultrafreezer (- 80º C) até o uso. 
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Figura 10: Extração manual da peçonha de B. pubescens. Na imagem podemos 

observar a realização da massagem nas glândulas de peçonha e a pressão contrária 

exercida pelo béquer nas presas para a saída da peçonha. (Fonte: Do autor). 

 

 

2.2. Manutenção de Gallus gallus domesticus. 

 

Para a preparação do músculo biventer cervicis foram utilizados 4 pintainhos 

(G. gallus domesticus) por concentração de peçonha com idades entre 3 – 8 dias, de 

ambos os sexos, adquiridos através da Agropecuária Sinuelo LTDA situada na 

cidade de São Gabriel, Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em gaiolas, 

no biotério da Universidade Federal do Pampa, campus São Gabriel, com 

temperatura constante e iluminação controlada (12 horas com luz e 12 horas sem 

luz), recebendo água e ração. Este trabalho foi aprovado pelo Comitê Institucional 

de Ética no Uso de Animais (CEUA / UNIPAMPA, Protocolo n ° 037/2012) de acordo 

com o Conselho Nacional de Experimentação Animal - CONSEA 

 

2.3. Técnica miográfica. 

 

A preparação do músculo biventer cervicis foi isolada e montada de acordo 

com o método de Ginsborg e Warriner (1960). Os pintainhos foram anestesiados por 

via inalatória com aflotoxinas e, após o isolamento (Figura 11), o músculo foi 

suspenso em uma cuba de 5 ml, contendo solução nutritiva de Krebs ((mM/L): NaCl 
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136mM; KCl 5mM; CaCl2 2,5mM; NaHCO3 23,8mM; MgSO4 1,2mM; KH2PO4 1,2mM 

e glicose 11mM). A solução foi areada de modo constante com carbogênio (95% de 

O2 e 5% de CO2), mantida a 37°C e estabilizada por 30 minutos antes do uso. 

A preparação foi submetida a uma tensão constante de 1 grama/força e foram 

aplicados pulsos supramáximos de até 10 V de 0,5 Hz de frequência e 0,2 ms. As 

contrações musculares resultantes de estímulos elétricos maximais e as contraturas 

em resposta à adição de ACh (120 μM) e KCl (40 mM) foram realizados na ausência 

de estimulação elétrica e registrado em fisiógrafo, por meio de transdutores 

isométricos. Os registros das contraturas para KCl e ACh foram realizados no início 

do experimento (antes da adição da peçonha) e no final do experimento (após 120 

minutos de incubação com a toxina). Seis a oito lavagens foram efetuadas sempre 

após a adição de KCl e de ACh. Após 5 minutos de estabilização no banho de 

órgãos, o músculo foi exposto a peçonha de B. pubescens nas concentrações de 70, 

140 e 280 μg/mL. O controle foi realizado somente com a solução Krebs. 

 

 

 

Figura 11: Isolamento do músculo biventer cervicis de pintainho (Fonte: Do 

autor). 
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2.4. Análises estatísticas  

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão. A significância das 

diferenças foi determinada pelo teste ANOVA, com p <0,05 considerado significativo. 

Para a criação dos gráficos foi utilizado o software GraphPad Prism 7. 

 
2.5. SDS-PAGE 

A mistura das peçonhas coletadas foi submetida a SDS-PAGE 15%, segundo 

Laemmli (1970). Foram utilizados 20 e 40 μg da mistura de peçonhas em condições 

reduzidas e não reduzidas. O gel de poliacrilamida foi corado com Comassie Blue 

G250 de acordo com as instruções do fabricante (BioRad). 

 

3. Resultados e discussão 

 

3.1. Efeito da peçonha de B. pubescens sobre a junção neuromuscular 
em preparação biventer cervicis de pintainho  

 
Nas preparações de controle de junção neuromuscular de biventer cervicis de 

pintainho não houve mudanças significativas na amplitude das contrações 

musculares em resposta a estimulação indireta e as contraturas de ACh e KCl 

também se mantiveram estáveis (dados não apresentados). A peçonha de B. 

pubescens nas concentrações de 70 e 140 μg/mL produziu inibição progressiva e 

reversível por lavagem e na concentração de 280 μg/mL houve bloqueio total e 

irreversível das contrações musculares. A força de contração diminuiu 

proporcionalmente a concentração de peçonha utilizada e o tempo de exposição do 

músculo a peçonha com inibições de 20, 40 e 60% nos tempos de 40, 60 e 110 

minutos, respectivamente para a concentração de 70 μg/mL; inibições de 

aproximadamente 15, 40 e 60% em 20, 40 e 120 minutos na concentração de 140 

μg/mL; e de 20, 80 e praticamente 100% em 20, 80 e 120 minutos, respectivamente, 

de bloqueio da força de contratura na concentração de 280 μg/mL (Figura 12). 
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Figura 12. Efeito das concentrações da peçonha de B. pubescens sobre o 

músculo biventer cervicis de pintainho nas concentrações de 70, 140 e 280 μg/mL a 

37ºC. O gráfico mostra a curva de resposta à concentração-tempo para atividade de 

bloqueio neuromuscular da peçonha em comparação ao controle 

 

O efeito da peçonha de B. pubescens sobre o músculo biventer cervicis de 

pintainho é semelhante a outros venenos botrópicos (Rodrigues-Simioni et al, 1983; 

Cogo et al, 1993; Lôbo-Araújo et al, 2002; Borja-Oliveira et al, 2003; Prianti et al, 

2003; Abreu et al, 2007).  

Quando comparamos outros ensaios neurotoxicológicos de espécies de 

Bothrops observamos as diferenças na toxicidade dos venenos de serpentes do 

mesmo gênero, a peçonha de B. pauloensis, nas concentrações de 5 – 20 μg/mL 

causou bloqueio total e irreversível em 120 minutos e na concentração de 100 μg/mL 

causou bloqueio total da força de contratura em apenas 40 minutos de exposição 

(Soares et al; 2000); a peçonha de B. leucurus nas concentrações de 5, 10 e 20 

μg/mL causou bloqueio parcial na contratura de força de biventer cervicis de 

pintainho de 80 e 40%, respectivamente (Prianti et al; 2003); B. alcatraz, na 

concentração de 5 μg/mL, não causou nenhum tipo de dano da força de contratura 

do músculo biventer cervicis, porém na concentração de 50 μg/mL levou apenas 80 

minutos de exposição para a inibição total da contração muscular e com 100 μg/mL 

pouco mais de 40 minutos foi o suficiente para a inibição total (Moraes et al; 2011). 
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As diferenças apresentadas na ação da peçonha entre serpentes do gênero 

Bothrops corroboram com as diferenças na composição proteica do veneno 

botrópico.  

 

3.2. Análise por SDS-PAGE 

 

No gel de poliacrilamida (Figura 13) é possível a observação de proteínas 

entre 14 kDa e 55 kDa. Dentre as condições analisadas (reduzido e não reduzido), é 

possível a observação de bandas um pouco abaixo de 50 kDa e em torno de 35 kDa 

no veneno reduzido, bandas estas que estão ausentes na condição não reduzida. 

Na condição reduzida também podemos visualizar bandas de 14 kDa mais 

proeminentes.  

 

Figura 13. Análise por SDS-PAGE da peçonha de B. pubescens em condições 
reduzidas e não reduzidas. MW – Marcador de massa molecular; 1 - 20 μg de 
peçonha não reduzida; 2 - 20 μg de peçonha reduzida; 3 - 40 μg de peçonha não 
reduzida; 4 - 40 μg de peçonha reduzida. Corado com Comassie Blue G250. 

 

O perfil eletroforético de diferentes serpentes do gênero Bothrops já foram 

elucidados em outros estudos, como Baptista, 2016, que estudou a peçonha de B. 

jararaca nascidas e mantidas em cativeiro, Debono, 2016 que estudou a peçonha de 

6 espécies do gênero Bothrops e, Sousa et al, 2013, que estudou a peçonha de B. 

jararacussu (Baptista, 2016, Debono, 2016, Sousa et al, 2013). 
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Ao comparar o perfil eletroforético de B. pubescens com os perfis 

apresentados por Debono, 2016, podemos perceber a presença de proteínas com 

massa molecular de 50 kDa, possivelmente SVMP de classe PIII, que normalmente 

são encontradas entre 48 e 60 kDa, percebemos a alta intensidade de bandas em B. 

lateralis, B. marchi, B. neuwiedi bolivianus, no entanto esta banda não está presente 

em B. asper, B. schlegelli, em B. pubescens, podemos observar essa banda nas 

canaletas que apresentam o veneno reduzido, mas não no veneno não reduzido. Ao 

estudar a peçonha de B. jararacussu, Sousa e colaboradores, 2013, demonstra 

bandas intensas com massa molecular de 30 kDa, ausentes nas duas condições 

estudadas da peçonha de B. pubescens. Baptista, 2016, apresentou o perfil de B. 

jararaca nascidas e mantidas em cativeiro, esta peçonha apresentou bandas em 

torno de 23 kDa, também presentes no veneno reduzido e não reduzido de B. 

pubescens (Baptista, 2016, Debono et al, 2016, Sousa et al, 2013) 
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CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho apresentamos o proteoma de B. pubescens analisado por três 

diferentes técnicas proteômicas: BUP, TDP e nTDP. No total, foram identificadas 15 

famílias únicas de toxinas e demonstramos as semelhanças e peculiaridades da 

peçonha de B. pubescens em comparação com outras peçonhas de Bothrops. 

Também identificamos uma L-aminoácido oxidase dimérica utilizando nTDP. Além 

disso, apresentamos o efeito toxinológico da peçonha de B. pubescens frente ao 

músculo biventer cervicis, onde na maior concentração testada a peçonha foi capaz 

de bloquear irreversívelmente a contração muscular. 

Com isso, demonstramos que a peçonha de B. pubescens é uma clássica 

peçonha botrópica, apresentando altas porcentagens de SVMP e LAAO, justificando 

os efeitos hemorrágicos apresentados por vítimas de picada por esta espécie, mas 

também apresentando pequenas porcentagens de moléculas com grande interesse 

nas áreas de biotecnologia e farmacêutica. 

Esta é a primeira vez que a TDP foi utilizada para caracterizar uma peçonha 

botrópica.  
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PERSPECTIVAS 

  

Com os resultados obtidos neste trabalho abrimos um grande leque para 

pesquisas futuras. 

As moléculas identificadas podem ser isoladas e então testadas, sempre na 

busca do entendimento do seu mecanismo de ação, diversas dessas moléculas, 

encontradas em outras espécies do gênero Bothrops, já demonstraram potencial 

antifúngico, anticarcinogênico e antibacteriano. 

Estudos futuros irão explorar o potencial das frações advindas da peçonha de 

B. pubescens frente a linhagens celulares carcinogênicas. 
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