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RESUMO 

 

OLIVEIRA, I. S. Proteoma de peçonhas de serpentes Crotalus durissus collilineatus: 

análise de variações individuais. 2016. 126f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016. 

 

As peçonhas ofídicas apresentam uma grande diversidade de componentes proteicos e estes 

podem variar dependendo de diversos fatores, como espécie, hábitos alimentares e 

comportamentais, ontogenia e até mudanças sazonais. Este alto grau de variabilidade pode 

levar a mudanças na fisiopatologia do envenenamento ofídico. No Brasil, as serpentes da 

espécie Crotalus durissus são capazes de habitar várias regiões do país e sua peçonha está 

sujeita a variabilidade, levando a uma grande dificuldade no tratamento do envenenamento, 

que é realizado por infusão do soro antiofídico. O estudo proteômico permite conhecer os 

componentes expressos pela glândula de peçonha. Sendo assim, este trabalho teve como 

objetivos realizar uma análise comparativa das diferenças intraespecíficas na composição 

proteica das peçonhas de 22 espécimes de Crotalus durissus collilineatus através de técnicas 

ômicas, avaliar a capacidade neutralizante do soro antiofídico produzido pelo Instituto 

Butantan contra essas peçonhas, avaliar a atividade hialuronidásica de cada peçonha e 

comparar as alterações bioquímicas e imunológicas de camundongos após o envenenamento 

crotálico experimental. Para isto, as peçonhas de 22 serpentes da espécie C. d. collilineatus, 

da região de Catalão – GO, foram fracionadas em uma coluna de fase reversa C-18 acoplada a 

um sistema de cromatografia líquida rápida de proteínas e analisadas por eletroforese em gel 

de poliacrilamida e métodos de espectrometria de massas. Inicialmente, foi observado que as 

peçonhas destas 22 serpentes variaram entre as cores branca e amarela. Os perfis 

cromatográficos foram semelhantes, entretanto, apresentaram diferenças qualitativas e 

quantitativas significativas de alguns componentes, por exemplo, apenas duas das peçonhas 

apresentaram a proteína crotamina. Outros componentes previamente relatados em outros 

estudos também foram identificados, como, o complexo da crotoxina, serinoproteases, 

metaloproteases e convulxina. Pela primeira vez foi possível evidenciar por técnicas 

proteômicas alguns componentes para a subespécie C. d. collilineatus, como: fator de 

crescimento neural, enzima conversora de angiotensina, fosfodiesterase, 5’-nucleotidase, 

carboxipeptidase, glutaminil ciclase, glutationa peroxidase, NADH desidrogenase e 

fosfolipase B. Através do método de ELISA, constatou-se que o soro anticrotálico produzido 

pelo Instituto Butantan foi capaz de reconhecer todas as peçonhas utilizadas, embora algumas 

frações isoladas não tenham sido reconhecidas com tanta eficácia. A atividade hialuronidásica 

também foi avaliada, evidenciando que as peçonhas de algumas serpentes não apresentaram 

atividade detectável desta enzima. Por fim, o envenenamento crotálico experimental em 

camundongos Balb/c revelou que peçonhas diferentes são capazes de produzir alterações 

bioquímicas e imunológicas distintas. Assim, as vítimas do envenenamento podem necessitar 

de tratamentos diferenciados. Este trabalho mostrou que existem variações intraespecíficas 

importantes nas peçonhas de C. d. collilineatus, sendo que algumas podem ser mais 

miotóxicas que outras, evidenciadas por induzirem grandes aumentos dos níveis de creatina 

quinase. Além disso, este estudo proteômico revelou a presença de novos componentes 

proteicos na peçonha de C. d. collilineatus, contribuindo significativamente para o 

conhecimento de sua composição. Adicionalmente, estes dados indicam que quanto mais 

diversificado for o pool de peçonhas utilizado para a imunização de cavalos, melhor será o 

soro anticrotálico produzido, de forma que o único tratamento para este acidente seja ainda 

mais eficaz. 

Palavras-chave: Crotalus durissus collilineatus, peçonha de serpente, proteoma, venômica, 

variações individuais. 
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1.1. Toxinas naturais e aplicações 

 

 Desde o início da história da humanidade, os venenos de animais ou plantas têm sido 

amplamente utilizados. Eles eram usados na caça, em guerras e, também, para assassinatos. 

Portanto, desde a pré-história, plantas, bem como serpentes e outros animais, têm sido 

classificados como perigosos ou não (GALLO, 2008). 

Toxinas naturais, de origem animal ou vegetal, têm sido alvo de pesquisas desde 

épocas mais remotas, devido ao grande interesse em descobrir os mecanismos pelos quais 

esses componentes levam a efeitos tóxicos quando interagem com organismos vivos. Com o 

passar dos anos, esses compostos foram utilizados com diversas finalidades, como armas 

indígenas (secreção da pele de rãs em flechas) e ferramentas moleculares para estudos de 

diversos sistemas biológicos, tornando-se importantes alvos de pesquisa, mesmo quando 

produziam efeitos maléficos. O estudo de suas estruturas e a compreensão de seus 

mecanismos de ação permitiram o desenvolvimento de tratamentos mais efetivos das vítimas 

de envenenamentos, bem como a identificação de substâncias capazes de antagonizá-las 

(CERNI, 2012). 

O interesse do homem por serpentes existe desde a antiguidade, visto que sempre 

tiveram que conviver. Estes animais exerceram enorme fascínio sobre a humanidade desde os 

tempos dos babilônios, estando sempre relacionados às atividades médicas, fazendo parte de 

uma gama de símbolos relacionados à saúde, como é o caso do símbolo da Medicina. Este é 

constituído por um caduceu alado com duas serpentes enroladas. As serpentes, neste caso, são 

símbolos de sagacidade e rejuvenescimento, devido às constantes trocas de pele, além de 

serem consideradas símbolos do bem e do mal, representando a saúde e a doença, 

respectivamente (PRATES, 2002; NASCIMENTO; DE OLIVEIRA RAMOS; 

LICHTENSTEIN, 2006). 

O motivo do fascínio e medo que as serpentes causam nos seres humanos encontra-se 

em sua peçonha. No passado, muitos acreditavam que as consequências da picada de 

serpentes peçonhentas eram forças além da natureza, imaginando que divindades vingativas 

estavam incorporadas às serpentes. Devido à violência dos efeitos causados pela picada 

ofídica, serpentes e suas peçonhas foram envolvidas por superstições e mitos (RUSSELL, 

2001). 

Embora produzam malefícios ao homem, venenos e peçonhas animais são importantes 

ferramentas de estudo, sendo capazes de se ligarem a diversos receptores com grande 

afinidade e especificidade. Peçonhas de serpentes, escorpiões, centopéias, conus e venenos de 
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sapos vêm se destacando em inúmeras aplicações farmacológicas (BALDO et al., 2015; 

HAKIM; YANG; LAI, 2015; ORTIZ et al., 2015; CHAN et al., 2016; MIR et al., 2016). 

As peçonhas de serpentes são misturas complexas, constituídas por componentes 

enzimáticos, lipídeos, proteínas de alta e baixa massa molecular, aminoácidos livres, 

esteroides, histamina, além de outros componentes que têm a capacidade de interagir com 

enzimas, membranas celulares, proteínas de membranas, receptores e canais iônicos de 

diversos organismos (MÉNEZ; STÖCKLIN; MEBS, 2006). 

Toxinas animais também são usadas como fármacos. Da peçonha da serpente 

brasileira Bothrops jararaca foram isolados peptídeos inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (ECA), o que levou ao desenvolvimento de um dos medicamentos mais 

prescritos para o tratamento de hipertensão, o Captopril (FERREIRA; BARTELT; GREENE, 

1970). O Tirofiban e o Eptifibatide são duas drogas antiplaquetárias disponíveis no mercado, 

que foram baseadas em desintegrinas de peçonhas ofídicas (KOH; KINI, 2012). A fibrolase é 

uma metaloprotease isolada de Agkistrodon contortrix contortrix, utilizada como uma droga 

fibrinolítica (BAJWA et al., 1982; RANDOLPH et al., 1992). 

 

1.2. Serpentes peçonhentas no mundo e no Brasil 

  

 As serpentes pertencem à classe Reptilia, ordem Squamata (Opell, 1811) e subordem 

Serpentes (Linnaeus, 1758) (CALDWELL et al., 2015), a qual compreende mais de 3.400 

espécies conhecidas (HSIANG et al., 2015). Habitando diversas partes do globo terrestre, as 

serpentes peçonhentas de importância médica pertencem a 4 famílias (WARRELL, 2012):  

 Atractaspidinae – víboras buraqueiras; 

 Colubridae – cobras arbóreas com presas posteriores; 

 Elapidae – cobras, najas, cobras corais, mambas, serpentes australianas e marítimas; 

 Viperidae – víboras asiáticas, cascavéis americanas e víboras do velho mundo. 

 A designação de “peçonhentos” refere-se a animais que produzem toxinas em 

glândulas especializadas e possuem aparatos capazes de inoculá-las em outro organismo 

(BERNARDE, 2009). Nas serpentes estes aparatos são constituídos por dois dentes 

modificados, que inoculam a peçonha na presa, associados a duas glândulas de peçonha, as 

quais produzem e armazenam as toxinas. Este sistema é utilizado pelas serpentes para se 

defenderem de outros animais, bem como para matar e digerir presas (KARDONG, 1982; 

MELGAREJO; CARDOSO, 2003). 
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No Brasil, foram catalogadas até o momento 10 famílias, 75 gêneros, compreendendo 

392 espécies (COSTA; BÉRNILS, 2015), sendo que destas, apenas três famílias são 

consideradas peçonhentas, a Elapidae, Colubridae e Viperidae. Estas famílias incluem um 

total de 62 espécies, cuja mordida causa acidentes que necessitam de tratamento médico 

(CAMPBELL; LAMAR, 1989; LIRA-DA-SILVA et al., 2009; BERNARDE, 2014).  

Serpentes da família Viperidae podem ser facilmente identificadas por possuírem uma 

cabeça triangular recoberta por pequenas escamas de aspecto semelhante às escamas do 

restante de seu corpo (Fig. 1) (MELGAREJO; CARDOSO, 2003). 

 

         

Figura 1. Serpente da família Viperidae. A espécie Crotalus durissus collilineatus (Arquivo do Laboratório de 

Toxinas Animais – LTA). 

 

 Essas serpentes possuem um aparelho inoculador solenóglifo, ou seja, cada maxila 

possui apenas um dente funcional, sendo este, por sua vez, agudo, grande e oco 

(MELGAREJO; CARDOSO, 2003). Associadas a este aparato inoculador, encontram-se as 

glândulas de peçonha, que se localizam na região pós-orbital. Quando estas glândulas são 

comprimidas por músculos acessórios, a peçonha é injetada na presa (JACKSON, 2007; FRY 

et al., 2008; VONK et al., 2008).  

Incluídas na família Viperidae, estão as subfamílias Viperinae e Crotalinae (WÜSTER 

et al., 2008). A subfamília Crotalinae apresenta a fosseta loreal, um órgão termorreceptor, que 

se localiza entre o olho e a narina da serpente, sendo capaz de detectar pequenas flutuações de 



I n t r o d u ç ã o  | 5 

 

radiação termal, detectando assim a presença e a direção de presas endotérmicas (BULLOCK; 

COWLES, 1952; BAKKEN; KROCHMAL, 2007). 

Esta subfamília é composta por diversos gêneros, dentre eles, Bothrops e 

Bothrocophias, anteriormente denominado apenas Bothrops (FENWICK; EVANS; 

PARKINSON, 2009), Crotalus (WÜSTER; BERNILS, 2011) e Lachesis (FERNANDES; 

FRANCO; FERNANDES, 2004). Esses gêneros podem ser diferenciados pela cauda: o 

gênero Bothrops possui uma cauda simples, sem modificações, apenas com escamas 

subcaudais em pares; o gênero Crotalus, apresenta uma estrutura denominada chocalho ou 

guizo, na terminação da cauda, que produz um ruído quando a serpente se encontra pronta 

para o ataque ou irritada; e o gênero Lachesis tem as últimas escamas subcaudais eriçadas e 

modificadas, que terminam num espinho (MELGAREJO; CARDOSO, 2003). Bothrops e 

Bothrocophias são gêneros que podem ser diferenciados por sua filogenia, entretanto, estudos 

anteriores demonstraram que este tipo de diferenciação não está muito claro, levando a 

incertezas na nomenclatura de espécies de importância médica (CARRASCO et al., 2016).  

As serpentes do gênero Crotalus são, popularmente, conhecidas como cascavéis, 

maracambóia, cobra-de-quatro-ventas (VALLE; BRITES, 2012) e boicininga, ou serpente 

tininte, na língua indígena (AMARALL, 1973). Esse gênero também é caracterizado por ser 

predador ativo, o qual se alimenta de pequenos mamíferos (LEMA; ARAUJO; AZEVEDO, 

1983), pássaros e lagartos (MACARTNEY, 1989). 

No Brasil, as serpentes do gênero Crotalus são representadas apenas pela espécie 

Crotalus durissus, sendo subdividida em 5 subespécies: C. d. collilineatus, que é encontrada 

no centro-oeste, Minas Gerais e São Paulo (norte); C. d. terrificus, na região sul meridional e 

oriental, em zonas altas e secas; C. d. marajoensis, na região da Ilha de Marajó; C. d. ruruima, 

encontrada no norte do país; e C. d. cascavella, em regiões da caatinga do nordeste do país 

(CAMPBELL; LAMAR, 1989; PINHO; PEREIRA, 2001).  

Existe ainda uma sexta subespécie reconhecida por alguns autores, C. d. trigonicus, 

que são encontradas em algumas regiões do estado de Roraima (CAMILLO, 1998; AUTO, 

1999). Entretanto, as alterações climáticas, sucessões vegetais, bem como atividades 

humanas, podem levar a mudanças na distribuição/abundância destas espécies em diversas 

regiões (MENDELSON III; JENNINGS, 1992). 

 

1.3. A peçonha crotálica e seus componentes  
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 As peçonhas das serpentes do gênero Crotalus são consideradas mais tóxicas do que 

as do gênero Bothrops, pois apresentam maiores números de casos letais no Brasil. Os 

acidentes botrópicos, por sua vez, ocorrem com maior frequência (aproximadamente 10 vezes 

maior) que os crotálicos. Estes gêneros são os responsáveis pelos casos mais graves de 

envenenamento no país (BRAZIL, 1911; BELLUOMINI, 1984; FERREIRA JÚNIOR, 2003). 

As peçonhas crotálicas são compostas majoritariamente por proteínas (90% a 95%) 

(DA SILVA ARAÚJO et al., 2016), carboidratos, cátions metálicos, aminas biogênicas, 

nucleosídeos e uma pequena fração lipídica e de aminoácidos livres (CAPRONI, 2009). Os 

componentes proteicos podem ser divididos em componentes enzimáticos, como 

serinoproteinases, metaloproteinases, L-aminoácido oxidases e fosfolipases A2 e não 

enzimáticos como as desintegrinas, fatores de crescimento endotelial e neural, miotoxinas e 

peptídeos natriuréticos (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007). 

Entre os componentes proteicos da peçonha crotálica, destaca-se a crotoxina, primeira 

toxina isolada e cristalizada por Slotta e Fraenkel-Conrat (1938) (GRALÉN; SVEDBERG, 

1938). Ela corresponde entre 65% a 68% da peçonha crotálica (DA SILVA; BIER, 1982), 

sendo o componente mais tóxico da peçonha (HENDON; FRAENKEL-CONRAT, 1971). A 

crotoxina é composta por duas subunidades, uma básica (fosfolipase A2) e outra ácida 

(crotapotina), esta sem atividade enzimática, mas capaz de inibir a atividade enzimática e 

aumentar a letalidade da fosfolipase A2. Esta fosfolipase apresenta, especialmente, ações 

miotóxicas e neurotóxicas, sendo capaz de inibir a liberação de neurotransmissores na placa 

motora. Porém, esta ação só é realizada se a fosfolipase A2 estiver complexada com a 

crotapotina, pois esta atua como chaperona, prevenindo ligações inespecíficas da fosfolipase 

A2, certificando que esta atue na junção pré-sináptica (CHANG; SU, 1981; BON et al., 1988; 

CHOUMET et al., 1993; CLISSA, 1997). 

A crotamina, isolada pela primeira vez por Gonçalves e Vieira (1950), é uma proteína 

com ação miotóxica, que atua nas membranas das fibras musculares, despolarizando as 

células (OGUIURA; BONI-MITAKE; RÁDIS-BAPTISTA, 2005). Essa toxina pode estar 

presente ou não em serpentes brasileiras, dependendo da região que habitam (SCHENBERG, 

1959). 

A giroxina, toxina que também faz parte da composição da peçonha crotálica, é uma 

enzima trombina-símile (ALEXANDER et al., 1988), capaz de agir sobre proteínas 

plasmáticas, levando a distúrbios hematológicos (SERRANO; MAROUN, 2005). Essa toxina 

causa uma lesão no labirinto e induz o animal envenenado a girar em torno do seu próprio 

eixo (BACILA, 1961; BARRABIN et al., 1978; SEKI; VIDAL; BARRIO, 1980). 
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A convulxina é um heterodímero de cadeias α e β (MARLAS, 1985), isolado pela 

primeira vez por Prado-Franceschi e Vital-Brazil (1981). Essa toxina é um potente ativador da 

agregação plaquetária (VARGAFTING et al., 1980; FRANCISCHETTI et al., 1997). 

Além desses quatro componentes, existem muitos outros pouco estudados, devido às 

suas baixas quantidades nas peçonhas crotálicas, tais como metaloproteases (JIA et al., 1996), 

L-aminoácido oxidases (DU; CLEMETSON, 2002), hialuronidase (BORDON et al., 2012), 

lectinas tipo – C (OGAWA et al., 2005), serinoproteases (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2015), 

desintegrinas (CALVETE et al., 2005) e peptídeos potencializadores de bradicinina 

(HIGUCHI et al., 2006).   

Atualmente já foram descritos componentes com atividades terapêuticas, como a 

crotalfina, peptídeo capaz de promover analgesia (KONNO et al., 2008) e enzimas trombina-

símile, utilizadas como “selante de fibrina” para a sutura de feridas (BARROS et al., 2009). 

Além de contribuírem para o acidente crotálico, estes componentes proteicos foram 

essenciais para a evolução das serpentes, imobilizando, paralisando, matando e digerindo 

animais maiores que as serpentes, fazendo com que este evento predatório deixasse de ser 

mecânico, passando a ser químico (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007). 

Todos estes componentes estão suscetíveis a variação qualitativa e quantitativa, 

sujeitando as peçonhas a alterações em suas propriedades e atividades biológicas 

características. Por consequência, pode haver alterações na toxicidade, a qual é representada 

pelas manifestações clínicas ocasionadas pela composição da peçonha, potência e 

toxicocinética de cada toxina (DA SILVA ARAÚJO et al., 2016). 

 

1.4. Acidentes ofídicos e a produção do soro antiofídico 

 

Os acidentes ofídicos em regiões tropicais são considerados um grave problema de 

saúde pública, devido à sua frequência e à relação morbidade/mortalidade, entrando no rol de 

condições negligenciadas pertencentes à lista do Departamento de Doenças Tropicais 

Negligenciadas (DTN) pela Organização Mundial da Saúde (OMS), em janeiro de 2007 

(PINHO; PEREIRA, 2001; WHO, 2007; CRUZ et al., 2009; GUTIÉRREZ; PEREAÑEZ, 

2016). Esse problema afeta principalmente trabalhadores rurais, com destaque para os 

homens, e crianças de países pobres e em desenvolvimento da América Latina e Oceania, bem 

como do continente africano e asiático (WHO, 2007). 

Com relação à epidemiologia do ofidismo, verifica-se que existe uma subnotificação 

dos acidentes em todas as partes do globo terrestre. Isto ocorre porque, muitas vezes, os 
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pacientes não procuram atendimento médico, ou são atendidos e transferidos, não sendo 

registrados pelo sistema de saúde. Além disso, existe a falha de notificação (CUPO, 2015). 

Pouco conhecidas, porém impactantes, são as sequelas anatômicas e funcionais 

causadas pelo acidente ofídico, que, apesar de não ser conhecido o número de ocorrências, é 

maior que os casos de óbito. Aproximadamente, mil pacientes por ano são vítimas deste 

problema, com gravidade ainda desconhecida (GUTIÉRREZ et al., 2010; CHIPPAUX, 2015).  

A partir dos dados epidemiológicos obtidos através do Sistema de Informações de 

Agravos de Notificação (SINAN), entre os anos de 2011 e 2015 é perceptível a oscilação 

entre os números de acidentes ofídicos, variando entre 18 mil e 30 mil casos notificados por 

ano até o momento (os dados entre os anos de 2013 e 2015 ainda estão sujeitos à revisão), 

além dos números de acidentes que não foram notificados. Os acidentes crotálicos oscilaram 

entre 1.400 a 2.500 casos notificados por ano (Tab. 1). 

 

Tabela 1. Acidentes ofídicos no Brasil entre os anos de 2011 e 2015. 

Ano Bothrops Crotalus Lachesis Micrurus Não-peçonhentas 
Não 

identificadas 
Total 

2010 21.584 2.378 1.031 210 1.185 3.275 29.663 

2011 21.791 2.487 1.002 227 1.247 3.338 30.092 

2012 21.062 2.295 894 246 1.296 3.513 29.306 

2013* 20.530 1.934 939 252 1.376 3.363 28.394 

2014* 19.404 1.911 835 213 1.403 3.404 27.170 

2015* 13.373 1.422 524 139 897 2.210 18.565 

Fonte: Sistema de Informações de Agravos de Notificação  

*Dados sujeitos à revisão 

 

No Brasil, a notificação compulsória dos acidentes ofídicos levou à criação de um 

sistema de troca de informações epidemiológicas e soros antiofídicos entre as Secretarias 

Estaduais de Saúde e o Ministério da Saúde. Desta forma, houve um melhor 

dimensionamento do ofidismo na população brasileira, possibilitando, assim, o 

aprimoramento no controle desse tipo de acidente (CARDOSO; WEN, 2003). 

O envenenamento crotálico tem uma ação neurotóxica devido, principalmente, à 

presença de neurotoxinas como a crotoxina, atingindo o sistema nervoso central e periférico. 

Sua ação é semelhante à do curare, induzindo uma paralisia devido à inibição da liberação de 

acetilcolina na fenda sináptica (TOKARNIA et al., 2014). Entre os efeitos do envenenamento, 

destacam-se a ptose palpebral, parestesia de músculos faciais (face miastênica) e paralisia 

gradual dos músculos respiratórios (AZEVEDO-MARQUES, CUPO; HERING, 2003). 

A crotoxina, bem como a crotamina, causam os efeitos miotóxicos, levando a uma 

lesão tecidual sistêmica de músculos esqueléticos. Consequentemente, o processo de 
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rabdomiólise é desencadeado, seguido de mioglobinúria (TOKARNIA et al., 2014). Uma 

lesão tubular renal pode surgir devido à mioglobinúria, o que pode ocasionar insuficiência 

renal aguda (IRA) e consequente oligúria ou anúria, sendo uma das principais causas de óbito 

do paciente, assim como o choque cardiovascular (WHO, 2007; TOKARNIA et al., 2014). 

Além disso, a vítima apresenta um quadro de dor difusa e valores aumentados de 

lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST), aldolase e creatinoquinase 

(CK) (AZEVEDO-MARQUES, CUPO; HERING, 2003).  

Semelhante à ação da trombina, a peçonha crotálica consome os fatores da coagulação, 

em especial, o fibrinogênio, levando a um quadro de hipofibrinogenemia, o que torna o 

sangue incoagulável (THOMAZINI; BARRAVIERA; BARRAVIERA, 1994; SAÚDE, 1998; 

TOKARNIA et al., 2014). 

O único tratamento existente para o acidente ofídico é o soro antiofídico, ou seja, 

imunoglobulinas hiperimunes obtidas a partir de animais imunizados com a peçonha 

específica (WHO, 2010). Mais de um século depois de sua introdução na clínica dos 

envenenamentos por Albert Calmette, em 1895, este tipo de tratamento é essencial, porém 

sempre é necessário que o paciente seja reavaliado e, também, limitações dos pacientes devem 

ser consideradas. Por exemplo: pacientes com problemas cardíacos, respiratórios e que 

apresentem o quadro de insuficiência renal devem ser tratados com o soro e técnicas de 

emergência devem ser utilizadas (WARRELL, 2010). 

Desde 1986, com a implantação do Programa Nacional de Controle de Acidentes 

Ofídicos pelo Ministério da Saúde no Brasil, ampliado para outros animais peçonhentos em 

1988, a produção do soro antiofídico foi padronizada. Atualmente, é realizada apenas por três 

instituições: Instituto Vital-Brazil, Instituto Butantan e Fundação Ezequiel Dias, as quais 

distribuem o soro gratuitamente para instituições de saúde (WEN et al., 2015).  

A produção do soro antiofídico inicia-se com a extração das peçonhas ofídicas, na qual 

uma mistura de peçonhas de diferentes subespécies do mesmo gênero é preparada e 

denominada antígeno. Este antígeno é inoculado em cavalos, seguido de uma sangria 

exploratória, em que é realizada a titulação de anticorpos específicos, sangria de produção e 

plasmaferese. O plasma é colhido e fracionado para extração e purificação de 

imunoglobulinas ativas. Dependendo da técnica de fracionamento, podem ser obtidas três 

diferentes preparações de imunoglobulinas (PARRA et al., 2009; GUTIÉRREZ; LEÓN; 

BURNOUF, 2011): 

 Fab monovalente – plasma digerido com papaína e fracionado com sulfato de amônio 

(AL-ABDULLA et al., 2003); 
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 Fragmentos de F(ab’)2 – plasma digerido com pepsina e fracionado com sulfato de 

amônio ou ácido caprílico (RAW et al., 1991; GRANDGEORGE et al., 1996); 

 IgG inteira – plasma fracionado com sulfato de amônio e ácido caprílico (BOLAÑOS, 

1977; ROJAS; JIMÉNEZ; GUTIÉRREZ, 1994). 

Após algum destes processos, os antivenenos (AV) são mantidos líquidos ou podem 

ser liofilizados, o que garante sua estabilidade (WHO, 2010). 

Atualmente existem cinco tipos de AV produzidos no Brasil: Bothrops AV, Crotalus 

AV, Micrurus AV, Bothrops-Crotalus AV e Bothrops-Lachesis AV, sendo o Crotalus AV 

produzido por peçonhas de C. d. terrificus (50%) e C. d. collilineatus (50%) (WEN et al., 

2015). 

Antigamente, para essa produção, os aspectos bioquímicos e imunoquímicos das 

toxinas do envenenamento não eram levados em consideração. Apesar dos avanços em 

relação à eficácia e segurança, a produção do soro não foi significativamente modificada, 

faltam medidas para que haja melhorias no desenvolvimento e fabricação, a fim de atender 

esses, e outros parâmetros de qualidade (GUTIÉRREZ; LEÓN; BURNOUF, 2011). 

Os componentes de uma peçonha ofídica sofrem variações de acordo com a espécie, 

gênero, idade, habitat, hábitos alimentares, comportamentais, além de variarem conforme 

mudanças climáticas. Devido a estas variações, é difícil selecionar as peçonhas que vão 

compor o antígeno a ser usado na produção do soro antiofídico (WILLEMSE, 1978; 

CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991; FERREIRA et al., 1992; LOURENÇO et al., 

2013). Desta forma, estudos de variações intraespecíficas tornam-se necessários para uma 

melhor compreensão dos quadros de envenenamento, além de auxiliar no desenvolvimento de 

um soro antiofídico mais eficaz. 

 

1.5. Proteômica, venômica e venômica de C. d. collilineatus 

 

A partir de diferentes metodologias para elucidar mecanismos bioquímicos e 

fisiológicos de determinadas patologias, foi criada a proteômica. Esta abordagem permite 

realizar comparações quantitativas e qualitativas de componentes proteicos expressos por 

células, tecidos ou órgãos, identificando-os individualmente, para que possam ser 

caracterizados e relacionados aos estados fisiológicos ou patológicos do organismo estudado 

em determinadas condições (NOVOA-HERRÁN; SÁNCHEZ-GÓMEZ, 2011; SIQUEIRA-

BATISTA et al., 2012). 
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Wasiinger e colaboradores (1995) introduziram o conceito de proteoma e, a partir 

disso, a análise proteômica foi sendo caracterizada, a qual faz uso, principalmente, de técnicas 

de eletroforese bidimensional (2D) e espectrometria de massas, fundamentais na 

caracterização de marcadores biológicos, identificação de moléculas e descoberta de vias 

metabólicas de etapas celulares (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2012). Com o advento de 

técnicas proteômicas, Calvete e colaboradores (2007) iniciaram o projeto “Snake Venomics”, 

realizando estudos proteômicos de peçonhas de serpentes da família Viperidae (Fig. 2) e, a 

partir deste projeto, abordagens sobre a proteômica e o transcriptoma das glândulas de 

peçonha de mais de 120 taxa foram realizados (GAO et al., 2014). 

O protocolo proposto no projeto “Snake Venomics” para o estudo proteômico inicia 

com o fracionamento das peçonhas ofídicas através de cromatografia líquida de alta pressão, 

utilizando uma coluna de fase reversa C-18 (RP-HPLC), seguida de eletroforese em gel de 

poliacrilamida com tampão contendo dodecil sultafo de sódio (SDS-PAGE), sequenciamento 

aminoterminal ou N-terminal, determinação de massas moleculares por espectrometria de 

massas e determinação do conteúdo de cisteínas (S-S ou SH). Assim, é feita a caracterização 

inicial do conteúdo proteico de cada fração da peçonha. As frações que apresentarem uma 

única banda eletroforética, massa molecular e sequência aminoterminal podem dar início a 

caracterização do proteoma da peçonha. Entretanto, frações que apresentam N-terminal 

bloqueado ou conteúdo eletroforético heterogêneo, têm as bandas de interesse extraídas do gel 

e estas são reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina. Os peptídeos gerados serão 

analisados por espectrometria de massas, a fim de obter a identidade de cada proteína. Desta 

forma, é possível obter a identidade de proteínas que representam mais de 0,05% da peçonha 

e, assim, determinar a composição dessa peçonha (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007). 

 

 

Figura 2. Projeto “Snake Venomics”. Esquema simplificado da abordagem proteômica de peçonhas ofídicas 

(CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007; LOMONTE et al., 2014).  
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Com a introdução dessa técnica, algumas vantagens em relação ao estudo de peçonhas 

ofídicas foram reveladas, por exemplo, além de determinar os componentes presentes na 

peçonha, a abundância semi-quantitativa dos mesmos também pode ser estimada (LOMONTE 

et al., 2014). Outra vantagem é a determinação da capacidade do soro antiofídico em 

reconhecer e neutralizar os componentes proteicos existentes na peçonha, denominada 

“Antivenômica”, a qual combina a técnica proteômica com técnicas de imunologia 

(CALVETE et al., 2009b). 

A venômica das peçonhas de serpentes do gênero Crotalus já foi determinada por 

diversos autores de forma indireta através do transcriptoma da glândula de peçonha, associado 

à bioinformática ou diretamente, utilizando técnicas proteômicas propriamente ditas (Tab. 2) 

(CALVETE, 2013b). 

 

Tabela 2. Peçonhas ofídicas do gênero Crotalus as quais foram submetidas a análises 

transcriptômicas e proteômicas (adaptada de Calvete (2013b), com atualizações). 

Espécie Transcriptoma Proteoma 

Crotalus adamanteus 
ROKYTA et al., 2011 

ROKYTA et al., 2012 
MARGRES et al., 2014 

Crotalus atrox  
FOX et al., 2006 

CALVETE et al., 2009a 

Crotalus durissus cascavella  BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010 

Crotalus durissus collilineatus BOLDRINI-FRANÇA et al., 2009 BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010 

Crotalus durissus cumanensis  CALVETE et al, 2009c 

Crotalus durissus durissus  CALVETE et al, 2009c 

Crotalus durissus ruruima  CALVETE et al, 2009c 

Crotalus durissus terrificus  
CALVETE et al, 2009c 

GEORGIEVA et al., 2010 

Crotalus horridus 
ROKYTA; WRAY; MARGRES, 

2013 
ROKYTA et al., 2015 

Crotalus scutulatus scutulatus  MASSEY et al., 2012 

Crotalus simus DURBAN et al., 2011 CALVETE et al, 2009c 

Crotalus tigres  CALVETE et al., 2012 

Crotalus vegrandis VIALA et al., 2015 VIALA et al., 2015 

Crotalus viridis viridis  SAVIOLA et al., 2015 

 

Em relação à venômica de C. d. collilineatus, Boldrini-França e colaboradores (2009) 

realizaram o transcriptoma da glândula de peçonha, demonstrando que a crotoxina representa 

88% do total de transcritos desta peçonha. Nesse trabalho, foram identificadas toxinas que 

também são expressas na peçonha de C. d. terrificus, como o fator de crescimento neural 
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(NGF), bem como toxinas desconhecidas para a espécie C. durissus, como o fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF) e a cardiotoxina. 

Boldrini-França e colaboradores (2010) também determinaram o proteoma destas 

peçonhas, bem como o da subespécie C. d. cascavella, com o intuito de comparar o perfil 

proteico expresso por estas subespécies. Esse estudo demonstrou que a peçonha de C. d. 

collilineatus apresenta crotamina em sua composição, enquanto a de C. d. cascavella 

apresentou altas concentrações de uma fosfolipase A2 miotóxica. As peçonhas destas 

subespécies se assemelham à da subespécie C. d. terrificus, sendo que as diferenças 

encontradas podem ser devido à localização geográfica onde estas três subespécies são 

encontradas. 

O estudo proteômico também permite a comparação entre indivíduos pertencentes a 

uma mesma espécie. No caso de serpentes, através do conhecimento da peçonha individual, o 

soro antiofídico poderá ser produzido com maior especificidade, aumentando sua eficácia 

frente ao envenenamento (MENDOZA et al., 2009; GUTIÉRREZ, 2011).  

Desta forma, estudos mais aprofundados sobre a composição das peçonhas ofídicas 

puderam ser realizados. Entretanto, as variações individuais entre peçonhas de serpentes da 

mesma espécie são raramente documentadas, apesar da ciência de muitos pesquisadores sobre 

a ocorrência destas. Essas variações individuais podem ser um fator de impacto nos estudos 

de peçonhas ofídicas (KOPPER et al., 2015). 

Frente aos poucos estudos proteômicos realizados com peçonhas de C. d. collilineatus, 

serpente que habita a região sudeste do país, a ocorrência de variações individuais que podem 

inferir na eficácia do soro antiofídico, único antídoto utilizado na terapia do envenenamento, a 

proposta deste trabalho foi analisar comparativamente o proteoma dessa subespécie, 

utilizando a peçonha de 22 indivíduos, bem como verificar as diferenças bioquímicas e 

imunológicas que poderiam ocorrer diante do envenenamento por estes indivíduos. 

Comparações qualitativas e quantitativas de componentes proteicos da peçonha são 

importantes para a compreensão do envenenamento, bem como para a escolha de serpentes 

utilizadas para a produção do soro utilizado na terapêutica (CHIPPAUX; WILLIAMS; 

WHITE, 1991; THEAKSTON; WARRELL; GRIFFITHS, 2003). 
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O acidente ofídico é uma das doenças ocupacionais negligenciadas em todo o mundo, 

em especial no Brasil, onde existe a ocorrência de, aproximadamente, 30 mil casos de 

envenenamento por ano. Sendo assim, estudos relacionados aos acidentes ofídicos tem se 

tornado muito relevantes, em relação a melhoria do tratamento e profilaxia destes acidentes, 

bem como, em relação a busca de novas ferramentas biotecnológicas a partir das peçonhas de 

serpentes. 

O presente estudo fez uso de técnicas ômicas para a identificação de proteínas 

presentes nas peçonhas de 22 serpentes da subespécie Crotalus durissus collilineatus, de 

forma que o proteoma desses indivíduos foi elucidado, evidenciando proteínas pela primeira 

vez na peçonha desta subespécie. 

Os resultados demonstraram que existem variações intraespecíficas entre os 22 

indivíduos desta subespécie, sendo que estas variações são qualitativas, mostrando que apenas 

dois desses indivíduos apresentaram a proteína crotamina, e quantitativas, as quais mostram 

que todos os componentes da peçonha variam entre os indivíduos. Estas diferenças podem 

levar a alterações quanto à toxicidade das peçonhas dessas serpentes, interferindo no 

tratamento do acidente ofídico. 

A toxina hialuronidase, além de apresentar sequências peptídicas que não estão 

depositadas no banco de dados UniProtKB, também mostrou que diferentes peçonhas podem 

conter diferenças quantitativas importantes desta enzima. Desta forma, a toxicidade pode 

também ser diferente. 

Apesar de todas as diferenças intraespecíficas, as imunorreatividades do soro 

anticrotálico do Instituto Butantan com as peçonhas desses 22 indivíduos foram semelhantes, 

mostrando que o soro produzido por esta instituição é adequado para o tratamento do 

envenenamento crotálico, pois foi capaz de reconhecer todas as peçonhas. Porém não foi 

capaz de reconhecer com tanta eficiência todos os componentes das peçonhas. 

As análises do soro de animais envenenados por peçonhas de diferentes indivíduos de 

C. d. collilineatus mostraram que estas peçonhas podem produzir diversos efeitos 

imunológicos e bioquímicos nas vítimas, dependendo da variabilidade dos seus componentes, 

o que pode interferir na sintomatologia deste tipo de envenenamento. 
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