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RESUMO 

 

Atualmente mais de duzentas espécies de serpentes venenosas já 
foram identificadas, elas são classificadas em quatro principais famílias: 
Hydrophiidae; Elapide, Viperidea e Crotalidae, o gênero crotalus apresenta 
maior índice de letalidade (1,87%), devido à neurotoxicidade e a insuficiência 
renal aguda que é a mais séria complicação do envenenamento crotálico 
humano o veneno presente na serpente Crotalus durissus ruruima foi 
introduzido em camundongos para se avaliar a caracterização biológica e 
antigenicidade destes. Os procedimentos realizados foram a caracterização do 
perfil molecular dos venenos in natura e proteolizado, imunização dos 
camundongos com antígenos T0 e T6, testes de neutralização da letalidade do 
veneno utilizando plasma hiperimune experimental, análise imunoquímica para 
verificação da reação antígeno-anticorpo e testes estatítico. Deste experimento 
observou-se entre outros resultados, que o perfil molecular apresentou 
variações na detecção das bandas e também na análise quantitativas das 
proteínas, no zimograma sobre o fibrinogênio e a gelatina a intensidade das 
bandas apresentou variações mas amostras proteolizadas quando comparadas 
com o veneno in natura, o soro hiperimune experimental T6 obteve melhor 
resposta neutralizante quando comparado com soro T0, no teste da letalidade 
camundongos apresentam maior resistência quando receberam soro veneno 
proteolizado proteolisado levando mais tempo para chegar a óbito, os 
camundongos imunizados com T0 não resistiram a dose desafio de 5 DL50 
vindo a óbito, já os camundongos imunizado com T6 obtiveram uma boa 
resposta imune, não apresentando nenhum dos sintomas causados pelo 
veneno e sobreviveram a dose desafio de 5 DL50. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 OFIDISMO 
 

Atualmente mais de duzentas espécies de serpentes venenosas já 

foram identificadas, elas são classificadas em quatro principais famílias: 

Hydrophiidae; Elapide, Viperidea e Crotalidae (MATSUI et al., 2000). O aparato 

produtor de veneno nas espécies destas famílias é formado por glândulas 

exócrinas modificadas que produzem o veneno tóxico. O ataque dessas 

espécies de serpentes com a consequente inoculação de tal veneno na vítima 

pode ressaltar em severos perigosos danos fisiológicos, podendo, em alguns 

casos levar a óbito. 

Acidentes ofídicos envolvendo o gênero Crotalus são geralmente 

sérios e frequentemente fatais na ausência de tratamento adequado e 

específico (BARRAVIERA et al., 1998). Apresenta maior índice de letalidade 

(1,87%), devido à neurotoxicidade e a insuficiência renal aguda que é a mais 

séria complicação do envenenamento crotálico humano (CUPO et al., 1998). 

 Em algumas localidades do país este percentual de acidentes pode 

ser maior, por exemplo, no Estado de Roraima, no período de Junho de 1986 a 

Dezembro de 1987 os acidentes envolvendo o gênero Crotalus representaram 

30% dos acidentes ofídicos (RESENDE et al., 1989). E entre os anos de 1992 

a 1998, estudos epidemiológicos constataram uma porcentagem de 13,4% dos 

acidentes ofídicos atribuídos a este gênero na mesma região (NASCIMENTO, 

2000). 

Crotalus durissus é a espécie de maior distribuição geográfica, 

abrangendo desde o México até a Argentina, possuindo várias subespécies. 

Tem-se suposto que essa espécie tenha se originado na América do Norte com 

subseqüente dispersão nas Américas Central e do Sul (CAMPBELL; LAMAR, 

1989). 

Vanzolini (1986) sugere que o gênero Crotalus entrou na América do 

Sul através da América Central durante o Plioceno, e que sua dispersão tenha 
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ocorrido em períodos secos, encontrando-se hoje tipicamente distribuídos nas 

formações abertas, os lavrados.  

Segundo QUIJADA-MASCARENÃS et al., (2007), o gênero Crotalus 

dispersou na América do Sul no Pleistoceno pelo corredor Amazônico central 

de florestas secas e savanas que dividia a Floresta Tropical Amazônica em 

duas porções ocidentais e orientais. 

 

 

 

 

 

Figura 1 Dispersão do gênero Crotalus pela América do Sul pelo corredor amazônico, 
MASCARENÃS et al., (2007)  
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1.2 VENENO CROTÁLICO 

 

O veneno crotálico é uma mistura complexa de proteínas, peptídeos, 

carboidratos, lipídios e íons metálicos, com proteínas e peptídeos 

representando cerca de 90% do veneno seco (BIERBER, 1979). A função 

primária do veneno é imobilizar e matar a presa (KARLSSON, 1979). 

Acidentes ofídicos causados por serpentes do gênero Crotalus pode 

apresentar quadros clínicos bem distintos. O veneno da maioria das espécies 

encontradas nas Américas do Norte e Central causam, em geral, 

manifestações locais, caracterizadas por edema, hemorrágia e necrose além 

de efeitos sistêmicos como: hemorragia, desfibrinogenação e hipotensão 

(MINTON; WIENSTEIN, 1986; OWNBY; GEREN, 1987; ADAME et at., 1990; 

RUSSEL., 1996). Essas manifestações clinicas são semelhantes aos 

observados nos acidentes botropicos. 

O veneno das serpentes da América do Sul possui principalmente 

três atividades com importância clínica conhecida: Neurotoxica, através de 

ação periférica, em placa motora; miotóxica (figura 2) sistêmica, coagulante, 

através de ação da trombina-símili. O quadro clínico compõe-se basicamente 

de manifestações locais discretas e manifestações sistêmicas que podem ser 

graves. São comuns a ptose palpebral e a diminuição da expressão facial, 

(figura 3), caracterizando-se pela boca entre aberta e o enrugar da testa na 

tentativa de abrir os olhos, ocorre também à mialgia generalizada e 

rabdomiólise muscular esquelética com coloração marrom escura da urina em 

razão da miólise com liberação maciça de mioglobina (JORGE; RIBEIRO, 

1992). 
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Segundo Muniz (2002) o veneno de Crotalus durissus ruruima 

coletados de diferentes áreas do Estado de Roraima apresenta diferenças 

qualitativas e quantitativas nas atividades biológicas que estão relacionadas 

com na presença do veneno, de toxinas hemorrágicas e/ou da crotamina, 

classificados os venenos como: veneno hemorrágico e crotamina positivo, 

hemorrágico e crotamina negativa, não hemorrágico e crotamina negativo. 

 

             

 

Figura 2 Atividade Miotoxica sobre as 
células renais  

Figura 4 Atividade hemorrágica 

Figura 3 face miastêmica  
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As metaloproteases dependentes de zinco são as responsáveis 

pelas fortes hemorrágias característica de acidentes envolvendo a serpente 

norte América Crotalus atrox. 

As metaloproteinases dos venenos dos viperideos são divididas em 

quatro classes baseadas nas diferenças estruturais dessas moléculas. A classe 

PI compreende apenas o domínio das metaloproteases, a classe PII e 

representada além do domínio da metalonoprotease um domínio desintegrina, 

a classe PIII possui os domínios descritos acima e também um domínio rico em 

cisteina e a classe PIV além do domínio da classe PIII apresenta um domínio 

adicional semelhante a lectina (FOX; SERRANO, 2005, 2008, 2009). 

 

 

  

Figura 5 Diferentes classes de metaloproteases pertencentes aos Viperideos (Fox e Serrano, 
2005) 
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Alterações da coagulação sanguínea tais como aumento do tempo 

de coagulação, têm sido observadas em aproximadamente 40% dos indivíduos 

acidentados por Crotalus durrisus terrificus. Esta manifestação ocorre devido 

ao consumo de fibrinogênio, possivelmente causado pela ação da enzima 

trombina-símili isolada deste veneno (RAW et at., 1986).  

A convulxina é uma toxina do veneno de Crotalus durissus terrificus, 

que foi isolada e caracterizada farmacologicamente em 1970 por (PRADO-

FRANCESCHI, J.; VITAL BRASIL., 1981). Tem sido isolada e caracterizada 

uma convulxina de Crotalus durissus collilineatus, que se apresenta composta 

por duas cadeias polipeptídicas, sendo capaz de estimular in vitro a secreção 

de insulina nas ilhotas de langerhnas (TOYAMA, et al., 2000). 

A Giroxina é uma glicoserinoprotease farmacologicamente pouco 

conhecida, produz uma síndrome convulsiva, em condições experimentais em 

camundongos. Seu isolamento foi descrito por Bairro, A. (1961), Barrabin et al., 

(1978) e Alexander et al., (1988). 

A crotamina é uma proteína de caráter básico, caracterizada pela 

primeira vez por Gonçalves e Vieira (1950). Esta toxina tem sido encontrada no 

veneno das serpentes do gênero Crotalus em certas regiões do país como: 

Ceará, Minas Gerais, São Paulo e Paraná (SCHENBERG, 1959), Roraima 

(LOPÉZ- LOZANO et al., 1996). Apresenta ponto isoelétrico de 10,3; massa 

molecular de 4,8 KDa; e três pontes de dissulfeto (Gonçalves, 1950).  

  É uma molécula bastante resistente ao calor chegando a suportar 

até 70 ºC por 18 horas sem perder sua propriedade tóxica. A crotamina produz 

um bloqueio na junção neuromuscular e também uma miotoxidade moderada. 

Na atualidade, várias isoformas têm sido isoladas (TOYAMA, et al., 2000; 

2003). 
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A crotoxina é a principal neurotoxina do veneno de Crotalus durissus 

terrficus e corresponde a ≈ 50% do peso seco do veneno total, e foi a primeira 

neurotoxina a ser purificada e analisada em 1938, por Slotta e Fraenkel- 

Conrat.  

Esta toxina é responsável pela alta toxicidade do veneno, atuando 

nas terminações nervosas e respondendo pela paralisia motora e respiratória 

em condições experimentais. Essa proteína é um heterodiméro composto por 

duas subunidades: uma Fosfolipase A2 (PLA2) componente básico com uma 

massa molecular de 14,5 kDa; e um componente denominado crotapotina, 

componente ácido com massa molecular de 9 kDa (BREITHAUPT, 1976; BON 

et al., 1979). 

Quando um componente da crotoxina é separado do outro, seu 

efeito tóxico apresenta-se anulado, com uma estimativa de dez vezes menor 

que a sua forma associada (Slotta; Fraenkel-Conrat 1938; Chang & Lee 1977; 

Hawgood & Santana de Sá S. 1979). A fosfolipase A2
 
(PLA2) da crotoxina é 

responsável pelo desencadeamento dos efeitos farmacológicos ocasionados 

pelo complexo crotoxina (Hendon; Fraenkel-Conrat 1971).  

Crotoxina 

Figura 6 Modelo estrutural da Crotoxina 3D fonte:NCBI 
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Segundo Breithaupt (1976) e Bon et al. (1979), do ponto de vista 

farmacológico e fisiológico a crotoxina é um bloqueador pré-sináptico, mais 

experimentalmente foi demonstrado que em altas concentrações pode também 

agir como bloqueador pós-sináptico (Hawgood; Santana de Sá 1979; Bon et al., 

1979). De acordo com Fraure; Bon (1988), a crotoxina apresenta-se em várias 

isoformas aparentemente resultantes de um único gene ou de modificações 

pós-traducionais, que ocorrem sobre uma única forma precursora, levando à 

formação de crotapotina (Bouchier et al., 1991; Fraure et al., 1991); ou pela 

expressão de diferentes RNAs mensageiros (isolados de um mesmo 

espécime), levando à formação das isoformas de PLA2
 
(FAURE et al., 1994)   

A crotapotina foi primeiramente descrita como uma molécula 

“chaperona” das fosfolipases A2
 
de Crotalus durissus terrificus, que potencializa 

a toxicidade da fosfolipase A2
 
(PLA2), sendo interpretada como um fenômeno 

farmacocinético, sugerindo que o componente ácido possa proteger a 

fosfolipase A
2 

da inativação por ligação a sítios de baixa afinidade na junção 

neuromuscular, no entanto, a crotapotina diminui a atividade enzimática da 

PLA
2
. (LAURE, C.J. 1990; GOPALAKRISHNAKONE et al., 1984; BON, 1982; 

LANDUCCI et al, 2000). 

Na (figuras 7), esta representado de forma resumida, os principais 

efeitos toxicos do veneno crotálico. 
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Figura 7. Efeitos tóxicos causados pelo veneno das serpentes do gênero crotalus da América 
do Sul 

 

Mediante o efeito do veneno sobre o sistema imune a resposta 

inflamatória. A crotoxina tem efeito inibitório na resposta imune humoral por 

interferir com a síntese de anticorpos imunoglobulina IgG (CARDOSO; MOTA., 

1997), e induz na alteração acentuada na distribuição de leucócitos, 

caracterizado por uma declínio no número de linfócitos e monócitos 

(CARDOSO et al., 2001). 

Garcia et al. (2003) mostrou que a crotapotina uma subunidade da 

crotoxina inibe a liberação de linfócitos T em resposta a uma Concanavalina A. 

Por outro lado, a subunidade PLA2 isolada de Crotalus durissus terrificus, 

Crotalus durissus cascavella e Crotalus durissus collilineatus, do veneno é 

capaz de causar inflamação, aumentando a permeabilidade vascular em pele 

de ratos. Este efeito é mediado em células pela ativação das células sensoriais. 

(CAMARA et al., 2003).   
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2. Resposta Imune  

 

Em todos os organismos multicelulares existem mecanismos para 

defender o hospedeiro contra invasores estranhos. Esses mecanismos 

constituem a imunidade inata. Os mecanismos de defesa mais especializados 

constituem a imunidade adquirida (ABBAS et al., 2006). 

2.1 Imunidade Inata 
 

Consiste de mecanismos que já existem antes da infecção, que são 

capazes de rápidas respostas aos microrganismos e que reagem 

essencialmente do mesmo modo às infecções repetidas. Os mecanismos da 

imunidade inata proporcionam a defesa inicial contra as infecções. (ABBAS et 

al., 2006) 

Principais componentes da imunidade inata: 

 Tabela 1. Componentes da resposta inata 

 

2.2 Resposta Adquirida 
 

Podemos entender por imunidade adquirida, a atuação de um 

grande conjunto de elementos que permite uma resposta imune específica a 

um determinado antígeno, utilizando-se agora linfócitos T e B portadores de 

receptores com regiões variáveis, capazes de reconhecer e montar uma 

resposta complexa, muitas vezes envolvendo a produção de anticorpos e a 

ativação de células efetoras e com funções regulatórias (JANEWAY et al., 

2002). 

Barreira física e química (epitélio e substâncias antimicrobianas produzidas nas superfícies epiteliais) 

Células fagocíticas (magrófagos e neutrófilos) e células matadoras naturais (NK [Natural Killer]) 

Proteínas do sangue, membros do sistema complemento e outros mediadores de inflamação 

Proteínas citocinas que regulam e coordenam muitas atividades das células da imunidade inata. 
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As células B são capazes de reconhecer uma grande variedade de 

antígenos, desde peptídeos, proteínas, ácidos nucléicos, lipídeos, 

polissacarídeos até pequenos produtos químicos, essa propriedade não é 

compartilhada pelas células T citotoxica que reconhecem apenas quando o 

antigeno (epítopos lineares) está unido a uma molécula do complexo MHC do 

próprio indivíduo, expressa na superfície da célula apresentadora de antígeno 

(APC) (MCDEVITT, 2000). Além disso, o reconhecimento do antígeno pelas 

células T CD4
+ 

ou helper ou pelas TCD8
+
, dependendo do alelo de MHC ao 

qual o peptídeo está acoplado, é o primeiro sinal indispensável para a ativação 

de linfócitos T. O segundo sinal é dado pela ligação de moléculas co-

estimulatórias presentes tanto nos linfócitos, como nas APCs. As moléculas 

mais conhecidas são CD28 e CD152 (CTLA4) expressas nos linfócitos, que se 

ligam às moléculas CD80 e C86 presentes nas APCs (LENSCHOW et al., 

1996). A inibição da expressão dessas moléculas suprime a resposta dos 

linfócitos T, mecanismo conhecido como energia (SCHWARTZ et al., 2003). 

Existem dois tipos de resposta imune adquirida: Imunidade humoral 

e imunidade mediada por células que são realizadas por diferentes 

componentes do sistema imune (JANEWAY et al., 2002). 

 

2.3 Imunidade humoral 

 

É realizada por moléculas, chamadas de anticorpos, que são 

produzidos pelos linfócitos B. Os anticorpos reconhecem especificamente os 

antígenos, dessa forma neutralizam a infecciosidade dos microrganismos e 

marcam os microrganismos para eliminação pelos vários mecanismos efetores. 

Esta é o principal mecanismo de defesa contra os microrganismos e suas 

toxinas. Os anticorpos são especializados, e os diferentes tipos de anticorpos 

podem ativar diferentes mecanismos efetores (JANEWAY et al., 2002). 

Epítopos são a parte de um antígeno e são classificados em: epítopos 

lineares que apresentam resíduos de aminoácidos de forma linear (sequencial) 
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e epítopos conformacionais apresentando uma forma não linear próximo à 

estrutura tridimensional de uma macromolécula (PEAKMAN et al., 1999). 

 As proteínas podem estar sujeitas a novas modificações como a 

fosforilação ou a proteólise. Essas modificações, alterando a estrutura 

covalente, podem produzir novos epítopos chamados de neo-epítopos 

(JANEWAY et al., 2002) 

 

2.4 Imunidade mediada por células 

 

A participação dos produtos celulares solúveis é fundamental na 

seqüência de eventos que vão culminar com a ativação linfocitária. As células T 

CD4
+ 

secretam alguns tipos de citocinas que as diferenciam em subpopulações 

celulares do tipo Th1 ou Th2. Os linfócitos T CD4
+
, do tipo Th1, secretam 

citocinas como IL-2, IFNγ e TNFα que irão mediar as reações de 

hipersensibilidade tardia e induzir a síntese preferencial de alguns isotipos de 

imunoglobulinas. Já os linfócitos T CD4
+ 

do tipo Th2 secretam citocinas como 

IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 e estão associadas com a produção de imunoglobulinas 

dos tipos IgG1 e IgE (MOSSMAN et al., 1986). 

 

3. PROTEÍNAS E SEU ESTADO CONFORMACIONAL    

    

A estrutura primária da proteína resulta em uma longa cadeia de 

aminoácidos, com uma extremidade "amino terminal" e uma extremidade 

"carboxi terminal". Sua estrutura primária é somente a seqüência dos 

aminoácidos, sem se preocupar com a orientação espacial da molécula. Suas 

ligações são ligações peptídicas e pontes dissulfeto. (JANEWAY et al., 2002) 

A estrutura secundária É dada pelo arranjo espacial de aminoácidos 

próximos entre si na sequência primária da proteína. É o último nível de 
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organização das proteínas fibrosas, mais simples estruturalmente 

(RODRIGUEZ FARIDE et al., 2004)  

Estrutura terciaria resulta do enovelamento da proteína na forma de α-

hélice ou da folha β-pregueada, sendo estabilizada por pontes de ligações não 

covalentes e pontes dissulfeto. Esta estrutura, num determinado estado 

conformacional, confere a atividade biológica às proteínas (RODRIGUEZ 

FARIDE et al., 2004). 

A estrutura quaternária e a união de duas ou mais cadeias polipeptidicas 

de estruturas terciarias originando a estrutura quaternária (NELSON e COX, 

2004).  

 

4. ATIVIDADE BIOLÓGICA APÓS PROCESSO DE PROTEASES NO 

ESTADO CONFORMACIONAL DAS PROTEÍNAS DO VENENO DE 

SERPENTES. 

As proteases encontradas no veneno das serpentes podem ser reunidas 

em dois grupos: endopeptidades e exopeptidases. (IWANAGA et al., 1976) 

As proteases presentes no veneno total não são responsáveis pela ação 

letal, mas podem causar outros tipos de efeitos danosos, como hemorragia. 

Um grande grupo de metaloprotease têm sido isolado de diferentes venenos e 

caracterizados como hemorraginas (MANDELBAUM et al., 1976; TU, 1982). 

O veneno de serpentes da famila Crotalidea e Viperidea apresentam, 

além das hemorráginas, muitas outra proteases, que agem como cascata de 

coagulação sanguinea (IWANAGA et al., 1979).  

    A proteólise também ocorre na ativação ou liberação de algumas 

moléculas (proteólise limitada), e muitas enzimas são ativadas pela ação 

proteolítica sobre seu precursor, chamado pró-enzima mudando de um estado 

conformacional sem função biológica para outro estado conformacional com 

função biológica específica (ZAHA et al., 2003; ALBERTS et al., 2004. 
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  López-Lozano et al. (2002), verificou que o perfil molecular por 

eletroforese SDS-PAGE do veneno da serpente Bothrops atrox, submetidos Ao 

processo de proteólise por até 24 horas, constatou que o perfil molecular sofreu 

mudanças devido a proteólise. A análise dos padrões eletroforéticos das 

amostras de veneno incubado em tampão PBS (0,01 M), pH 7,4 por 24 horas a 

detecção da proteína de 50 kDa foi degradada, e uma nova proteína de 27 kDa 

foi detectada. Também foi detectada a diminuição na intensidade da proteína 

de 23 kDa. 

  

 

5. SOROTERAPIA 

 

A soroterapia continua sendo o tratamento específico nos 

envenenamentos ocasionados por acidentes ofídicos desde seu descobrimento 

por CALMETTE, 1894. E são a principal terapêutica disponível e a mais eficaz 

para o combate aos efeitos desastrosos e até mesmo letais ocasionados pelos 

venenos de diferentes animais peçonhentos e deve ser administrada em um 

menor espaço de tempo em doses e por vias adequadas. 

A neutralização das atividades biológicas dos venenos tais como a 

letalidade, hemorragia, necrose e desfibrinogenação são avaliadas “in vivo”, 

utilizando animais de experimentação. Os antivenenos utilizados na terapêutica 

contra os acidentes por serpentes são produzidos usando-se antígenos um 

único tipo de veneno ou uma mistura deles (DIAS DA SILVA et al., 1989). 

O emprego da soroterapia no tratamento dos acidentes por 

serpentes vem sendo utilizado há mais de um século. Os procedimentos para 

obtenção dos antivenenos não sofreram profundas modificações embora 

tenham buscado melhorias para a produção e a purificação dos soros (MUNIZ, 

2002). 
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6. JUSTIFICATIVA  

 

A diversidade das serpentes da fauna Brasileira e da região 

Amazônica indica a ocorrência de espécies e subespécies o que assume um 

grande problema para o ofidismo, pois se sabe que em alguns casos ocorre 

uma relação intra-subespecífica, intra-específica e interespecífica de regiões 

diversas, podem ter venenos de composição e propriedades farmacológicas, 

bem como imunológicas diversas. Os poucos dados científicos sobre a fauna 

das serpentes peçonhentas da Amazônia e das características das atividades 

biológicas e imunológicas de seus venenos, principalmente das regiões do 

interior dos Estados que compõem a Amazônia sugere que podemos não estar 

empregando melhor a terapêutica para os acidentes ocorridos. Nos sistemas 

de colonização da Amazônia (turismo ecológico, avanço das fronteiras 

agrícolas), sugerem a necessidade de enriquecer o conhecimento pouco 

explorado sobre a biodiversidade dos animais peçonhentos e da eficácia dos 

soros anti-peçonhentos. 

Sabe-se que o sistema imune precisa da degradação do antígeno por 

proteólise para apresentar os epítopos e gerar uma resposta humoral protetora. 

Estudos prévios têm demonstrado que a crotoxina in natura dos venenos 

das serpentes pertencentes ao gênero Crotalus da América do Sul, apresentam 

uma forte atividade inibitória da resposta imune, que influência em uma baixa 

produção de anticorpos neutralizante contra o veneno. Assim faz-se necessário 

a produção de novos métodos que melhorem a qualidade da resposta imune. 

A degradação por proteólise da crotoxina poderia alterar o seu estado 

conformacional diminuindo sua toxicidade sobre o sistema imune existindo a 

possibilidade de uma melhor potência antigênica. 
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7. OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

 

 

7.1 OBJETIVO GERAL 

 

• Avaliar as atividades biológicas e antigenicidade das toxinas do veneno 

hemorrágico de Crotalus durissus ruruima após proteólise “in vitro” pelas 

proteólises do veneno. 

 

7.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• Caracterizar, usando técnicas proteômicas, o perfil molecular do veneno 

hemorrágico da serpente Crotalus durissus ruruima, após processo de 

proteólise. 

 

• Avaliar as atividades biológicas do veneno hemorrágico de C.d.ruruima após 

processo de proteólise. 

 

● Obter, animais de laboratório, plasma hiperimunes utilizando como antígeno 

veneno in natura e proteolizado de C.d.ruruima. 

 

● Comparar a eficácia neutralizante dos plasmas hiperimunes das atividades 

biológicas do veneno in natura de C.d.ruruima. 
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8. MATERIAIS E MÉTODOS 
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8.1 VENENO DA SERPENTE 
 

O veneno da serpente Crotalus durissus ruruima com fator 

hemorrágico foi obtido do banco de venenos do laboratório de Toxinologia 

Molecular do Centro de Ofidismo Profº. Paulo Friedrich Bührnheim da 

Fundação de Medicina Tropical do Amazonas FMT/AM. 

 

8.2 INDUÇÃO DE PROTEÓLISE IN VITRO 
 

A amostra do veneno hemorrágico da serpente C.d.ruruima foi 

diluída, concentração final de 10 µg/µl, em tampão glicina 100 mM pH 8,3. 

Foram retiradas alíquotas de 100 µl em diversos intervalos de tempo de 

proteólise, o veneno foi colocado para incubar a 37 °C e coletado nos tempos 

T1=3h, T2=6h, T3=24h, T4= 48h, T5=72h, T6= 168h. A amostra T0: sem o 

processo de proteólise foi usado como controle, tanto para os testes de 

atividades biológicas e para comparação do perfil molecular. Todas as 

amostras coletadas foram mantidas a -20 ºC para posterior avaliação das 

atividades letal, coagulante, hemorrágica, gelatinase e fosfolipásica A2 e 

indução da resposta imune humoral. 

 

8.3 ANIMAIS DE LABORATÓRIO 
 

Os experimentos “in vivo”, para a caracterização biológica e 

antigenicidade das amostras do veneno coletado, foram feitos em 

camundongos albinos (Mus musculus), não isogênicos, peso entre 20 ± 2 g. Os 

animais foram fornecidos pelo Biotério Experimental do Laboratório de 

Toxinologia, do Centro de Ofidismo Profº Paulo Friedrich Bührnheim. Os 

camundongos foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com temperatura 

controlada entre (23-25 ºC), com ciclo de luz de 12 horas, recebendo ração e 

água “ad libitum”.  
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9. CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL MOLECULAR 

 

9.1 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-PAGE 
 

A obtenção do perfil eletroforético SDS-PAGE do veneno foi 

realizado segundo LAEMMLI (1970), utilizando gel de concentração 4% e gel 

de separação a 15%. A montagem dos géis com espessura de 0,75mm foi 

realizada em placas de vidro, de 15 cm x 12 cm.  

As amostras dos venenos foram diluídas em tampão de amostra 

(Tris 0,125 M, SDS 2% e azul de bromofenol 0,05%) em  condições redutoras 

ou não redutoras. As amostras aplicadas nos géis na concentração 30 µg, 

foram submetidas a eletroforese com corrente elétrica constante de 500V e 50 

mA por gel. A corrida eletroforética foi desenvolvida a 10° C, em solução 

tampão de corrida (Tris-HCl 0,025 M, pH 8,3, Glicina 0,192 M e SDS 0,1%).  

Os géis foram corados com Coomassie Blue R-250 a 0,02% e 

descorados com solução de ácido acético, metanol e água na proporção de 

1:5:4 (v/v) overnight.  Os géis foram escaneados e analisados no sistema 

Image Master 2D  Platinum 6.0 da Amersham Biosciences. 

Para coloração com nitrato de prata os géis foram previamente 

lavados com água deionizada por 5 minutos, depois colocados em solução 

fixadora (metanol 50%, ácido acético 12%, formaldeído 0,1%), por 2 horas 

lavados 3X por 10 segundos com etanol 50% em seguida colocados em 

solução de tiossufato de sódio a 0,005% por 1 hora, lavados com água ultra 

pura 3X por 10 segundos, corados com solução reveladora (nitrato de prata a 

0,2% e formaldeído a 0,075%).  

Após a detecção das proteínas, os géis foram colocados em solução 

ácido acético a 5% para parar a reação e escaneados com scanner Image 

Master 2D  Platinum 6.0 da Amersham Biosciences. 
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9.2 ELETROFORESE Tris-Tricina-SDS-PAGE 
 

A eletroforese Tris-Tricina é um sistema de gel de poliacrilamida 

para a separação de proteínas composta com 3 géis de diferentes 

concentrações, gel concentrador 4%, gel espaçador 10% e gel fracionador 

(4%), a metodologia utilizada foi realizada  segundo SCHÄGGER & VON 

JAGOW (1987). Foram colocadas 30 µg das amostras do veneno da serpente 

C.d.ruruima coletadas nos diferentes tempos de incubação (descritas no item: 

6.2) em condições não reduzidas. As amostras do veneno foram dissolvidas 

em tampão de amostra Tris-HCl 0,5 M, (pH 6,8), 0,4ml glicerol, SDS 10% e 

azul de bromofenol a 0,01%. 

A corrida eletroforética foi realizada a 10° C, sob corrente de 20 mA 

e 40V por gel, com tampão catódico superior Tris-Tricina 0,1 M, SDS 0,1%, pH 

8,25 e tampão anódico inferior Tris-HCl 0,2 M, pH 8,9. 

Após a corrida eletroforética, os géis foram corados com Coomassie 

Blue R-250 0,02% em solução de ácido acético, metanol e água na proporção 

de 1:4:5 (v/v) ouvernight por 24 horas. Em seguida, os géis foram descorados 

em solução de ácido acético, metanol e água na mesma proporção. Os géis 

foram escaneados com scanner Imagem Master 2D  Platinum 6.0 da 

Amersham Biosciences. 

 

10. AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS DO VENENO APÓS 

PROCESSO PROTEOLÍTICO 

 

10.1 ATIVIDADE COAGULANTE PLASMA E O FIBRINOGÊNIO 
 

A avaliação da atividade coagulante das amostras do veneno, sobre 

o fibrinogênio bovino, foi realizado segundo THEAKSTON & REID (1983). O 

fibrinogênio bovino (2mg/ml) foi diluído em tampão PBS, pH 7,4, 10 mM. 

Alíquotas de 200 µl foram colocadas para incubar à 37ºC por 30 minutos em 

seguida misturados com 20 µg de cada amostra do veneno citados no item 6.2, 

e foi verificado o tempo de início de formação do coágulo de fibrina. 
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 Para avaliar a atividade coagulante sobre o plasma foi utilizado 200 

µl de plasma humano misturado com 20 µg de veneno e anotado o tempo e 

início de formação do coágulo de fibrina. 

 A atividade foi expressada com o tempo de início da formação do 

coágulo de fibrina induzido pelas amostras do veneno proteolizado com 

respeito ao tempo de início da formação do coágulo induzido pelo controle 

(amostra T0 veneno in natura). 

 

10.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE FOSFOLIPÁSICA A2 
 

A atividade fosfolipásica A2 foi avaliado segundo o método descrito 

por HABERMANN; HARD, 1972; GUTIERRÉZ et al., (1994), utilizando-se 

agarose 1%, emulsão de gema de ovo a 3% (fonte de fosfatidilcolina), tampão 

PBS pH 8,1. A solução foi homogeinizada e aquecida a 60°C e aplicada em 

placas de plástico e deixadas em repouso para gelificar. Em seguida foram 

feitos poços de 3 mm de diâmetro e foram aplicados 10 µg das amostras 

coletadas do veneno de C.d.ruruima em 10 µl NaCl 0,9% de (volume final por 

poço). Após essa etapa foram incubadas a 37 ºC em camara úmida por 24 

horas.   

A atividade fosfolipasica A2 das amostras testadas foi avaliada 

comparando o diâmetro do halo formado pelas amostras do veneno in natura 

com os halos formados pelas amostras do veneno após processo de proteólise. 

   

 

 

 

 

 

 

X 100 % Atividade PLA2 =  __________________________________           Diâmetro halo veneno in natura 
 

Diâmetro halo veneno proteolizado   
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10.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE HEMORRÁGICA 
 

Na avaliação da atividade hemorrágica foram utilizados quatro 

grupos de 3 camundongos, foram utilizados amostras do veneno de 

C.d.ruruima T0, T3, T4 e T6 aplicando-se via intradêrmica com doses de 50 µg 

de veneno por camundongo. Após a aplicação das amostras os camundongos 

ficaram em observação por 2 horas, em seguida os camundongos foram 

anestesiados com éter, depois foi extraída a pele da região abdominal dos 

camundongos. 

Após extração, os halos hemorrágicos foram mensurados com 

paquímetro digital, para avaliar a atividade hemorrágica das diferentes 

amostras do veneno. 

 

10.4 ZIMOGRAMA DA ATIVIDADE PROTEOLÍTICA SOBRE 
FIBRINOGÊNIO E GELATINA 
 

Para determinação da atividade proteolítica do veneno sobre o 

fibrinogênio ou gelatina foi utilizada a técnica de zimograma utilizando 

eletroforese SDS-PAGE segundo LAEMMLI (1970). O substrato fibrinogênio ou 

gelatina (10 mg/ml) foi previamente misturado com acrilamida antes da 

polimerização. Colocou-se 30 µg de veneno por “poço” em tampão amostra 

não reduzido. A corrida realizada a 10 °C e 50 mA por gel. Ao término da 

corrida os géis foram lavados em solução de 2% de Triton-X100 por uma hora 

à temperatura ambiente. 

Em seguida os géis foram incubados a 37 ºC por 24h em tampão 

Glicina 100 mM pH 8,3. Após essa fase os géis foram corados segundo item: 

7.1. A observação das áreas clara no fundo azul do gel indica a atividade 

proteolítica do veneno.  
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10.5  AVALIAÇÃO DA LETALIDADE de 5 DL50  (10 µg) DAS AMOSTRAS 
DO VENENO IN NATURA E PROTEOLIZADO  

 

A dose letal (DL50) de 2 µg/camundongo 20 ± 2 g via intraperitoneal 

para o veneno hemorrágico da serpente C.d.ruruima.foi previamente 

determinada por MUNIZ (2002), segundo a metodologia descrita por 

(FINNEY,1971). 

Foram utilizados dois grupos de 5 camundongos 20 ± 2 g, e 

aplicando-se 5 DL50 de veneno in natura e veneno proteolizado, os 

camundongos ficaram em observação por um período de 24 horas. 

Os camundongos que receberam veneno in natura após 1 horas 

apresentaram sintomas de: respiração ofegante e agitação e após 3 horas 

vieram à óbito.  

Os camundongos que receberam veneno proteolizado após 1 hora 

não apresentaram nenhum sintoma aparente, mais após 6 horas os 

camundongos apresentaram-se ofegantes e agitado e depois de 24 horas 3 

camundongos dos cinco que receberam veneno proteolizado vieram a óbito.    

 

10.6 IMUNIZAÇÃO 
 

A imunização foi realizada, aplicando-se em dois grupos de 8 

camundongos, por via subcutânea o antígeno mais adjuvante em volume final 

de 100 µl por camundongo. As amostras do veneno usado com adjuvante 

foram as de T0 (sem autoproteólise) e T6 (168 h de autoproteólise). As 

amostras foram dissolvidas em tampão PBS pH 7,4, 100 mM.  

Na primeira dose de imunização foi utilizado: adjuvante de Freund 

completo (óleo mineral associado a Mycobacterium tuberculosis), Tween 80 

0,1% e nas outras três doses subseqüente foi utilizado adjuvante de Freund 

incompleto (óleo mineral) e Tween 80 0,1%. As doses do veneno de 

C.d.ruruima administrada foram 25 µg, 50 µg, 75 µg e 100 µg respectivamente.  
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Após 7 dias da aplicação da última dose, os animais foram 

anestesiados com éter e sangrados pelo plexo braquial. O sangue foi coletado 

em tubos de hemólise, deixando em repouso por 20 minutos, em seguida foram 

incubadas por 20 minutos a 37 ºC e depois a 4 ºC por 30 minutos, depois as 

amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm, e em seguida foi 

feita a coleta do plasma hiperimune e armazenado a -20 °C. 

 

10.7 AVALIAÇÃO DA NEUTRALIZAÇÃO DA LETALIDADE DE 5 DL50 

 

Para avaliar a eficácia antigênica imunizante protetora contra a 

atividade letal do veneno, as amostras T0= veneno in natura e T6=168h do 

veneno foram utilizados camundongos segundo item anteriormente descrito. 

Assim, nos camundongos imunizados forma aplicados por via 

intraperitoneal dose do veneno in natura de C.d.ruruima, equivalente a 5 DL50, 

10 µg/camundongo. 

Após inoculação da dose desafio do veneno os camundongos 

ficaram em observação por um período de 24 horas anotando-se o número de 

animais vivos. 

   

10.8 AVALIAÇÃO DA NEUTRALIZAÇÃO DA ATIVIDADE COAGULANTE 
SOBRE O PLASMA E O FIBRINOGÊNIO. 

 

A atividade neutralizante das amostras do veneno, sobre o 

fibrinogênio bovino. O fibrinogênio bovino (2mg/ml) foi diluído em tampão PBS, 

pH 7,4, 10 mM. Alíquotas de 200 µl foram colocadas para incubar à 37ºC por 

30 minutos em seguida misturados com 2 µl de soro hiperimune experimental 

T0 e T6, e 20 µg de veneno in natura foi verificado o tempo de início de 

formação do coágulo de fibrina. 

 Para avaliar a atividade coagulante sobre o plasma foi utilizado 200 

µl de plasma humano misturado com 20 µg de veneno e 2 µl de soro 

hiperimune experimental, foi anotado o tempo e início de formação do coágulo 

de fibrina. 
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 A atividade foi expressada com o tempo de início da formação do 

coágulo de fibrina induzido pela amostra do veneno in natura com respeito ao 

tempo de início da formação do coágulo. 

 

11. ANALISE IMUNOQUÍMICO 

 

11.1 “WESTERN BLOTTING” 

 

Foi utilizado para analisar as toxinas (antígenos) das amostras do 

veneno que interagem com o antiveneno (anticorpo). O antiveneno anticrotálico 

utilizado foi de origem equina, e crotálico, contra o veneno de C.d.terrificus.  

Após eletroforese Tris-tricina SDS-PAGE segundo item 7.1.1 com 30 

µg das amostras do veneno de C.d.ruruima as proteínas de transferência foram 

transferidas sob corrente constante para membrana de nitrocelulose, de acordo 

com a técnica descrita pos TOWBIN et al. (1979). O gel foi colocado na 

sequência: suporte suprote de plástico perfurado, folha de espuma, 2 folhas de 

papel filtro cortadas no tamanho do suporte, gel Tris-Tricina, a membrana, a 

membrana de nitrocelulose, 2 folhas de de papel de filtro do tamanho do 

suporte, folha de espuma e suporte perfurado. 

A transferência em “Western Blot” foi realizada com 260 mA, 100 W 

e 500 V, por 3 horas em tampão de transferência Tris-Glicina-metanol. Após a 

transferência da região do ânodo para o cátodo (membrana de nitrocelulose), 

retirou-se a membrana de nitrocelulose e foi corada com “Ponceau-S”, para 

avaliar a eficiência da transferência das proteínas, e a membrana foi lavada 

com água ultra pura ate sair o “Ponceau-S”. 

Logo, colocou-se solução bloqueadora Tris-Salina-Tween 20 (TBS-

T) com leite desnatado em pó “Molico” a 5% por 2 horas a temperatura 

ambiente e agitação constante. Após o bloqueio, as membranas foram lavadas 

três vezes TBS-T por 15 minutos cada, a seguir, as membranas foram 
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incubadas por 1 hora e 30 minutos, temperatura ambiente, com antiveneno 

anticrotálico em Tris-Salina (TBS), na proporção 1:1000. 

Após a reação do anti-veneno com veneno, as membranas foram 

lavadas três vezes por 5 minutos cada, e foram incubadas por 2 horas a 

temperatura ambiente sob agitação constante em solução de TBS mais 

conjugado anti-IgG de cavalo e peroxidade (Sigma Co.®, USA) na solução de 

1:200 

Após a reação do conjugado com anticorpo, as membranas 

passaram por 3 lavagens com TBS-T por 5 minutos cada. A solução de TBS 

com 8,3% de 4-cloro 1α-naftol (substrato cromógeno), 0,14% de peróxido de 

hidrogênio e 0,57% de metanol foi aplicada sobre as membranas sob agitação 

constante protegidas da luz do meio ambiente, permitindo que as bandas de 

proteínas que se ligaram ao anticorpo fosse revelado. 

 

 

11.2 TESTES ESTATÍSTICOS  
 

Para a análise estatística será utilizado o teste T Student e a análise 

de variância (ANOVA), com níveis de probabilidades menores que 5% (p < 

0,05). 
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12. RESULTADOS 
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12.1 ELETROFORESE SDS-PAGE 
 

De acordo com o tempo de proteólise o perfil eletroforético do 

veneno da serpente Crotalus durissus ruruima revelou mudanças nas 

intensidades de proteínas detectadas, sugerimos que este fato esta 

relacionado ao processo de clivagem das ligações peptídicas causadas pelas 

toxinas proteolíticas, Serinoproteases e Metaloproteases, presentes no veneno. 

Tal fato pode ser observado pela intensidade das bandas que vão de 

50 KDa e 10 KDa. Nos géis figura 8,9 e 10 podemos observar, que com o 

decorrer do tempo de proteólise o perfil do veneno muda quando comparado 

com a amostra controle T0 = veneno in natura que não sofreu proteólise. 

As proteínas nos géis figuras 8,9 e 10 apresentam variação na 

massa molecular, de 200 KDa a 10 KDa e na intensidade. No gel da figura 8 

são detectadas as proteínas de 20 KDa e 10 KDa para o tempo T0= (zero h) e 

T1=3h em quanto nos géis das figuras 9 e 10, estas não foram detectadas. 

As proteínas de 50 KDa na amostra tempo T6=168h nos géis das 

figuras: 8,9 e 10 não foram detectadas devido ao processo de proteólise, 

causado pelas serinoproteases e/ou metaloproteases que clivaram as ligações 

peptídicas. 

 Isto sugere que sua estrutura molecular teve sua massa molecular 

reduzida, gerando peptídeos com massas molecular abaixo de 10 KDa, que 

não foram detectados no gel. 

 No gel da figura 10 corado com nitrado de prata foram detectadas 

proteínas que variam de 200 KDa a 14 KDa. Sugerimos que a detecção das 

proteínas de 200 KDa e 100 KDa para os tempos T0=(zero h) ao tempo 

T5=72h  esta relacionada a maior sensibilidade do corante para detectar 

proteínas em baixas concentrações.  

  Assim, sugerimos que com o processo proteolítico as proteínas 

tiveram suas ligações peptídicas quebradas consequentimente o estado 

conformacional da proteína in natura foi alterado. 
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Figura 8. Perfil eletroforético SDS-PAGE em condições não 
redutoras das amostras do veneno de Crotalus durissus ruruima 
30 µg por poço em diferentes intervalos de autoproteólise de 
incubação a 37°C, Tampão Glicina 100 mM pH 8,3.  T=0(veneno 
in natura), T1=3h, T2=6h, T3=24h, T4=48h, T5=72h, T6=168h. 
Gel corado com Coomassei Blue R-250 a 0,02%.  

50 KDa 

 

30 KDa 

 14 KDa 

 

10 KDa 

23 KDa 

20 KDa 
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Figura 9. Perfil eletroforetico SDS-PAGE do veneno de 
Crotalus durissus ruruima 30 µg por poço em diferentes tempos 
de autoproteólise, incubação a 37°C das amostras em Tampão 
Glicina 100 mM, pH 8,3 em condições redutoras. T=0(veneno in 
natura), T1=3h, T2=6h, T3=24h, T4=48h, T5=72h, T6=168h. Gel 
corado com Coomassei Blue R-250 a 0,02%. 
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Figura 10 Perfil eletroforético SDS-PAGE do veneno de 
Crotalus durissus ruruima 10 µg por poço em diferentes tempos 
de proteólise de incubação a 37°C das alíquotas em Tampão 
Glicina 100 mM, pH 8,3 em condições redutoras. T=0(veneno in 
natura), T1=3h, T2=6h, T3=24h, T4=48h, T5=72h, T6=168h. Gel 
corado com Nitrato de prata. 
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12.2 ATIVIDADE COAGULANTE SOBRE FIBRINOGÊNIO E PLASMA.  
 

Os resultados do gráfico 1 apresentam o tempo de início de 

formação do coágulo de fibrina, causado pelo consumo de fibrinogênio pelas 

amostras do veneno obtido em diferentes intervalos de tempo de incubação. 

Devido ao processo proteolítico das toxinas causado pelas proteases 

endogenas, sugerimos que com o decorrer do processo as ligações peptídicas 

presentes nas serinoproteases são clivadas alterando assim sua estrutura 

conformacional, processo que inicialmente diminui a atividade delas. 

Mas com o decorrer do processo possivelmente mais ligações 

peptídicas são quebradas induzindo assim um arranjo na 

estrutura/conformação das moleculas causando aumento da atividade 

enzimatica sobre o substrato (Amostra T6) 

Analise estrutura/função das serinoproteases purificadas da amostra 

T6, poderiam ou não carraborar essa hipotese. 

 

 

 

 

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                  Amostras do veneno 

 
Gráfico 1 Tempo de início da atividade coagulante sobre o 
Fibrinogênio bovino, 10 µg de veneno de Crotalus durissus ruruima 
tampão PBS pH 7,2 a 37°C dos tempo T0, T1=3h,T2=6h, 
T3=24h,T4=48h, T5=72h, T6=168h.  
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O gráfico 2 demonstra que o processo de proteólise do veneno 

aumenta o intervalo de tempo de início da formação do coágulo, isto sugere 

que o tempo de incubação a 37 ºC do veneno de Crotalus durissus rurima fez 

com que o mesmo sofresse destruição causado pelas proteases presentes no 

veneno, com isso as toxinas trombina-símiles teverm seu estado 

conformacional alterado perdendo parte de sua estrutura e a atividade 

biológica, fazendo com que o tempo de formação do coágulo fosse 

aumentando. 

A perda da atividade biológica também estar relacionada com a 

interação de inibidores de serinoproteases do plasma com as serinoprotease 

do veneno que sofreram atividade proteolítica e a desnaturação de 

estrutura/confrmação das toxinas do veneno. 

 

 

T0           T1              T3          T6 
 

Tempo de início 
da formação do 
coágulo 

Amostras do veneno 
 

Gráfico 2 Tempo de início da atividade coagulante sobre o plasma humano, 10 µg de 
veneno de Crotalus durissus ruruima tampão PBS pH 7,2 a 37°C dos tempo T0, 
T1=3h, T3=24h, T6=168h.  
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12.2.1 ATIVIDADE FOSFOLIPÁSICA APÓS PROCESSO DE PROTEÓLISE 

 

Para avaliar a atividade fosfolipásica A2 após o processo de 

proteólise foi utilizado o método descrito por HABERMANN & HARD, 1972; 

GUTIERRÉZ et al., (1994). Foi utilizado 10 µg do veneno de Crotalus durissus 

ruruima das amostras de diferentes intervalos de tempo de proteolise citados 

no item: 6.2 

    
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Atividade fosfolipásica A2 do veneno de Crotalus durisus ruruima, 10 µg por 
poço, Agarose 1%, emulsão de gema de ovo 3%, em tampão PBS pH 8,1 0,04 mM.   

 
T0           T1         T2          T3           T4          T5           T6        T0         
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O gráfico 3 demonstra a atividade fosfolipásica A2 em função do 

processo proteolítico.  

Os resultados da (figura 11 e gráfico 3) mostram a variação da 

atividade fosfolipásica A2 de aumento e declínio. Isto sugere  que no veneno in 

natura no tempo T0= zero h as PLA2 encontram-se menos ativa quando 

comparada com as amostras dos tempos T1=3h a T3=24h. É possível que nas 

amostras T1 eT3 existam maior quantidade de PLA2 do veneno.  

Mas na amostra T6=168h, a estrutura conformacional das fosfolipases 

A2 foi alterada de forma negativa pelo processo de proteólise, aumentando a 

perda da atividade enzimática. 

 

 

 

 

T0    T1    T2    T3    T4    T5    T6 

                        Amostras do Veneno 
 

Gráfico 3 Média dos halo em (mm) da atividade fosfolipásica A2 de Crotalus 
durissus ruruima, 10 µg de veneno Agarose 1%, emulsão de gema de ovo 3%, 
em tampão PBS 0,04 mM, pH 8,1   
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12.2.2 ATIVIDADE HEMORRÁGICA APÓS PROCESSO DE PROTEÓLISE 

 

A figura 12 e gráfico 4 mostra que no tempo T0= veneno in natura 

pode-se constatar atividade hemorrágica, e no decorrer do processo de 

proteólise, o veneno vai perdendo essa atividade de induzir hemorragia. Isso 

sugere que as metaloproteases vão perdendo sua estrutura nativa. No tempo 

T6=168h a atividade hemorrágica não foi constatada, sugerimos que o 

processo de proteólise causado pelas enzimas proteolíticas endógenas clivou a 

maioria das metaloproteases e as poucas que restaram não foram o suficiente 

para induzir um quadro hemorrágico. 

 

 

  

                         

 

                          

 

 

           

 

 

 

Figura 12 Atividade hemorrágica em camundongos Mus musculus, com aplicação das 
amostras do veneno tempos T=0, T3=24h, T4=48h, T6=168h intradêrmica (dose 
desafio 50 µg do veneno nos camundongos).   

        T0                          T3                          T4                           T6 
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12.2.3 ZIMOGRAMA DA ATIVIDADE SOBRE  FIBRINOGÊNIO/ GELATINA 

No perfil do zimograma da atividade proteolítica sobre o fibrinogênio 

figura 13 foram detectadas três isoformas de trombina-símile com um perfil 

diferenciado para cada amostra coletada segumdo o temp de incubação a 37 

ºC. 

Na amostra T0= veneno in natura foram detectadas três isoformas de 

trombina-símilie, nas demais amostras após processo de proteólise estas 

também foram detectadas mais com uma variação da atividade enzimática e 

proteolítica delas sobre o fibrinogênio. 

Essa intensidade detectada, sugere estar relacionada ao processo 

proteolítico, pois no veneno in natura as serinoproteases ainda não se 

encontram totalmente ativas e após a proteólise essas proteases do veneno 

tem sua estrutura conformacional/molecular modificada devido à quebra das 

ligações peptidicas das trombinas-símile contribuindo possívelmente as 

variações na atividade delas. Mas para o perfil da amostra T6, sugere que a 

 
                    Amostras do veneno 

Gráfico 4 Atividade hemorrágica VS proteólise, 50 µg veneno.  
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trombina-símile de 35 KDa é a que perde mais rapidamente a atividade 

proteolitica sobre o fibringênio. 

Com o decorrer do processo de proteólise sugerimos que as três 

isoformas vão sofrendo clivagens nas ligações peptídicas e a sua estrutura  

molecular sofre alterações da atividade sobre o fibrinogênio diminui (figura 13). 

 

 

        

             

                  

 

 

 

 

Segundo o perfil do zimograma da (figura 13), em todas as amostras 

foram detectadas atividades proteolíticas sobre a gelatina. 

As toxinas detectadas com atividade proteolítica sobre a gelatina foram 

de 100 KDa e de 50 KDa sendo a amostra T0= veneno in natura apresetou 

maior atividade gelatinolítica, não foi detectada, de forma qualitativa 

35 KDa 

25 KDa 

20 KDa 

Figura 13 Zimograma da atividade proteolítica sobre o 
fibrinogênio bovino das amostras do veneno de Crotalus 
durissus ruruima 30 µg por poço em diferentes intervalos de 
autoproteólise após incubação a 37°C. T=0(veneno in natura), 
T1=3h, T2=6h, T3=24h, T4=48h, T5=72h, T6=168h. Gel corado 
com Coomassei Blue R-250 a 0,2%. 

T0      T1       T2       T3       T4        T5        T6 
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(observação visual), diferenciação na atividade gelatinase nas amostras do 

veneno avaliadas. 

 

 

 

                       T0        T1        T2       T3        T4      T5     T6 

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os dados obtidos, segundo ao perfis do zimograma sobre o fibrinogênio 

bovino e a gelatina, nos sugere que tanto as serino como as metaloproteases 

são enzimas resistentes à atividade proteolítica do veneno, embora exista 

perda dessas atividade após um longo processo de proteólise do veneno pelas 

proteases endogenas. 

 

 

200 KDa 

 

100 KDa. 

 50 KDa 

 

Figura 14 Zimograma da atividade proteolítica sobre a gelatina 
das amostras do veneno de Crotalus durissus ruruima em 
diferentes intervalos de autoproteólise após incubação a 37°C.  
T=0(veneno in natura), T1=3h, T2=6h, T3=24h, T4=48h, 
T5=72h, T6=168h. Gel corado com Coomassei Blue R-250 a 
0,2%. 
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12.3 NEUTRALIZAÇÃO PELOS SOROS HIPERIMUNES EXPERIMENTAIS 
DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS DO VENENO IN NATURA 
 
12.3.1 NEUTRALIZAÇÃO DA ATIVIDADE SOBRE FIBRINOGÊNIO E 
PLASMA. 
 

A neutralização da atividade coagulante para o plasma e o 

fibrinogênio seguem os mesmos procedimentos citados no item: 18.1 mais com 

a adição de soro hiperimune de camundongos em proporções 1:1, 1:2 e 1:3        

Foram realizados testes para constatar a eficácia do soro hiperimune 

produzido nos camundongos que foram imunizados com a amostra do veneno 

na sua forma nativa T0= zero h ou veneno proteolizado T6=168h.  

Segundo os gráficos 6 os resultados obtidos sugerem que não 

houve diferença na indução da resposta imune humoral (produção de 

anticorpos) contra serinoproteases presentes no veneno de C.d.ruruima 

quando foram usados como antígenos o veneno in natura (T0) e o veneno 

proteolizado com 1 semana (T6). 

Isto sugere que o processo de proteólise preserva epítopos nas 

toxinas das serinoproteases do veneno, que apresentam a capacidade de 

induzir uma boa resposta imune. 
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O gráfico 5 representa a eficácia neutralizante entre os soros 

hiperimunes do plasma  descritos acima, onde o soro hiperimune T6 

apresentou uma boa resposta ao efeito coagulante sobre o plasma e o soro T0 

obteve uma resposta imune moderada pois houve a formação do coágulo em 

um menor intervalo de tempo, enquanto T6 a formação do coágulo teve seu 

início de formação em um maior intervalo de tempo. 

Isto sugere que após o processo proteolítico das toxinas presentes 

nas amostras do veneno de C.d.ruruima os epítopos presentes fizeram com 

que o sistema imune obtivesse uma melhor resposta imune.     

 

 

 

 

 

       1:0             1:1          1:2          1:3 

                     Veneno/Soro hiperimune 

Grafico 5 Veneno in natura, soros hiperimunes T0, T6 , fibrinogênio bovino  
reação 1:0 veneno e fibrinogênio bovino, 1:1, 1:2, 1:3 veneno in natura, 
fibrinogênio e soro T0 e soro T6. 
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12.3.2 NEUTRALIZAÇÃO DA LETALIDADE 
 

A neutralização da letalidade foi realizada segundo método descrito 

no item: 10.1 para avaliar a letalidade, foram imunizados 2 grupos com quatro 

camundongos cada um com antígeno T0 e outro com antígeno T6. Nos 

camundongos imunizados foram aplicadas 5 DL50 do veneno por camundongo 

via intraperitoneal. Após essa etapa os camundongos ficaram em observação 

por 24 horas para avaliar o número de camundongos vivos. 

 

 

 

 

          1:0                                    1:1             

                      Veneno: Soro hiperimune 
 
Grafico 6 Veneno in natura, soros hiperimunes T0, T6 , plasma humano reação 
1:0 veneno e plasma, 1:1 veneno in natura e soro T0 e soro T6. 
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Tabela 2 Dose desafio 5 DL50  de veneno da serpente C.d.ruruima 10 
µg/camundongo via intraperitonal . 

 

 

 

  

Os resultados da neutralização para os dois grupos mostraram que 

os camundongos imunizados com antígenos T0 não resistiram à dose desafio 

(5 DL50) vindo a óbito todos os camundongos, enquanto o grupo de 

camundongos imunizados com antígenos T6 sobreviveram, e resistiram a dose 

desafio (5 DL50), sugerimos que o grupo imunizado com antígeno T0 tiveram 

uma baixa produção de anticorpos pois o antígeno T0 apresenta no seu 

constituinte mais de 50% de crotoxina, uma toxina que inibe a resposta imune. 

E o grupo imunizado com antígeno T6 apresenta toxinas proteolizadas 

inclusive a crotoxina maior constituinte do veneno. 

Após a inoculação do veneno in natura de C.d.ruruima 10 µg nos 

camundongos imunizados com antígenos T0 ou T6, apresentaram reações 

diferentes. Com 1 hora de observação os camundongos do grupo T0 

apresentavam-se agitados com respiração ofegante, enquanto o grupo T6 

caminhava normalmente comendo ração e tomando água, com 8 horas de 

observação o grupo T0 apresentava reações de falta de ar pela atividade pré-

sináptica da crotoxina que bloqueia a liberação da acetilcolina, um 

neurotransmissor responsável de enviar mensagens dos neurônios para 

contração muscular. Após 10 horas de observação todo o grupo T0 veio a óbito 

enquanto o grupo T6 permaneceu vivo sem apresentar nenhuma das 

características descritas para o grupo T0.    

Os dois grupos de camundongos imunizados, T0 e T6 tiveram uma 

resposta imune diferente, pois o sistema imune produz anticorpos específicos 

para cada antígeno, o grupo T0 teve uma resposta especificas para as toxinas 

 
Veneno 10 µg N° Vivos 

Grupo T0 4 camundongos *** 

Grupo T6 4 camundongos 4 

Dose desafio 5 DL50 = 10 µg/camundongo 
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in natura, o sistema imune apresentou uma baixa produção de anticorpos, os 

camundongos não resistiram à dose desafio vindo a óbito. 

Para o grupo imunizado com T6, foram imunizados com toxinas 

proteolizadas com isso os anticorpos produzidos para as proteínas 

proteolizadas com menor toxicidade, os camundongos tiveram uma melhor 

resposta imune, pois o processo proteolítico clivou as toxinas, formando 

peptídeos, mas foram preservados os epítopos para induzir uma boa resposta 

imune.    

 

13. ANÁLISE IMUNOQUÍMICO 

 

13.1 “WESTERN BLOTTING” 
 

        

 

                      

 

 

 

 

 

Figura 16 Imunoperfis do veneno de Crotalus 

durissus ruruima não reduzidos com 
anticorpos policlonais do soro anticrotálico de 
cavalo (INSTTUTO BUTANTAN). 

Figura 15 Perfil eletroforético Tris-tricina 
SDS-PAGE com glicerol após deferentes 
intervalos de tempo de incubação a 37˚C , 
das amostras do veneno de Crotalus 
durissus ruruima 30 µg com tampão glicina 
em condições não redutoras: T0=zeroh, 
T1=3h, T2=6h, T3=24h, T4=48h, T5=72h, 
T6=168h. Gel corado com Coomassei Blue 
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Para análise com Western Blotting, as amostras foram previamente 

submetidas a eletroforese SDS-PAGE Tris-Tricina segundo a figura 15. 

No veneno de Crotalus durissus ruruima podemos observar que os 

anticorpos do soro anticrotálico (INSTITUTO BUTANTAN) reconheceram no 

veneno tanto, in natura e após processo de proteólise, as toxinas com massa 

molecular estre 10 e 100 kDa. 

Sugerimos que no veneno proteolizado epitopos lineares e/ou 

conformacionais com a capacidade de induzir a produção de anticorpos são 

preservados. 

Isto sugere que epitopos lineares e/ou conformacionais que foram 

preservados na amostra T6, veneno proteolizado, são suficientes para produzir 

a produção de anticorpos neutralizantes da atividade letal do veneno de 

C.d.ruruima. 

A vantagem desse antígeno proteolizado com respeito ao antígeno 

in natura é que induz uma melhor resposta imune humoral com baixa 

toxicidade.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 

14. DISCUSSÃO 
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As proteínas no seu estado conformacional biológicamente ativas 

regulam as funções das células. Uma característica notável das proteínas é a 

sequencia de aminoácidos alinhados e enovelados que podem formar 

diferentes classes de estrutura das proteínas. (Haian Fu et al., 2000). 

 As toxinas in natura presentes no veneno de Crotalus durissus ruruima 

apresentaram atividades coagulante, hemorrágica, neurotoxica e proteases das 

classes das serino e metaloproteases, com a capacidade de realizar a quebra 

das ligações peptídicas diminuindo as atividades das toxinas. 

 No presente trabalho o veneno de C.d.rurima foi submetido ao processo 

de proteólise por 168 h em tampão glicina pH 8,3, 100 mM. No decorrer do 

processo proteolítico, ligações peptídicas das toxinas foram quebradas pelas 

proteases endógenas diminuindo a neurotoxicidade e outras atividades 

biológicas do veneno. 

Lopéz-Lozano et al (2002), submeteu o veneno e B.atrox ao processo de 

proteólise e constatou que houve uma mudança na massa molecular das 

proteínas presentes no veneno. 

O veneno de C.d.ruruima do presente trabalho foi submetido ao 

processo de proteólise, e apresentou um perfil diferenciado, quando 

comparado com o veneno in natura onde o processo de proteólise quebrou as 

ligações peptídicas modificando a estrutura/conformação e alterando a 

atividade biológica do veneno, sugerindo que o processo proteolítico também 

altera o veneno crotálico como já observado com o veneno de B.atrox. 

Fox e Serrano (2005), sugerem que metaloproteases do veneno das 

serpentes chamadas de pré-enzimas não apresentam atividade biológica mas 

quando clivadas por outras proteases ativas as tornam ativas. 

Segundo os resultados obtidos, houve em algumas amostras segundo 

tempo de incubação, um aumento das atividades da fosfolipase A2 e da 

trombina-símile no veneno proteolizado; isto sugere que toxinas enzimáticas 

das classes acima descritas que inicialmente estiveram inativas foram ativadas 

pelo processo de proteólise. Possivelmente essas atividades podem estar 
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relacionadas por mudanças da estrutura/conformação das enzimas PLA2 e 

trombinas-símile que inicialmente já apresentavam atividade enzimática. 

Apesar do longo período de indução de proteólise, ainda foi detectada 

atividades das serinoproteases (trombina-símile) e das metaloproteases 

(atividade gelatinase). Assim os dados sugerem que pode haver isoformas de 

ambas proteases que são resistentes ao processo proteolítico. 

 

No caso das metaloproteases, é importante salientar que houve perda 

da atividade hemorrágica, mas preservando a atividade proteolítica (zimograma 

da gelatina), sugerindo que a região das proteases que participa da atividade 

do processo hemorrágico é mais fácil de ser destruída pelas proteases 

endógenas do veneno. 

 Quando o organismo é exposto pela primeira vez a um antígeno 

ele desencadeia uma resposta imune chamada antigenicidade. 

 O linfócito T reconhece o antígeno que no presente trabalho são as 

amostras do veneno de C.d.ruruima T0 e T6, onde as células apresentadoras 

de antígenos (APCs) realizam a degradação do antígeno reduzindo à epítopos, 

que em seguida são apresentados aos linfócitos T auxiliadores (células CD4), 

que desencadeiam a produção de linfócitos B. Uma vez reconhecidos os 

epítopos, os linfócitos B desencadeiam a resposta imune aos antígenos 

exógenos, produzindo no primeiro contato anticorpos de classe IgM, e a partir 

de um segundo contato anticorpos da classe IgG (FEILI-HARIRI et al., 2005). 

 Assim para gerar uma resposta humoral especifica contra uma antígeno 

protéico, só e necessário uma parte dele: o epítopo. 

Estudos relacionados à composição do veneno das serpentes do gênero 

Crotalus da America do Sul demonstram que o maior constituinte do veneno é 

a neurotoxina Crotoxina (CTX), descrita pela primeira vez por Slotta; Fraenkel-

Conrat (1938). 

A crotoxina maior constituinte do veneno é um bloqueador pré-sináptico 

que impede a liberação da acetilcolina, um neurotransmissor que estimula a 
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contração da musculatura esquelética (HAWGOOD; SÁ 1979; BON et al., 

1979). 

Estudos relatam que a crotoxina in natura age sobre as células do 

sistema imune inibindo a resposta imunológica (SAMPAIO et al., 2001). 

A crotoxina in natura tem efeito inibitório na resposta imune humoral por 

inferir com a síntese de anticorpos das classes imunogobulinas IgG, 

(CARDOSO; MOTA. 1997), e a crotapotina inibe a produção de linfócitos T 

(GARCIA et al., 2001). 

No presente estudo foi avaliada a produção de anticorpos gerados pelo 

contato de antígenos (epítopos) apresentados ao sistema imune pelo veneno in 

natura e/ou proteólizado do veneno de C.d.ruruima.   

Os camundongos foram expostos ao antígeno T0 (in natura) e T6 

(proteolizado), para a indução da resposta imune. 

No teste de neutralização da letalidade os camundongos que foram 

imunizados com antígeno T0 e que, receberam a dose desafio de 5 DL50, estes 

não resistiram e vieram a óbito observando-se uma forte dificuldade de respirar 

devido a ação bloqueadora pré-sináptica da crotoxina inibindo a liberação do 

neurotransmissor acetilcolina. 

A morte dos camundongos sugere uma baixa produção de anticorpos 

neutralizantes da atividade neurotóxica do veneno, efeito produzido pelo 

bloqueio da resposta imune pela crotoxina in natura. 

Os resultados observados sugerem que os camundongos imunizados 

com T0 não produziram um plasma experimental com boa taxa de anticorpos, 

devido a ação da crotoxina e da crotapotina que inibiram a produção de 

anticorpos e a produção de linfócitos T, dessa forma todos os camundongos 

foram a óbito. 
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Já os camundongos que foram imunizados com T6, os antígenos 

apresentaram sua estrutura/conformação alterada e devido a esse fato com 

uma baixa toxicidade neurotóxica. Assim o maior constituinte do veneno, a 

crotoxina, apresenta-se com sua estrutura/conformação modificada devido ao 

processo de proteólise do veneno, diminuindo assim sua função biológica, mas 

foram preservados e/ou gerados epítopos lineares, conformacionais e neo-

epítopos que foram reconhecidos pelo sistema imune levando à produção de 

mais anticorpos neutralizantes da atividade letal da dose (10 µg) do veneno 

utilizado. 

A utilização de doses maiores de veneno poderia nos fornecer dados 

para conhecer a real potência neutralizante da atividade letal do plasma 

hiperimune experimental obtido, utilizando como antígeno o veneno 

proteolizado de C.d.ruruima já que os camundongos imunizados com esse 

antígeno foram melhor protegidos da atividade letal do veneno e não foram a 

óbito. 

Embora os dados experimentais obtidos sugerem que o veneno 

proteolizado apresenta-se como melhor antígeno quando comparado com o 

veneno in natura, precisa-se mais dados experimentais para estabelecer o real 

potencial biotecnológico do veneno hemorrágico proteolizado de C.d.ruruima 

para a produção de soros anticrotálicos mais potentes e/ou para o 

desenvolvimento de vacinas para uso veterinário e/ou humano.  

 

 

 

  

 

 

 



62 

 

15. CONCLUSÃO 
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● O perfil molecular do veneno de C.d.ruruima, nas condições redutoras ou não 

redutoras após processo de proteólise pelas proteases endógenas metalo e 

serinoproteases em tampão glicina pH 8,3, apresentou diferenças quantitativas 

nas proteínas de 50 KDa, 30 KDa e 14 KDa, sugerindo perda da estrutura pela 

quebra de ligações e com a liberação de peptídeos. 

 

● No processo de proteólise do veneno, as serino e metaloprotease de 

C.d.ruruima apresentaram perda de atividade biológica devido a quebra das 

ligações peptídicas alterando a estrutura/conformação delas. 

 

● A proteólise “in vitro”, segundo o tempo de incubação a 37 ºC leva a perda, 

total das atividades fosfolipásicas A2 e hemorrágica e parcial das atividades 

neurotóxica e letal.     

 

● O veneno hemorrágico proteolizado usado como antígeno, induz uma melhor 

resposta imune humoral com a produção de plasma hiperimune com maior 

eficácia neutralizante da atividade letal quando comparado com a resposta 

imune humoral induzido pelo veneno in natura.  

 

● A proteólise do veneno hemorrágico pode apresentar e/ou gerar epítopos 

e/ou lineares, conformacionais com a capacidade de induzir uma boa resposta 

imune humoral na produção de anticorpos neutralizantes das atividades 

biológicas do veneno crotálico. 

  

● A destruição da crotoxina pelo processo proteolítico, diminui o efeito letal e 

neurotóxico do veneno, mas potencializa uma boa resposta imune humoral.  
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