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RESUMO 

 

WIEZEL, G. A. Venoma da cascavel brasileira Crotalus durissus terrificus e caracterização 

de um inibidor  recombinante de fosfolipase A2: um possível adjuvante na terapia do 

envenenamento. 2021. 196f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

Os acidentes ofídicos no Brasil vêm aumentando ano a ano e são considerados um  problema 

negligenciado de saúde pública. O único tratamento eficaz é a administração do soro 

antiofídico, mas reações adversas estão relacionadas à sua administração. A crotoxina, um 

complexo de fosfolipases A2 (PLA2), é um dos componentes mais estudados da peçonha 

crotálica, mas muitos outros componentes são menos conhecidos devido a sua baixa 

abundância. Portanto, o presente estudo objetivou a análise do transcriptoma da glândula e do 

proteoma da peçonha da serpente Crotalus durissus terrificus,  bem como a caracterização 

bioquímica e funcional de um inibidor de PLA2 (PLI) recombinante dessa serpente. A biblioteca 

de cDNA da glândula de peçonha foi construída usando a plataforma Illumina e o seu proteoma 

foi investigado através de cromatografia líquida de alta resolução acoplada à espectrometria de 

massas. A integração de ambos os conjuntos de dados permitiu a análise do venoma, sendo que 

mais de 30 famílias de componentes foram identificadas no transcriptoma, das quais 15 também 

foram detectadas no proteoma da peçonha. No entanto, poucas famílias (PLA2, SVMP, SVSP 

e VEGF) são relativamente abundantes e apenas 7 transcritos contribuem com ~82% e ~73% 

da abundância no transcriptoma e no proteoma, respectivamente. Também foram identificadas 

sequências de PLIs, que surgem como uma possibilidade de adjuvante na terapia do 

envenenamento. Esses inibidores são proteínas geralmente encontradas no sangue de serpentes 

que, recentemente, também têm sido identificadas em glândulas de peçonha. Sendo assim, o 

gene sintético do inibidor CdtPLI-2 foi expresso em células de Pichia pastoris KM71H em 

meio BMMY com casaminoácidos 1,5%. A seguir, o PLI recombinante rCdtPLI2 foi purificado 

do meio de cultura através de diferentes etapas cromatográficas e não foi reconhecido pelo soro 

anticrotálico comercial. O sequenciamento amino-terminal confirmou sua expressão e sua 

massa molecular foi determinada por MALDI-TOF (41643,599 Da). A digestão do rCdtPLI2 

com PNGase F/alfa-manosidase permitiu análise de sua glicosilação e a retirada total do açúcar 

deixou a proteína insolúvel. O rCdtPLI2 glicosilado não é capaz de inibir PLA2 ofídicas, mas 

sua digestão com alfa-manosidase forneceu um inibidor deglicosilado com ação inibitória sobre 

PLA2 de diferentes peçonhas ofídicas brasileiras, incluindo PLA2 ácidas e básicas. As PLA2 

CB-Cdc e Lmr-PLA2 são significativamente inibidas a partir da proporção de 1:10 

(inibidor:toxina). Para a CTx-Cdc, grande inibição é vista a partir da proporção 1:5. Além disso, 

uma análise preliminar in vivo revelou que o rCdtPLI2 deglicosilado pode ser um agente 

promissor na diminuição do edema causado pela CTx-Cdc. O inibidor (brCdtPLI2) também foi 

expresso em células de E. coli BL21(DE3)pLysS em meio LB, com indução mantida por IPTG 

0,5 mM. Posteriormente, o brCdtPLI2 foi isolado do lisado celular através de diferentes etapas 

cromatográficas e um ensaio de inibição mostrou que ele inibe a ação enzimática da CB-Cdc, 

apresentando-se promissor na inibição de outras PLA2 ofídicas e com a vantagem de ausência 

de glicosilações. Concluindo, esse trabalho forneceu um banco de dados holístico e abre o 

caminho para investigações e descobertas de futuros agentes farmacológicos ou alvos na terapia 

antivenenos. 

 

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus. Cascavel. Venoma. Transcriptoma de glândula de 

peçonha. Proteoma. Inibidor de PLA2. PLI. Beta-PLI.
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ABSTRACT 

 

WIEZEL, G. A. Venome of the Brazilian rattlesnake Crotalus durissus terrificus and 

characterization of a phospholipase A2 inhibitor: a possible adjuvant in the antivenom 

therapy. 2021. 196f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto 

– Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 

Snakebite accidents in Brazil have increased yearly and are considered a neglected public health 

problem. The only effective treatment is the administration of the snake antivenom, but adverse 

reactions are related to its administration. Crotoxin, a phospholipases A2 (PLA2) complex, is 

one of the most studied components in crotalic venom, but many other molecules are less known 

due to its extremely low abundance. Therefore, this study aimed the analysis of the venom gland 

transcriptome and the venom proteome of the snake Crotalus durissus terrificus as well as the 

biochemical and functional characterization of a recombinant PLA2 inhibitor (PLI) from this 

snake. The venom gland cDNA library was constructed using the Illumina platform and the 

proteome from this gland was investigated through high resolution liquid chromatography 

coupled with mass spectrometry. Integration of both datasets allowed the venome analysis, 

revealing more than 30 protein families in the transcriptome, of which 15 were also detected in 

the venom proteome. However, few families (PLA2, SVMP, SVSP e VEGF) are relatively 

abundant and only 7 transcripts correspond to, respectively, ~82% and ~73% of the 

transcriptome and proteome. Sequences of PLIs have also been identified, which appear as 

possible adjuvant in the antivenom therapy. These inhibitors are proteins usually found in 

snakes’ blood, but they gave been detected in venom glands recently. Thus, the CdtPLI-2 

synthetic gene was expressed in Pichia pastoris KM71H cells in BMMY with 1.5% 

casaminoacids medium. Next, the recombinant PLI rCdtPLI2 was purified from the culture 

medium by different chromatographic steps and it was not recognized by the commercial 

anticrotalic serum. N-terminal sequencing confirmed its expression, and its molecular mass was 

determined by MALDI-TOF (41643.599 Da). rCdtPLI2 digestion with PNGase F/alpha-

mannosidase allowed the analysis of its glycosylation and the protein became insoluble after 

total sugar removing. The glycosylated rCdtPLI2 cannot inhibit snake venom PLA2, but its 

digestion with alpha-mannosidase provided a deglycosylated inhibitor with and inhibitory 

action on PLA2 from different Brazilian snake venoms including acid and basic PLA2. The 

PLA2 CB-Cdc and Lmr-PLA2 are significantly inhibited from the ratio 1:10 (inhibitor:toxin). 

On the other hand, great inhibition is observed from 1:5 ratio for CTx-Cdc. Besides that, an in 

vivo preliminary analysis revealed that the deglycosylated rCdtPLI2 may be a promising agent 

in reducing edema caused by CTx-Cdc. The inhibitor (brCdPLI2) was also expressed in E. coli 

BL21(DE3)pLysS cells in LB medium, with expression induction maintained by 0.5 mM IPTG. 

Subsequently, brCdtPLI2 was isolated from the cell lysate by different chromatographic steps, 

and an inhibition assay showed it inhibits the CB-Cdc enzyme action, presenting as a promising 

molecule in the inhibition of other snake venom PLA2. Moreover, brCdtPLI2 has advantage 

that there is no sugar content in its structure. Concluding, this study provided a holistic database 

and paves the way for investigations and discoveries of futures pharmacological agents or 

targets in antivenom therapies. 

 

Keywords: Crotalus durissus terrificus. Rattlesnake. Venome. Venom gland transcriptome. 

Proteome. PLA2 inhibitor. PLI.  Beta-PLI.
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Assay) 

ESI Ionização por eletrospray (electrospray ionization) 

FDR Taxa de descoberta falsa (false discovery rate) 

FGF Fator de crescimento de fibroblasto (Fibroblast Growth Factor) 

Hyal Hialuronidase 

IAA Iodoacetamida 

IBAMA Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis 

IPTG Isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida 

KAZ Inibidor de protease do tipo Kazal 

KUN Inibidor de protease do tipo Kunitz 

LAAO L-aminoácido oxidase 

LB Luria Bertani 

MALDI-TOF MS Espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF 

MCS Sítio de clonagem múltipla (multiple cloning site) 

MPBS PBS-leite 
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MPi Inibidor de metaloprotease 

MPPE Metalofosfoesterase (Metallophosphosterase) 

MS Espectrometria de massas (mass spectrometry) 

NGF Fator de crescimento neural (neural growth factor) 

NGS Sequenciamento de nova geração (next generation sequencing) 

NOB 4-Nitro-3-(octanoyloxy)benzoic acid 

NSAF Fator de abundância espectral normalizado (normalized spectral 

abundance factor) 

ORF Quadro de leitura aberto (open reading frame) 

PAS Ácido periódico de Schiff  

pb Pares de bases 

PBS Salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline) 

PCR Reação em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction) 

PDE Fosfodiesterase (phosphodiesterase) 

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived growth 

factor) 

pI Ponto isoelétrico 

PLA2 Fosfolipase A2 

PLB Fosfolipase B 

PLD Fosfolipase D 

PLI Inibidor de fosfolipase A2 (phospholipase inhibitor) 

PNGase F  Peptídeo-N-glicosidase F (peptide-N-glycosidase F) 

PTMs Modificações pós-traducionais (post-translational modifications) 

q.s.p. Quantidade suficiente para 

RNAm RNA mensageiro 

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de dodecilsulfato de 

sódio (polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium 

dodecyl sulfate) 

SVCP Cisteíno-proteases de peçonha de serpente (snake venom cysteine 

proteases) 

SVMP Metaloproteases de peçonha de serpente (snake venom metalloproteases) 

svMPi Inibidor de metaloproteases de peçonha de serpente (snake venom 

metalloprotease inhibitor) 

SVSP Serinoproteases de peçonha de serpente (snake venom serine proteases) 
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svVEGF Fator de crescimento do endotélio vascular de peçonha de serpente (snake 

venom vascular endothelium growth factor) 

TAE Tris-acetato-EDTA 

TFA Ácido trifluoroacético 

TPM Transcritos por milhão 

VEGF Fator de crescimento do endotélio vascular (vascular endothelial growth 

factor) 

VF Fator de peçonha (venom fator) 

WAP Waprina-símile 

YNB Base nitrogenada de levedura (yeast nitrogen base) 

YPD Extrato de levedura peptona dextrose (yeast extract peptone dextrose)  

YPDS Extrato de levedura peptona dextrose sorbitol (yeast extract peptone 

dextrose sorbitol) 
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As peçonhas de serpentes são misturas de peptídeos e proteínas originadas para auxiliar 

na paralisação e digestão de presas, afetando diferentes alvos biológicos, como por exemplo, 

tecido muscular, componentes do sangue, tecido conjuntivo, cascata inflamatória, sistema 

circulatório, entre outros (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2017; BORDON et al., 2020; JUÁREZ; 

SANZ; CALVETE, 2004). 

As serpentes cascavéis compreendem os gêneros Crotalus e Sistrurus (UETZ, 2020), 

mas apenas o primeiro apresenta exemplares na fauna brasileira. Além disso, o gênero Crotalus 

inclui exclusivamente a espécie Crotalus durissus, que, no Brasil, tem representantes de 7 

subespécies: C. d. terrificus, C. d. collilineatus, C. d. cascavella, C. d. ruruima, C. d. 

marajoensis, C. d. trigonicus e C. d. dryinas (UETZ, 2020), sendo as duas primeiras as 

subespécies mais prevalentes (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010). 

As peçonhas dessas serpentes são muito similares entre si, apresentando ação 

neurotóxica, atividade de coagulação sobre o fibrinogênio, atividade miotóxica, atividade de 

agregação de plaquetas e indução de edema (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; DA SILVA-

JÚNIOR et al., 2020; SANTORO et al., 1999).  

A crotoxina é a toxina de maior proporção em peçonhas crotálicas (FAURE et al., 1994), 

mas outros componentes já foram descritos, incluindo crotamina, L-aminoácido oxidase 

(LAAO), hialuronidase, lectina e serino e metaloproteases (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; 

CALVETE et al., 2012; CALVETE et al., 2010; GEORGIEVA et al., 2010; MELANI et al., 

2015). 

Embora as peçonhas/venenos animais estejam intrinsicamente relacionadas a ações 

deletérias no organismo envenenado, seus componentes também podem apresentar potenciais 

biotecnológicos e serem utilizados, por exemplo, como agentes terapêuticos, cosmecêuticos, 

adjuvantes e reagentes para ensaios-diagnóstico (BORDON et al., 2020). No entanto, grandes 

investigações nesse campo só começaram a ser realizadas nas últimas décadas depois do 

isolamento de alguns peptídeos da peçonha da serpente brasileira Bothrops jararaca, que, após 

vários estudos, serviram como base para o desenvolvimento do Captopril®, uma molécula anti-

hipertensiva que já foi o medicamento mais utilizado no mundo para o tratamento dessa 

condição, levando ao faturamento de bilhões de dólares (BORDON et al., 2020; CALVETE, 

2009). 

Em 2004, a ω-conotoxina MVIIA (Ziconitide, Prialt®), um peptídeo com 25 resíduos de 

aminoácidos da peçonha de Conus magus, foi aprovada pelo FDA como analgésico para o 



Capítulo I: Introdução    23 
__________________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________ 

Gisele Adriano Wiezel 
 

tratamento da dor crônica (MILJANICH, 2004). Outros exemplos, entre vários existentes, 

incluem a clorotoxina isolada da peçonha do escorpião Leiurus quinquestriatus para o 

tratamento de glioma e o exenatida (Byetta®), um secretagogo da insulina utilizado no 

tratamento da diabetes do tipo II aprovado pelo FDA em 2005 (BORDON et al., 2020; 

VETTER et al., 2011).  

Embora as toxinas animais apresentem grande potencial para aplicação terapêutica, 

existe uma dificuldade em se estudar toxinas minoritárias principalmente devido ao menor 

rendimento desses componentes em etapas de fracionamento das peçonhas. Portanto, os 

desafiadores métodos de purificação de proteínas guiados por atividade, em adição ao laborioso 

trabalho e custo, levam à caracterização daqueles componentes que se apresentam em maior 

proporção (SHU, 1998). Nesse cenário, as tecnologias ômicas estão desempenhando um papel 

fundamental ao mudar o foco para toxinas não detectadas anteriormente e desvendando a 

evolução e composição de peçonhas (BRAHMA et al., 2015; CALVETE, 2012). 

 

1.1.1 Bibliotecas de cDNA 

 

A biblioteca de DNA complementar (cDNA) é um conjunto de cópias de DNA que 

representa sequências de DNA que foram transcritas em moléculas de RNA mensageiros 

(RNAm), correspondendo, portanto, a genes codificadores de proteínas. Para a construção da 

biblioteca, os RNAm transcritos em determinada amostra (tecidos, células ou até mesmo de 

indivíduos inteiros) são extraídos e, para cada um, é feita uma cópia do DNA, chamada de 

cDNA, catalisada pela enzima transcriptase reversa. A fita simples de DNA é, então, convertida 

para moléculas de cDNA dupla-fita pela enzima DNA polimerase.  No método tradicional, o 

cDNA é inserido em um vetor de clonagem e cada clone obtido é chamado de clone de cDNA. 

A coleção inteira obtida é chamada de biblioteca de cDNA (ALBERTS et al., 2010).  

O método clássico empregado no sequenciamento do DNA das colônias é o método de 

Sanger, que faz o uso de uma reação enzimática. Começando com primers aleatórios curtos, 

uma DNA polimerase alonga as fitas complementares. A adição de um dos quatro diferentes 

dideoxinucleotídeos resulta em uma terminação de cadeia detectável através da emissão de luz 

de um fluoróforo acoplado à respectiva base por uma câmera, permitindo a identificação do 

DNA desconhecido (MUTZ et al., 2013; SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). 
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Após o advento do sequenciamento de cDNA, outras técnicas surgiram para aprimorar 

a tecnologia de sequenciamento, sendo, então, nomeadas técnicas de sequenciamento de nova 

geração (do inglês next-generation sequencing, NGS). Tais metodologias ainda utilizam a 

detecção de fluoróforos incorporados às bases nucleotídicas e detecção pela respectiva 

fluorescência, assim como o método de Sanger. Porém, o NGS permite o sequenciamento 

diretamente do RNA por meio da incorporação de bases na transcrição após amplificação da 

molécula-alvo (RNA) pela reação em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction, PCR) 

(MCGETTIGAN, 2013; MUTZ et al., 2013).  

A utilização das bibliotecas de cDNA em transcriptomas de glândula de peçonha/veneno 

é uma ferramenta poderosa para desvendar seus componentes e vários compostos com 

potenciais aplicações biotecnológicas já foram identificados. Como exemplos, podem ser 

citados a utilização de glândulas de sapos e serpentes. No caso dos anfíbios, destaca-se a 

identificação de peptídeos com atividades anti-protozoária, anti-cancerígena e anti-HIV nas 

glândulas de quatro espécies de sapos - Xenopus laevis, Rana pipiens, Bombina maxima e 

Lonicera caerulea  (CHEN et al., 2003). Por sua vez, o veneno do sapo brasileiro Phyllomedusa 

nordestina é composto por uma mistura de peptídeos antimicrobianos, moléculas hipotensoras, 

agonistas de receptores opioides e inibidores enzimáticos (NEIVA et al., 2013). 

No caso das serpentes, o estudo do transcriptoma das serpentes Lachesis muta e 

Crotalus adamanteus revelaram a presença de importantes famílias de proteínas, como, por 

exemplo, peptídeos potencializadores de bradicinina, serinoproteases, fatores de crescimento, 

inibidores de protease do tipo Kunitz, nucleotidases, hialuronidases e proteínas secretórias ricas 

em cisteína (CRISP) (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2006; ROKYTA et al., 2012). 

Adicionalmente, o transcriptoma da glândula de peçonha de Micrurus fulvius sugere que a 

diversificação entre as toxinas parece seguir uma especiação que reflete adaptação espécie-

específica (MARGRES et al., 2013) e essa descoberta pode abrir novos rumos nos estudos de 

antivenenos mais específicos. 

Existem dezenas de transcriptomas de diferentes glândulas de peçonhas de serpentes 

disponíveis (BRAHMA et al., 2015). Essa abordagem também já permitiu a identificação de 

novos componentes na glândula de peçonha de C. d. collilineatus, como cardiotoxina, vesprina 

e inibidor de fosfolipase A2 (PLI) (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2009). Mais recentemente, a 

análise por NGS, principalmente RNA-seq, tem permitido a identificação de RNAs pouco 
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expressos de uma maneira mais sensível, rápida e com menor custo (JUNQUEIRA-DE-

AZEVEDO et al., 2016; SCHUSTER, 2008). 

A partir dos dados resultantes de transcriptomas obtidos por NGS, pode-se construir 

primers específicos, bem como utilizar ferramentas de engenharia genética para produção de 

proteínas recombinantes para diversos fins. Além disso, a produção de proteínas heterólogas 

por sistemas apropriados permite a obtenção da toxina de interesse em grande quantidade, 

possibilitando diversos estudos e descobertas para futuras aplicações (BOLDRINI-FRANÇA 

et al., 2017; BORDON et al., 2020; VETTER et al., 2011). 

 

1.1.2 Análise proteômica de peçonhas e venenos 

 

Outra abordagem para desvendar misturas complexas secretadas por glândulas de 

peçonhas é o proteoma/peptidoma desenvolvido devido ao advento das tecnologias de 

espectrometria de massas (MS) (ESCOUBAS; KING, 2009; ESCOUBAS; QUINTON; 

NICHOLSON, 2008). A respeito das peçonhas de serpentes, a estratégia “bottom-up”, em que 

peptídeos/proteínas são digeridos anteriormente a uma análise MS, é a mais utilizada e usada 

para criar bibliotecas virtuais de compostos naturais para aplicações biotecnológicas, 

melhoramento de antivenenos, previsão de características do envenenamento e, até mesmo, 

para analisar divergência genética e variação geográfica (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; 

CALVETE et al., 2012; ESCOUBAS; KING, 2009; SUNAGAR et al., 2016). 

Diferentes técnicas de separação têm sido empregadas antes e após a digestão da 

amostra para melhorar a relação sinal-ruído e a cobertura das proteínas e para reduzir a 

interferência entre os peptídeos (ABD EL-AZIZ; SOARES; STOCKAND, 2020; LOMONTE; 

CALVETE, 2017). Entre essas técnicas, destacam-se a eletroforese em gel uni e bidimensional, 

a cromatografia líquida de proteínas com diferentes resinas e colunas (principalmente colunas 

de fase reversa) e a eletroforese OFFGEL. Após a separação, os peptídeos obtidos podem ser 

analisados por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF/TOF ou de ionização por 

eletrospray (ESI) (ABD EL-AZIZ; SOARES; STOCKAND, 2020; LOMONTE; CALVETE, 

2017).    

Além da estratégia “bottom-up”, a estratégia “top-down”, em que a proteína é analisada 

de forma intacta por MS, sem uma digestão prévia, tem sido recentemente empregada na análise 

proteômica de peçonhas, com especial atenção para a identificação de diferentes proteoformas 
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em uma mesma peçonha (MELANI; NOGUEIRA; DOMONT, 2017; SUNAGAR et al., 2016). 

Esse tipo de análise foi primeiramente utilizado no caso de peçonhas com maior abundância de 

peptídeos e pequenas proteínas  (ANAND et al., 2014; PETRAS et al., 2015; SUNAGAR et 

al., 2016; UEBERHEIDE et al., 2009), mas proteínas maiores já têm sido identificadas 

recentemente através dessa abordagem (GHEZELLOU et al., 2021) 

Até o momento, já foram publicados estudos proteômicos de peçonhas de mais de 100 

espécies de serpentes, mas, embora 63 famílias de proteínas já tenham sido identificadas, mais 

da metade dessas famílias está sempre presente em baixa concentração (TASOULIS; 

ISBISTER, 2017), evidenciando a importância do estudo de toxinas minoritárias. Embora 

alguns grupos já tenham investigado o proteoma de C. d. terrificus, nenhuma análise 

transcriptômica foi publicada até o momento da realização deste trabalho (CALVETE et al., 

2010; GEORGIEVA et al., 2010; MELANI et al., 2015).  

Atualmente, o estado da arte da compreensão de peçonhas e venenos depende de 

tecnologias ômicas e sua integração para se obter uma visão holística de tais amostras. Nesse 

sentido, o termo “venômica” foi recentemente lapidado e tem sido atribuído ao uso dessas 

tecnologias para desvendar a composição completa de peçonhas e venenos (SUNAGAR et al., 

2016).  

Sendo assim, este capítulo apresenta a análise de transcriptoma RNA-seq, o proteoma 

da peçonha e a integração de ambas as bibliotecas de um espécime de Crotalus durissus 

terrificus. Além disso, abre caminho para a descoberta e o estudo de proteínas não detectadas 

anteriormente na peçonha de C. d. terrificus e provavelmente envolvidas no processo de 

envenenamento.



27 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2 OBJETIVOS 



Capítulo I: Objetivos    28 
__________________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________ 

Gisele Adriano Wiezel 
 

Os objetivos desse capítulo incluíram a construção de uma biblioteca de cDNA da 

glândula de peçonha de C. d. terrificus e a análise proteômica da peçonha produzida por essa 

glândula, bem como a integração dos dados de ambas as abordagens para uma visão holística 

da peçonha produzida por essa serpente brasileira. Para isso, foram realizados: 

✓ Construção da biblioteca de cDNA através do sequenciamento de nova geração 

✓ Análise in silico dos transcritos da glândula de peçonha 

✓ Análise do proteoma da glândula de peçonha através de espectrometria de 

massas de alta resolução 

✓ Fracionamento da peçonha por cromatografia líquida de proteínas e 

sequenciamento N-terminal das frações de interesse 

✓ Integração dos dados obtidos em todas as abordagens realizadas
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A figura 1.1 resume as principais etapas realizadas para análises do transcriptoma da 

glândula e do proteoma da peçonha de C. d. terrificus. 

 
Figura 1.1. Principais etapas realizadas para análise do transcriptoma e do proteoma de C. d. terrificus. 

 

1.3.1 Crotalus durissus terrificus 

 

O espécime (macho) de Crotalus durissus terrificus (Cdt) foi capturado na região de 

Ribeirão Preto (21° 10′ 36″ S, 47° 49′ 15″ W) e mantido no Serpentário da Universidade de São 

Paulo (USP), campus Ribeirão Preto, de acordo com as diretrizes do Instituto Brasileiro do 

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA). A glândula de peçonha usada 

no estudo foi obtida desse mesmo espécime, que produz peçonha de coloração branca. A 

peçonha de C. d. terrificus (CdtV) foi extraída através de compressão da glândula de peçonha 

três dias antes da extração desta. Em seguida, a peçonha foi dessecada e armazenada a -20 °C 

até o momento do uso. 

 Para a extração da glândula de peçonha, o espécime de Cdt foi sacrificado seguindo as 

diretrizes ARRIVE. Os experimentos foram revisados e aprovados pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto (FCFRP) 

Transcriptoma da glândula de peçonha

• Extração do RNA total

• Preparo da biblioteca de cDNA

• Sequenciamento da biblioteca de cDNA

• Trimagem, montagem e anotação dos 

contigs

• Quantificação dos contigs

• Análises in silico dos contigs

Proteoma da peçonha

• Redução, alquilação e digestão da peçonha

• Análise dos peptídeos trípticos por 

espectrometria de massas de alta resolução

• Identificação e quantificação das proteínas 

da peçonha

• Fracionamento da peçonha bruta por 

cromatografia líquida de proteínas

• Sequenciamento amino-terminal das 

frações de interesse

Integração dos dados das análises transcriptômica e proteômica
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– USP (processo número 15.5.256.60.2, ANEXO A). Para este propósito, uma dose combinada 

dos anestésicos cetamina (10 mg/kg) e pentobarbital (150 mg/kg) de acordo com o peso da 

serpente foi aplicada através de acesso intravenoso para sacrificar o animal. A glândula de 

peçonha foi imediatamente extraída. 

 

1.3.2 Transcriptoma da glândula de peçonha de C. d. terrificus 

 

O transcriptoma da glândula de peçonha de C. d. terrificus foi realizado em colaboração 

com o Professor Carlos Ueira Vieira (Instituto de Biotecnologia, Universidade Federal de 

Uberlândia). Para isso, o RNA total foi extraído da glândula utilizando o reagente TRIzol® 

(Life technologies, EUA) seguindo o protocolo do fabricante e sua integridade e recuperação 

foram avaliadas pelo 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA).  

A biblioteca de cDNA foi preparada com o kit TruSeq Stranded mRNA (Illumina, EUA). 

Reads paired-end (2x100 pb) foram sequenciadas em duplicata na plataforma Illumina 2500 

HiSeq (Illumina) utilizando os kits Truseq SBS v3-HS 200 cycles e Truseq PE cluster v3 cBot-

HS (Illumina).  

Reads brutas foram trimadas no Galaxy (BLANKENBERG et al., 2010) – através da 

ferramenta Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) – para remover sequências de 

adaptadores e descartar reads pequenas (<60 pb) e de baixa qualidade (Q<22). A análise de 

qualidade das reads brutas e trimadas foi realizada pelo software em java FastQC (ANDREWS, 

2010). 

 As reads trimadas de ambas as replicatas foram de novo montadas com a ferramenta 

Trinity (GRABHERR et al., 2011) usando os seguintes parâmetros: k-mer = 31, contig 

minimum length = 200, group pairs distance = 500 e path reinforcement = 75. A ferramenta 

Transrate (SMITH-UNNA et al., 2016) foi usada para avaliar a qualidade da montagem, 

incluindo o mapeamento dos contigs montados, contra 186.068 sequências do genoma de 

Crotalus horridus (GenBank: LVCR00000000.1) e 4.271 sequências das montagens de 

transcriptoma shotgun de C. adamanteus (GenBank: GFHW00000000.1, GDBB00000000.1 e 

GBEX00000000.1).  

Os quadros de leitura abertos (open reading frames, ORFs) foram preditos pelo 

Transdecoder (HAAS et al., 2013). Splice junctions foram preditas pelo Tophat (KIM et al., 

2013) e os contigs resultantes foram anotados contra o banco de dados de proteínas não 
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redundante (NR) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) através do 

diamond aligner disponível na plataforma online Fastannot (BUCHFINK; XIE; HUSON, 

2015).  

A abundância dos contigs foi expressa como “transcritos por milhão” (TPM) e estimada 

pelo Salmon (PATRO et al., 2017; WAGNER; KIN; LYNCH, 2012). As reads trimadas e os 

contigs montados foram depositados no European Nucleotide Archive – ENA 

(http://www.ebi.ac.uk/ena). 

 

1.3.3 Análises in silico dos transcritos da glândula de peçonha 

 

As análises in silico foram realizadas utilizando sequências disponíveis no NCBI, 

UniProt (UNIPROT CONSORTIUM, 2015) e também as sequências montadas a partir do 

transcriptoma da glândula de peçonha de Cdt. Alinhamentos de múltiplas sequências foram 

gerados pelas ferramentas Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) ou MultAlin (CORPET, 

1988) e editados pelo BioEdit Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences, USA) e/ou ESPript 

server (ROBERT; GOUET, 2014). Análises de domínios foram realizadas pelo Modular 

Architecture Research Tool (SMART) (LETUNIC; DOERKS; BORK, 2015). 

 

1.3.4 Proteoma da peçonha de C. d. terrificus 

 

1.3.4.1 Análise proteômica por espectrometria de massas de alta resolução 

As análises por espectrometria de massas da peçonha de Cdt foi realizada em 

colaboração com o Prof. Dr. Löic Quinton  (Mass Spectrometry Laboratory, Liège Université, 

Bélgica). 

Para isso, a peçonha branca de Cdt (20 µg) foi dissolvida em solução-tampão NH4HCO3 

50 mM e reduzida com ditiotreitol (DTT) 10 mM. Após 45 min em 56 °C, a amostra foi 

alquilada com iodoacetamida (IAA) 20 mM, por 30 min, na temperatura ambiente, e dentro de 

um compartimento escuro. Novamente, DTT 10 mM foi adicionado à amostra para bloquear o 

excesso de IAA. A amostra foi mantida por 10 min na temperatura ambiente e dentro de um 

compartimento escuro. A peçonha foi, então, digerida usando um protocolo com duas etapas: a 

digestão durante à noite a 37 °C com tripsina (Thermo Scientific Pierce Trypsin Protease, MS 

Grade), na proporção 1:50 (enzima:substrato), seguida por uma segunda digestão usando as 

http://www.ebi.ac.uk/ena
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mesmas enzima e temperatura, mas na proporção 1:100, durante 3 h, em acetonitrila (ACN) 

80% (concentração final). Peptídeos trípticos foram dessalinizados usando ZipTip C18 (Merck 

Millipore, Alemanha) como descrito previamente (COTTO-RIOS et al., 2012). 

O sistema cromatográfico 2D NanoAcquity UPLC (Waters, Reino Unido) foi equipado 

com a coluna capilar monolítica PepSwift (100 µm x 25 cm, Thermo Scientific) equilibrada 

com solução A (ácido fórmico 0,1%). Os peptídeos foram eluídos em 97 min seguindo um 

gradiente (3-70%) de solução B (ACN 99,8% e ácido fórmico 0,1%) sob vazão de 1 µL/min. 

Todas as análises de espectrometria de massas foram feitas no espectrômetro Q Exactive™ Plus 

(Thermo Scientific) em uma aquisição dependente de dados, que automaticamente realizou os 

experimentos de MS/MS nos 12 íons mais intensos de cada varredura MS. Espectros MS de 

alta resolução foram adquiridos com resolução de 70.000 (em m/z 200) e controle automático 

de ganho alvo (automatic gain control targe, AGC target) de 3e6. Subsequentemente, espectros 

HCD MS/MS foram adquiridos no analisador Orbitrap com resolução de 17.500, AGC target 

de 1e5, energia de colisão normalizada de 25 e janela de isolamento de ±2 m/z. 

Os dados brutos foram submetidos ao software Peaks 8 (Bioinformatics Solutions Inc., 

Canadá), para realização do sequenciamento automático de novo dos fragmentos trípticos, 

gerando marcadores de sequência (sequence tags) de alta qualidade. Essas sequências foram 

utilizadas pelo algoritmo do Peaks para pesquisa em dois bancos de dados: i) o banco de dados 

do UniProt (UNIPROT CONSORTIUM, 2015) contendo 67.053 sequências encontradas com 

a palavra-chave “Serpentes (taxid: 8570)” e acessado no dia 05/07/2017; e ii) o banco de dados 

do transcriptoma de Cdt contendo as 97.474 sequências montadas obtidas neste estudo. Para 

ambos os bancos de dados, foram utilizadas duas diferentes abordagens: “PEAKS database 

search” e “SPIDER”. A tolerância de massa foi configurada em 10 ppm e 0,5 Da para os íons-

pai e fragmentos, respectivamente. Oxidação (His, Trp e Met) e formação de piro-glutamato N-

terminal (Glu, Gln) foram configurados como modificações variáveis enquanto 

carbamidometilação (Cys) foi mantida como modificação fixa. A confiança local média 

(average local confidence, ALC) foi estabelecida em >70%. Um banco de dados decoy foi 

usado para calcular o false discovery rate (FDR) configurado para ser <1%. Foram considerados 

como proteínas as sequências com pelo menos 1 peptídeo único e sua abundância foi estimada 

pelo  “normalized spectral abundance factor” (NSAF) (ZYBAILOV et al., 2006). 
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1.3.4.2 Fracionamento da peçonha de Cdt e sequenciamento N-terminal 

A peçonha bruta de Cdt foi dissolvida em uma solução de ACN 5% e ácido 

trifluoroacético (TFA) 0,05%, centrifugada (13,000 xg, temperatura ambiente, 10 min), e o 

sobrenadante contendo 2 mg de proteína foi aplicado em uma coluna de fase reversa com resina 

C18 Vydac 218MS (5 µm, 250 x 4.6 mm, GRACE, EUA). As frações foram monitoradas em 

214 nm pelo sistema Äkta UPC-900 (GE Healthcare, Suécia) e eluídas exatamente como 

previamente descrito (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010). O sequenciamento N-terminal das 

frações de interesse foi realizado no sequenciador automático de proteínas PPSQ-33A 

(Shimadzu Co., Japão) através do método da degradação de Edman (EDMAN; BEGG, 1967).
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1.4.1 Análise geral do perfil de expressão da glândula de peçonha e seu proteoma 

 

Foi sequenciado um total de 126.795.246 e 113.366.578 de reads brutas de cada 

replicata, considerando ambas as reads (forward e reverse). A análise de qualidade revelou que 

a maioria das sequências apresentou Phred score maior que 30 em ambas as replicatas. Após a 

etapa de trimagem, foram obtidos 124.192.676 e 110.401.122 reads de alta qualidade de cada 

replicata, que foram montados de novo em 97.474 contigs. A distribuição do tamanho dos 

contigs foi de 201-28.989 pb, com um tamanho médio de 872,67 pb. Destes, 76.077 contigs 

(78%) foram mapeados no genoma de C. horridus enquanto 10.308 contigs (11%) foram 

encontrados no transcriptoma de C. adamanteus. 

A ferramenta TransDecoder fez a predição de 31.135 ORFs entre todos os contigs 

montados e 13.643 contigs foram funcionalmente anotados. Aproximadamente 96% dos 

contigs representam proteínas celulares (Figura 1.2A-inserto), principalmente relacionadas ao 

metabolismo celular, incluindo processos de transcrição e tradução, como revelado pela 

distribuição seguindo a classificação de ontologia gênica (GO, APÊNDICE). Os componentes 

de peçonha correspondem a 2,6% do total de transcritos anotados (Figura 1.2A-inserto) e foram 

agrupados em diferentes famílias de proteínas (Figura 1.2A). A abundância dos transcritos na 

glândula de peçonha de Cdt foi resumida para melhor visualização na Figura 1.2B e está 

detalhada nas tabelas 1.1 e 1.2. 
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Figura 1.2 – O transcriptoma da glândula de peçonha de C. d. terrificus. A) Distribuição dos transcritos 

relacionados aos componentes da peçonha. Os transcritos foram agrupados em diferentes famílias de proteínas. 

Inserto: visão geral da distribuição dos transcritos. B) Estimativa da abundância de cada família de proteínas da 

peçonha no transcriptoma. Inserto: visão geral da abundância de todos os transcritos. Abreviações: 3FTx: toxina 

three-finger; 5’-NT: 5’-nucleotidase; AChE: acetilcolinesterase; BPP/C-NP: peptídeo potencializador de 

bradicinina/peptídeo natriurético do tipo C; CPi: inibidor de CysProt; CRISP: proteína secretória rica em cisteína; 

CysProt: cisteíno-protease; DPP: dipeptidil peptidase; FGF: fator de crescimento de fibroblastos; LAAO: L-
aminoácido oxidase; MPi: inibidor de metaloprotease; MPPE: metalofosfoesterase; NGF: fator de crescimento 

neural; PDE: fosfodiesterase; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; PLA2: fosfolipase A2; PLB: 

fosfolipase B; PLD: fosfolipase D; PLI: inibidor de PLA2; SVMP: metaloproteases de peçonha de serpente; SVSP: 

serinoproteases de peçonha de serpente; VEGF: fator de crescimento do endotélio vascular; WAP: waprina-símile. 
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Tabela 1.1 – Visão geral do venoma de C. d. terrificus. A abundância está expressa como TPM 

no transcriptoma da glândula de peçonha e como NSAF no proteoma da peçonha. 

Proteína 

Abundância no 

transcriptoma 

 Abundância no proteoma da peçonha (%) de 

acordo com cada banco de dados e abordagem 

TPM 

(valor absoluto) 

TPM 

(%) 

 Serpentes  Transcriptoma (este estudo) 

 PEAKS SPIDER  PEAKS SPIDER 

Componentes da 

peçonha 
544725,053 22,4804 

 
97,048 98,636 

 
89,220 85,669 

Proteínas celulares 1858640,501 76,7045  2,952 1,364  2,257 3,842 

Não caracterizados 

ou determinados 
19752,200 0,8152 

 
- - 

 
8,523 10,489   

TPM: transcritos por milhão; NSAF: normalized spectral abundance factor. 

 

Os transcritos de proteínas celulares somam ~76% dos transcritos totais em abundância 

enquanto aqueles relacionados a componentes da peçonha correspondem a ~22% (Tabela 1.1, 

Figura 1.2B-inserto). Entre os transcritos relacionados à peçonha, mais de 96% codificam 

fosfolipase A2 (PLA2), metaloproteases de peçonha de serpente (SVMP), serinoproteases de 

peçonha de serpente (SVSP), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e lectina. 

Além disso, apenas a PLA2 é responsável pela abundância de ~75% entre os componentes da 

peçonha, constituindo-se a família de maior representação (Figura 1.2, Tabela 1.2). Os valores 

de TPM para cada família de componente da peçonha estão listados na Tabela 1.2. 

As reads trimadas estão disponíveis no repositório de dados do ENA sob o número de 

acesso de estudo  PRJEB1986 (http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJEB19865). Os contigs 

de interesse montados (com tamanho superior a 200 pb) foram atribuídos aos acessos 

HAGK01000001-HAGK01000074 e HALL01000001-HALL01000005. A Tabela 1.3 

apresenta as características preditas para essas sequências, nomeadas seguindo a estrutura “Cdt 

+ classe de proteína + isoforma” como o exemplo CdtHya1, que significa “hialuronidase 1 de 

C. d. terrificus”.  

 

 

 

 

 

 

http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJEB19865
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Tabela 1.2 – Abundância de cada família de componentes da peçonha no transcriptoma e no 

proteoma de C. d. terrificus.  

Família de proteína 

Abundância no 

transcriptoma 

 Abundância no proteoma da peçonha (%) 

segundo cada banco de dados 

TPM  

(valor absoluto) 

TPM  

(%) 

 
Serpentes 

 Transcriptoma  

(este estudo) 

 PEAKS SPIDER  PEAKS SPIDER 

Acetilcolinesterase 11,496 0,0021  - -  - - 

Aminopeptidase 1871,335 0,3435  0,004 0,001  0,016 0,003 

Angiogenina 626,237 0,1150  - -  - - 

BPP/C-NP 1219,828 0,2239  0,011 0,003  - - 

Carboxipeptidase 849,244 0,1559  0,035 0,010  0,073 0,173 

CPi 3462,089 0,6356  - -  - - 

CRISP 0,821 0,0002  - -  0,032 0,007 

CysProt 108,814 0,0200  - -  - - 

Desintegrina - -  0,227 0,946  - - 

Dipeptidilpeptidase 910,689 0,1672  - -  - - 

FGF 187,855 0,0345  - -  - - 

Hialuronidase 1233,961 0,2265  0,045 0,012  0,085 0,235 

Tipo Kazal 0,499 0,0001  - -  - - 

Tipo Kunitz 1286,222 0,2361  - -  - - 

LAAO 166,597 0,0306  - -  - - 

Lectina 10656,487 1,9563  0,026 0,007  0,042 0,009 

Lipase 1840,323 0,3378  - -  - - 

MPi 351,596 0,0645  - -  - - 

Metalofosfoesterase 1,516 0,0003  - -  - - 

NGF 116,336 0,0214  0,152 0,060  - - 

PDE/5'-NT 3191,833 0,5860  0,398 0,208  1,101 0,647 

PDGF 1,151 0,0002  - -  - - 

PLA2 411785,200 75,5951  89,431 90,184  56,235 52,900 

PLB 450,792 0,0828  0,044 0,012  0,192 0,184 

PLD 109,919 0,0202  - -  - - 

PLI 934,652 0,1716  0,073 0,028  0,464 0,303 

Serpina-símile 113,719 0,0209  - -  - - 

SVMP 53674,420 9,8535  5,875 5,505  15,903 32,013 

SVSP 37468,393 6,8784  1,426 0,749  22,238 11,450 

Toxina 3-finger  311,030 0,0571  - -  - - 

Vipericidina 207,782 0,0381  - -  - - 

VEGF 10337,152 1,8977  2,251 2,276  3,620 2,077 

Venom factor 178,269 0,0327  - -  - - 

Vesprina 284,155 0,0522  - -  - - 

Waprina-símile 774,639 0,1422  - -  - - 

A abundância está expressa como TPM (transcritos por milhão) no transcriptoma e como NSAF  (normalized spectral 

abundance factor ). A porcentagem dos transcritos relacionados a toxinas foi calculada considerando 100% a soma dos 

TPMs individuais.   
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Tabela 1.3 – Predição das características de contigs montados a partir do transcriptoma de C. 

d. terrificus.  

Família da 

proteína 
Nome da proteína Acesso 

Tamanho 

(aminoácidos) 

Peptídeo 

sinal
b
 

(número de 

resíduos) 

Massa 

molecular 

(Da)
a
 

SVSP CdtSP23 HAGK01000001 372 19 40285,02 

SVCP CdtCysProt1 HAGK01000002 393 nd 44486,57 

CLP Snaclec crotocetin 2 HAGK01000003 148 23 14482,48 

CLP Snaclec crotocetin 3 HAGK01000004 148 23 14482,48 

CLEC CdtGALEC1 HAGK01000005 171 nd 19154,95 

CLEC CdtGALEC2 HAGK01000006 109 nd 11991,10 

CLEC CdtGALEC3 HAGK01000007 73 nd 8050,96 

CLEC CdtCLEC1 HAGK01000008 161 22 15895,64 

CLEC CdtCLEC2 HAGK01000009 161 22 15798,48 

CLEC CdtCLEC3 HAGK01000010 158 23 15849,78 

PLB CdtPLB1 HAGK01000011 553 nd 64104,22 

PLB CdtPLB2 HAGK01000012 520 nd 60433,91 

PLB CdtPLB3 HAGK01000013 566 21 61389,56 

PLD CdtPLD1 HAGK01000014 245 nd 28624,08 

PLD CdtPLD2 HAGK01000015 294 nd 33309,22 

PLD CdtPLD3 HAGK01000016 103 nd 12039,81 

KUN CdtKunitz-type1 HAGK01000017 252 20 25916,37 

KUN CdtKunitz-type2 HAGK01000018 513 25 54989,85 

KUN CdtKunitz-type3 HAGK01000019 96 25 7459,24 

KAZ CdtKazal-type HAGK01000020 196 nd 21831,70 

Serpin CdtSerpin-like - 54 nd 5990,87 

Serpin CdtNeuroserpin HAGK01000021 162 nd 18613,90 

CYS CdtCystatin1 HAGK01000022 139 22 13242,06 

PLI CdtPLI1 HAGK01000023 172 19 17132,37 

PLI CdtPLI2 HAGK01000024 332 23 35043,12 

PLI CdtPLI3 HAGK01000025 332 23 35010,11 

PLI CdtPLI4 HAGK01000026 237 nd 25238,50 

PLI CdtPLI5 HAGK01000027 231 nd 24479,74 

svMPI CdtMPi1 HAGK01000028 212 24 21676,16 

svMPI CdtMPi2 HAGK01000029 206 18 21676,16 

svMPI CdtMPi3 HAGK01000030 220 26 21749,82 

EI CdtWPIKN HAGK01000031 509 nd 57125,26 

5’-NT Cdt5'-NT1 HAGK01000032 588 nd 64697,06 

5’-NT Cdt5’-NT2 HAGK01000033 570 nd 65659,33 

PDE CdtPDE1 HAGK01000034 887 nd 101279,98 

PDE CdtPDE2 HAGK01000035 859 nd 98202,64 

PDE CdtPDE3 HAGK01000036 898 nd 102183,89 

svVEGF CdtVEGF1 HAGK01000037 192 26 19497,52 

svVEGF CdtVEGF2 HAGK01000038 148 26 14239,50 
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Família da 

proteína 
Nome da proteína Acesso 

Tamanho 

(aminoácidos) 

Peptídeo 

sinal
b
 

(número de 

resíduos) 

Massa 

molecular 

(Da)
a
 

svVEGF CdtVEGF3 HAGK01000039 421 16 45888,43 

svVEGF CdtVEGF4 HAGK01000040 144 24 13558,63 

FGF CdtFGF fragment 1 HAGK01000041 105 nd 11763,38 

FGF CdtFGF fragment 2 HAGK01000042 189 nd 21822,83 

FGF CdtFGF fragment 3 - 27 nd 2807,05 

Hyal CdtHya1 HAGK01000043 449 20 49629,83 

Hyal CdtHya2 HAGK01000044 449 20 49672,86 

Hyal truncated CdtHya3 HAGK01000045 339 20 36859,77 

Hyal CdtHya4 HAGK01000046 177 nd 20839,87 

Hyal CdtHya5 HAGK01000047 343 nd 40013,77 

Hyal CdtHya6 HAGK01000048 470 nd 53929,64 

CRISP CdtCRISP-1 HAGK01000049 240 19 24670,96 

CRIP CdtCRIP1 HAGK01000050 207 nd 22865,27 

CRIP CdtCRIP2 HAGK01000051 78 nd 8821,07 

CRIP CdtCRIP3 HAGK01000052 106 nd 11926,80 

CGRP CdtCGRP HAGK01000053 71 nd 7546,57 

CHRP CdtCHRP HAGK01000054 145 nd 17020,67 

LAAO Bordonein-L HAGK01000055 516 18 56925,51 

Vespryn CdtVespryn HAGK01000056 218 nd 24207,88 

3FTx Cdt3FTx HAGK01000057 86 21 7233,26 

Vipericidin CdtVipericidin HAGK01000058 125 22 11292,57 

Waprin-like CdtWAP-like HAGK01000059 78 nd 8451,08 

VF CdtVF fragment 1 HAGK01000060 90 nd 9803,31 

VF CdtVF fragment 2 HAGK01000061 148 nd 16571,84 

VF CdtVF fragment 3 HAGK01000062 67 nd 7675,86 

VF CdtVF fragment 4 HAGK01000063 122 nd 13274,38 

VF CdtVF fragment 5 HAGK01000064 135 nd 14927,89 

VF CdtVF fragment 6 HAGK01000065 319 nd 35407,49 

VF CdtVF fragment 7 HAGK01000066 133 nd 14913,96 

VF CdtVF fragment 8 HAGK01000067 400 nd 45774,90 

MPPE CdtMPPE1  HAGK01000068 190 nd 21693,33 

MPPE CdtMPPE2 HAGK01000069 106 nd 11842,64 

AP CdtAPA HAGK01000070 958 nd 109861,72 

APN CdtAPN1 HAGK01000071 980 nd 110858,12 

DPP CdtDPPII HAGK01000072 358 19 38302,10 

DPP CdtDPPIV HAGK01000073 81 nd 9287,43 

Lipase CdtLIP1 HAGK01000074 101 nd 11570,90 

Lipase CdtLIP2 - 35 nd 4028,84 

FGF CdtFGF HALL01000001 221 nd 25679,48 

AChE CdtAChE HALL01000002 609 nd 69199,49 

CBP CdtCBP1 HALL01000003 480 22 51655,72 

CBP CdtCBP2 HALL01000004 541 nd 61622,91 
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Família da 

proteína 
Nome da proteína Acesso 

Tamanho 

(aminoácidos) 

Peptídeo 

sinal
b
 

(número de 

resíduos) 

Massa 

molecular 

(Da)
a
 

PLA2 CdtPLA2 (group IID) HALL01000005 145 20 14323,42 

Sequências contendo mais 200 pb foram submetidas ao European Nucleotide Achive. 
a Massa molecular predita(GASTEIGER et al., 2005) desconsiderando a sequência do peptídeo sinal  
b O peptídeo sinal foi predito pela ferramenta SMART (LETUNIC; DOERKS; BORK, 2015)  

Abreviações: nd: não determinado; svSP: serinoproteases de peçonha de serpente; svCP: cisteinoprotease de 
peçonha de serpente; CLP: proteína lectina do tipo-C-símile; CLEC: lectina do tipo-C; PLB: fosfolipase B; PLD: 

fosfolipase D; KUN: inibidor de protease do tipo Kunitz; KAZ: inibidor de protease do tipo Kazal; PLI: inibidor 

de fosfolipase A2; svMPI: inibidor de metaloproteases de peçonha de serpente; EI: inibidor enzimático; CYS: 

cistatina; 5’-NT: nucleotidase; PDE: fosfodiesterase; svVEGF: fator de crescimento do endotélio vascular de 

peçonha de serpente; FGF: fator de crescimento de fibroblasto; Hyal: hialuronidase; CRIP: proteína intestinal rica 

em cisteína; CRISP: proteína secretória rica em cisteína; CGRP: proteína rica em cisteína e glicina; CHRP: 

proteína rica em cisteína e histidina; LAAO: L-aminoácido oxidase; 3FTx: toxina three-finger; VF: venom factor; 

MPPE: metalofosfoesterase; APA: aminopeptidase A; APN: aminopeptidase N; DPP: dipeptidilpeptidase; AChE: 

acetilcolinesterase; PLA2: fosfolipase A2; CBP: carboxipeptidase. 

 

Os resultados de MS/MS foram pesquisados contra dois bancos de dados (“Serpentes” 

e o transcriptoma de Cdt obtido neste estudo) e a abundância das proteínas identificadas foi 

estimada utilizando o método NSAF. Os componentes presentes na peçonha foram 

identificados usando as abordagens PEAKS database search e SPIDER no software Peaks para 

ambos os bancos de dados descritos acima. A primeira abordagem permite a identificação de 

sequências de peptídeos idênticos ao banco fornecido ou que apresentem algumas modificações 

pré-definidas (por exemplo, carbamidometilação de Cys, oxidação de Met/Trp, deamidação de 

N/Q) incorporando resultados de sequenciamento de novo (ZHANG et al., 2012). Por outro 

lado, utilizando o SPIDER, é possível identificar mutações e modificações pós-traducionais 

(PTMs) em peptídeos assim como buscas por homologia (HAN; MA; ZHANG, 2005). 

Os resultados obtidos de ambos os bancos de dados foram filtrados, aceitando apenas 

proteínas com, pelo menos, 1 peptídeo único e FDR ≤1% para evitar redundância nas 

identificações devido a peptídeos compartilhados por diferentes isoformas de proteínas 

(NESVIZHSKII; AEBERSOLD, 2005). É interessante lembrar que, uma vez que peçonhas de 

serpentes são compostas por muitas proteoformas altamente similares entre si (MELANI et al., 

2016), essa escolha pode desconsiderar aquelas proteínas com alto grau de identidade cujo 

peptídeo único pode não ser detectado.  

Além disso, neste estudo, o uso da abordagem SPIDER gerou a identificação de grande 

número de espectros, peptídeos e proteínas, que permitiriam a avaliação de PTMs e 

substituições de aminoácidos. No entanto, resultados falso positivos ainda foram detectados 
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mesmo após checagem manual dos resultados e configuração do FDR ≤1%. Portanto, a 

abordagem PEAKS database search foi a escolhida para expressar os resultados em relação aos 

transcritos identificados na peçonha.  

Proteínas não caracterizadas ou não determinadas foram identificadas apenas utilizando 

o banco de dados do transcriptoma e variou de 8,5-10,5% do proteoma da peçonha (Tabela 1.1). 

Proteínas celulares foram pouco abundantes na peçonha (1,3-3,9%), sendo a maioria do 

proteoma (85-99%) composto por verdadeiros componentes da peçonha/toxinas (Tabela 1.1). 

 Entre os componentes da peçonha, existe uma dominância da família de PLA2 

(predominantemente cadeias ácidas e básicas da crotoxina), SVMP (principalmente classes P-

II e P-III), SVSP (em especial, enzimas trombina-símile) e VEGF (VEGF-A e VEGF-F). 

Componentes minoritários da peçonha incluem a família das fosfodiesterases e 5’-nucleotidases 

(PDE/5’-NT), aminopeptidase, peptídeo potencializador de bradicinina/peptídeo natriurético do 

tipo C (BPP/C-NP), carboxipeptidase, desintegrina, hialuronidase, lectina, fator de crescimento 

neural (NGF), fosfolipase B (PLB) e inibidor de PLA2 (PLI). A abundância de cada classe de 

proteínas usando ambos os bancos de dados e abordagens está resumida na Tabela 1.2 e foi 

comparada à abundância no transcriptoma. 

 Também foram investigados quais transcritos identificados no estudo foram 

verdadeiramente expressos no proteoma. A Tabela 1.4 mostra todos os transcritos relacionados 

à peçonha identificados no proteoma, incluindo os transcritos que compartilham o mesmo grupo 

de peptídeos. Para esses últimos, o NSAF foi calculado apenas uma vez para evitar a 

duplicidade no cálculo da abundância.  

Entre os 7 transcritos mais expressos relacionados a componentes da peçonha 

(destacados em negrito na Tabela 1.4), estão 4 transcritos codificadores de PLA2 responsáveis 

por 74% do TPM das proteínas da peçonha e 56% da abundância no proteoma. Os outros 3 

transcritos pertencem às famílias SVMP, SVSP e VEGF e correspondem juntos a ~7% do TPM 

e ~17% das proteínas da peçonha. 
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Tabela 1.4 – Transcritos relacionados a componentes da peçonha identificados no proteoma.  

Proteína 
Identificação do transcrito 

(transcript ID) 
TPM TPM (%) 

Tamanho 

(pb) 
-10lgP #Pep #Unique 

Cobertura 

(%) 
#Spec 

NSAF (%) 

PTM Transcrito 

individual 
Família 

PLA2 (CA) TRINITY_DN18351_c14_g1_i1 135594,000 24,8921 1045 467,88 121 95 32 999 26,610 56,235 1 

PLA2 (CB) TRINITY_DN18351_c4_g1_i1 160754,000 29,5110 202 302.1 49 15 98 142 19.568  1 

PLA2 (CB) TRINITY_DN18351_c14_g2_i1 59126,200 10,8543 688 240.79 23 22 20 58 2.347  1 

PLA2 (básica) TRINITY_DN18351_c14_g1_i2 49677,500 9,1197 205 195.89 10 6 37 55 7.468  1 

PLA2 (CA) TRINITY_DN5367_c1_g1_i1 210,335 0,0386 230 48.81 1 1 21 2 0.242  1 

SVMP (P-II) TRINITY_DN15400_c0_g7_i1 28497,200 5,2315 1550 411.98 105 82 51 564 10.129 15.903 1 

SVMP TRINITY_DN15400_c0_g3_i1 6833,590 1,2545 1208 306.34 28 14 25 55 1.267  1 

SVMP (P-III) TRINITY_DN34943_c0_g1_i1 202,683 0,0372 533 207.56 12 10 47 29 1.515  1 

SVMP (P-III) TRINITY_DN34943_c0_g2_i1 449,301 0,0825 531 207.56 12 10 47 29   1 

SVMP (P-III) TRINITY_DN12419_c0_g6_i1 131,508 0,0241 477 187.84 10 3 25 19 1.109  1 

SVMP (P-III) TRINITY_DN12419_c0_g3_i1 118,355 0,0217 476 187.84 10 3 25 19   1 

SVMP TRINITY_DN19179_c0_g1_i1 643,806 0,1182 415 161.16 8 6 46 13 0.872  1 

SVMP (P-III) TRINITY_DN11324_c0_g3_i1 42,432 0,0078 217 127.05 4 1 36 6 0.770   

SVMP (P-III) TRINITY_DN11324_c0_g3_i2 110,625 0,0203 220 127.05 4 1 35 6    

SVMP (P-III) TRINITY_DN11324_c0_g4_i1 636,073 0,1168 236 127.05 4 1 33 6    

SVMP (P-III) TRINITY_DN11324_c0_g1_i1 705,441 0,1295 240 127.05 4 1 32 6    

SVMP (P-III) TRINITY_DN11324_c0_g2_i1 142,533 0,0262 241 127.05 4 1 32 6    

SVMP (P-III) TRINITY_DN20611_c0_g1_i1 349,935 0,0642 460 62.73 2 2 10 4 0.242  1 

SVSP TRINITY_DN15864_c2_g4_i11 112,305 0,0206 627 227.67 17 3 44 43 1.909 22.238 1 

SVSP TRINITY_DN15864_c2_g4_i12 547,086 0,1004 686 227.67 17 3 40 43   1 

SVSP (giroxina) TRINITY_DN18351_c16_g4_i15 122,416 0,0225 474 195.57 15 2 59 30 1.762  1 

SVSP giroxina) TRINITY_DN17493_c6_g9_i1 3279,220 0,6020 216 184.31 12 7 88 30 3.866  1 

SVSP (giroxina) TRINITY_DN18351_c16_g4_i12 149,245 0,0274 451 168.12 11 3 38 23 1.420  1 

SVSP TRINITY_DN18351_c16_g3_i1 203,671 0,0374 295 166.37 8 1 82 18 1.698  1 

SVSP TRINITY_DN15864_c2_g4_i2 261,470 0,0480 281 164,78 10 1 34 18 1.783  1 
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Proteína 
Identificação do transcrito 

(transcript ID) 
TPM TPM (%) 

Tamanho 

(pb) 
-10lgP #Pep #Unique 

Cobertura 

(%) 
#Spec 

NSAF (%) 

PTM Transcrito 

individual 
Família 

SVSP (ativador de 

plasminogênio) 
TRINITY_DN15864_c2_g4_i6 449,184 0,0825 257 159,19 7 1 40 21 2.275  1 

SVSP TRINITY_DN16107_c0_g1_i1 250,749 0,0460 406 147,71 7 1 33 20 1.371  1 

SVSP (giroxina) TRINITY_DN18351_c16_g4_i5 1256,900 0,2307 360 132,25 5 1 51 10 0.773  1 

SVSP TRINITY_DN15864_c2_g4_i8 197,594 0,0363 541 157,31 6 4 34 11 0.566  1 

SVSP TRINITY_DN15864_c2_g4_i1 155,806 0,0286 600 157,31 6 4 31 11   1 

SVSP TRINITY_DN12477_c2_g1_i5 420,980 0,0773 376 116,82 6 4 23 9 0,666  1 

SVSP TRINITY_DN15864_c2_g1_i1 0,177 0,0000 240 112,37 5 2 42 5 0,580  1 

SVSP TRINITY_DN15864_c2_g3_i1 1112,220 0,2042 240 112,37 5 2 42 5   1 

SVSP (giroxina) TRINITY_DN555_c0_g1_i1 1747,070 0,3207 216 111,13 5 2 38 12 1.546  2 

SVSP (trombina-

símile) 
TRINITY_DN15888_c0_g2_i1 0,614 0,0001 208 107,56 4 1 29 8 1.071  1 

SVSP TRINITY_DN15888_c0_g7_i1 105,866 0,0194 213 107,56 4 1 28 8   1 

SVSP TRINITY_DN15888_c0_g3_i1 917,645 0,1685 229 107,56 4 1 26 8   1 

SVSP TRINITY_DN15888_c0_g5_i1 917,645 0,1685 229 107,56 4 1 26 8   1 

SVSP TRINITY_DN15888_c0_g6_i1 718,620 0,1319 234 107,56 4 1 26 8   1 

SVSP (rhinocerase) TRINITY_DN15888_c0_g5_i2 393,116 0,0722 370 107,56 4 1 16 8   1 

SVSP TRINITY_DN15864_c2_g5_i1 98,125 0,0180 237 76,84 2 1 28 3 0.352  1 

SVSP TRINITY_DN16107_c1_g1_i1 226,925 0,0417 228 66,14 2 1 24 3 0.366  1 

SVSP TRINITY_DN18363_c10_g4_i2 944,143 0,1733 358 48,7 1 1 9 3 0.233   

SVSP TRINITY_DN17760_c0_g1_i1 147,480 0,0271 202 48,7 1 1 16 3    

SVSP TRINITY_DN18363_c10_g4_i1 142,039 0,0261 344 48,7 1 1 10 3    

VEGF (VEGF-F) TRINITY_DN51552_c0_g1_i1 9255,560 1,6991 1140 309,2 40 40 22 133 3.247 3,620 1 

VEGF TRINITY_DN11645_c0_g1_i3 327,769 0,0602 3193 175,74 13 10 8 24 0,209  1 

VEGF (VEGF A) TRINITY_DN11645_c0_g1_i2 173,923 0,0319 1535 118,95 5 2 6 9 0,163  1 

PDE TRINITY_DN18095_c8_g1_i1 430,191 0,0790 2748 308,02 37 37 31 68 0,689 1,101 1 

PDE TRINITY_DN17177_c0_g1_i3 351,635 0,0646 3421 110,27 3 3 3 4 0,033  1 



Capítulo I: Resultados e discussão    46 
_______________________________________________________________________________________________________________________________ 

_______________________________________________________________________________________________________________________________ 

Gisele Adriano Wiezel 
 

Proteína 
Identificação do transcrito 

(transcript ID) 
TPM TPM (%) 

Tamanho 

(pb) 
-10lgP #Pep #Unique 

Cobertura 

(%) 
#Spec 

NSAF (%) 

PTM Transcrito 

individual 
Família 

PDE TRINITY_DN17177_c0_g1_i1 0,000 0,0000 3577 110,27 3 3 3 4   1 

PDE TRINITY_DN17177_c0_g1_i2 157,565 0,0289 3661 110,27 3 3 3 4   1 

PDE TRINITY_DN17177_c0_g1_i4 9,560 0,0018 3668 110,27 3 3 3 4   1 

5'-NT TRINITY_DN17189_c0_g2_i1 381,651 0,0701 2787 252,27 22 22 22 38 0,380  1 

Inibidor de PLA2 TRINITY_DN13588_c0_g1_i1 - - 1320 195,33 11 11 22 22 0,464 0,464 1 

PLB TRINITY_DN13868_c0_g2_i1 205,182 0,0377 1742 171,95 9 9 12 12 0,192 0,192 1 

PLB TRINITY_DN13868_c0_g1_i1 219,537 0,0403 1841 171,95 9 9 12 12   1 

Hialuronidase TRINITY_DN18091_c1_g1_i1 376,325 0,0691 3266 157,97 5 5 6 10 0,085 0,085 1 

Hialuronidase TRINITY_DN18091_c1_g1_i3 135,244 0,0248 3285 157,97 5 5 6 10   1 

Hialuronidase TRINITY_DN18091_c1_g1_i2 301,736 0,0554 3297 157,97 5 5 6 10   1 

CBP (CBP E) TRINITY_DN3171_c0_g1_i1 574,531 0,1055 4033 129,69 5 5 5 6 0,041 0,073 1 

CBP (CPVL) TRINITY_DN4636_c0_g1_i1 - - 1766 93,38 2 2 4 2 0,032  3 

CBP (CPVL) TRINITY_DN4636_c0_g2_i1 - - 1767 93,38 2 2 4 2   3 

APN TRINITY_DN13932_c1_g1_i3 876,894 0,1610 3487 83,22 2 2 2 2 0,016 0,016 1 

APN TRINITY_DN13932_c1_g1_i2 13,843 0,0025 3514 83,22 2 2 2 2   1 

APN TRINITY_DN13932_c1_g1_i1 546,147 0,1003 3530 83,22 2 2 2 2   1 

CRISP (catrin) TRINITY_DN51882_c0_g1_i1 0,821 0,0002 863 42,33 1 1 4 1 0,032 0,032 1 

LEC (convulxina) TRINITY_DN18585_c1_g1_i1 470,212 0,0863 666 41,42 1 1 4 1 0,042 0,042 1 

A abundância dos transcritos está expressa como transcritos por milhão (TPM). A análise de MS/MS foi realizada utilizando a abordagem PEAKS. A cobertura está relacionada aos 
peptídeos identificados por MS/MS. Os transcritos mais abundantes estão destacados em negrito. Quando disponíveis, informações relacionadas às proteínas estão em parênteses. 

NSAF: normalized spectral abundance factor. 

A porcentagem de TPM foi calculada considerando 100% como a soma dos TPM individuais para cada transcrito identificado. 

-10lgP: score de confiança da proteína 

#Pep: número de peptídeos para cada transcrito; #Unique: número de peptídeos únicos para cada transcrito; #Spec: número de espectros MS/MS para cada transcritos  
PTM: Modificações pós-traducionais identificadas. 1: Carbamidometilação; 2: Oxidação; 3: Piroglutamato de glutamina
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Figura 1.3 – Desintegrinas no proteoma da peçonha de C. d. terrificus. A) Desintegrina (sp|P21859) liberada de SVMP. B) Desintegrina (sp|C0L2T8) identificada como 

região de SVMP. As barras azuis mostram os peptídeos identificados na pesquisa em bancos de dados e as barras cinzas representam aminoácidos consecutivos combinados 

entre sequências obtidas por sequenciamento automático de novo e pesquisa em bancos de dados. Resíduos de Cys estão carbamidometilados e representados por “C” dentro de 

uma caixa vermelha. Oxidação está indicada por “O” dentro de uma caixa alaranjada. 

A

B
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As desintegrinas foram identificadas como uma classe de proteínas apenas quando se 

utilizou o banco de dados “Serpentes”, mas outras sequências de desintegrina foram detectadas 

como regiões de SVMP (Tabela 1.2, Figura 1.3). Infere-se a partir desses resultados, 

adicionalmente aos transcritos relativamente abundantes relacionados a SVMP P-II (Tabela 

1.4), que as desintegrinas presentes nessa peçonha são uma consequência, principalmente ou 

exclusivamente, de modificações pós-traducionais proteolíticas de SVMP. Além disso, 

peptídeos correspondentes a desintegrinas e aqueles que corresponderam à região desintegrina 

de SVMP foram alinhados e apresentam alta similaridade, como mostrado na Figura 1.4. 

 
Figura 1.4 – Alinhamento entre as sequências da SVMP P-II C0L2T8 e a desintegrina P21859. Para a 

sequência C0L2T8, está mostrado apenas o domínio desintegrina. O alinhamento foi gerado pela ferramenta 

MultAlin e editado pelo servidor ESPript. Regiões de alto consenso estão destacadas em caixas pretas. 

 

Adicionalmente ao LC-MS/MS de alta resolução, a CdtV foi fracionada por 

cromatografia de fase reversa e 19 frações majoritárias foram eluídas (Figura 1.5A). Os 

componentes eluídos nas frações 2 e 3 foram submetidos ao sequenciamento N-terminal e 

ambos mostraram homologia como o domínio desintegrina de uma SVMP P-II de C. d. 

collilineatus (sp|C0L2T8), confirmando a presença de desintegrinas nessas frações (Figura 

1.5B). Além disso, pode-se observar a alta proporção de crotoxina (~65%) representada pelas 

frações 4-8 (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2019) em acordo com os 

resultados obtidos nas abordagens transcriptômica e proteômica. 
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Figura 1.5 – Identificação das desintegrinas na peçonha de C. d. terrificus. A) Fracionamento da CdtV que foi 
aplicada em uma coluna C18 de fase-reversa e as frações foram eluídas como publicado previamente por Boldrini-

França e colaboradores (2010). A absorbância das amostras foi monitorada em 214 nm e o N-terminal das frações 

de interesse foi sequenciado por degradação de Edman. B) Alinhamento de múltiplas sequências entre as 

desintegrinas identificadas no fracionamento da peçonha e o domínio desintegrina da SVMP P-II de C. d. 

collilineatus (sp|C0L2T8). O alinhamento foi gerado pela ferramenta Clustal Omega e editado pelo servidor 

ESPript. Regiões de alto consenso estão destacadas em caixas pretas. 

 

1.4.2 Abordagem integrativa da glândula de peçonha 

 

Nos últimos anos, a integração de dados provenientes de abordagens de ponta, como 

proteoma, transcriptoma e genoma, tem se tornado a estratégia preferida dos toxinologistas 

(KAAS; CRAIK, 2015). O transcriptoma de uma glândula de peçonha revela uma fotografia da 

expressão recente de genes que codificam componentes da peçonha, podendo auxiliar na 

caracterização de vários domínios de transcritos, que são raramente detectados por análises 

proteômicas (SUNAGAR et al., 2016). No entanto, essa abordagem falha na caracterização de 

PTMs e não pode fornecer sempre evidências quantitativas acuradas como as alcançadas por 
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estratégias proteômicas (KAAS; CRAIK, 2015; SUNAGAR et al., 2016). Além disso, dados 

de análises proteômicas podem ser úteis para corrigir e confirmar as etapas de montagem e 

anotação de transcriptomas.  

Neste estudo, sequências de alta qualidade obtidas através de MS/MS shotgun foram 

usadas como marcadores para pesquisa contra dois diferentes bancos de dados. A seleção do 

banco de dados ideal é uma tarefa desafiadora. Por um lado, o banco de dados do transcriptoma 

fornece uma abordagem verdadeiramente integrativa para identificar quais componentes da 

peçonha estão certamente sendo expressos na glândula de peçonha. Em contrapartida, esse 

banco de dados pode faltar nos transcritos não identificados devido a alguma falha 

experimental, afetando a identificação por MS/MS. Além disso, a qualidade da identificação 

dos peptídeos utilizando o banco de dados do transcriptoma está intrinsicamente relacionada à 

qualidade dos dados sequenciados (NESVIZHSKII, 2007). 

Com relação ao banco de dados “Serpentes”, este é muito útil para identificar 

componentes cuja identificação foi prejudicada pelas sequências do transcriptoma, como, por 

exemplo, aqueles cDNA não detectados ou transcritos identificados como pequenos 

fragmentos. No entanto, como se trata de um enorme banco de dados, pode conter muitas 

sequências redundantes, a informação a respeito de alguns componentes da peçonha pode ser 

perdida e o número de identificações falsas pode aumentar  (NESVIZHSKII, 2007). 

Outra questão desafiadora nas análises proteômicas é a quantificação das proteínas 

identificadas. Muitos métodos para a quantificação de proteínas em análises MS/MS estão 

disponíveis atualmente. Cada um deles carrega suas particularidades, mas nenhum está livre de 

erros e não se existe um método universal para quantificação de proteínas (BANTSCHEFF et 

al., 2012; CALDERÓN-CELIS; ENCINAR; SANZ-MEDEL, 2018). O NSAF, método 

utilizado neste estudo, considera o número de espectros identificando uma proteína e o tamanho 

desta, uma vez que proteínas maiores tendem a apresentar mais peptídeos do que as menores 

(ZYBAILOV et al., 2006). 

Peçonhas animais são amostras ricas em proteína e sua produção pelas glândulas de 

peçonha é um processo às custas de energia (MORGENSTERN; KING, 2013). A peçonha de 

Cdt foi extraída 3 dias antes do sacrifício do animal a fim de se obter a maior quantidade de 

RNAm (LUNA et al., 2013; PAINE et al., 1992). A enorme abundância de transcritos 

relacionados a proteínas celulares está intrinsicamente relacionada à complexidade do tecido 

da glândula e à intensa atividade metabólica em seu interior. Um estudo recente mostrou que 
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muitas proteínas celulares estão presentes no estágio ativado da glândula de peçonha 

provavelmente envolvidas na produção de suas toxinas (LUNA et al., 2013). A seguir, são 

discutidas as famílias de proteínas identificadas tanto no transcriptoma como no proteoma. 

 

Fosfolipases. Foram identificados 30 transcritos (8,6%) codificadores de PLA2 (Figura 

1.2A), que apresentam o maior valor de TPM (411785,2; Figura 1.2B, Tabela 1.2), e são, 

disparadamente, a família de proteínas mais abundante neste transcriptoma com 75% de 

abundância nessa análise (Figura 1.2B, Tabela 1.2). As sequências foram identificadas como 

PLA2 homólogas às subunidades ácida e básica da crotoxina e suas isoformas e também como 

PLA2 secretória do grupo IIE (A0A1J0R065). Muitos transcritos de PLA2 foram identificados, 

mas eles são fragmentos em sua maioria, levando à melhor identificação quando foi utilizado o 

banco de dados “Serpentes”, e a alta proporção de PLA2 está de acordo com outros estudos já 

publicados (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; CALVETE et al., 2010; MARGRES et al., 

2014). Nas peçonhas crotálicas, PLA2 cataliticamente ativas (subunidade básica, CB) estão 

associadas de forma não covalente a um componente ácido (CA), não tóxico e não enzimático, 

para formar a crotoxina, o maior componente da peçonha de C. d. terrificus (FAURE et al., 

1994). Interessantemente, embora existam muitos transcritos relacionados a PLA2, apenas 4 

deles representam cadeias ácidas e básicas da crotoxina e ~43% dos componentes do proteoma 

(Tabela 1.4). 

Com relação às PLBs, foram obtidos 3 transcritos completos (CdtPLB1, CdtPLB2 e 

CdtPLB3) correspondendo a menos de 1% do número de transcritos (Figura 1.2A). As PLBs 

são fosfolipases que apresentam atividades tanto de PLA1 como de PLA2 (DOERY; 

PEARSON, 1964). Embora o primeiro relato de PLB em peçonha de serpente tenha sido feito 

há muito tempo atrás (DOERY; PEARSON, 1964) e diferentes peçonhas de serpente tenham 

demonstrado tal atividade (DOERY; PEARSON, 1964; MOHAMED; KAMEL; AYOBE, 

1969), apenas a PLB de P. colletti foi isolada até o momento (BERNHEIMER et al., 1987). A 

CdtPLB1 e a CdtPLB2 compartilham mais de 87% de identidade com outras PLBs de peçonhas 

de serpente (AIRD et al., 2013; ROKYTA et al., 2011). Já a CdtPLB3 compartilha 

aproximadamente 30% de identidade com as mesmas PLBs comparadas anteriormente, mas 

~74% com uma PLB de Alligator mississippiensis (gi|1011583199). No proteoma, foram 

detectados peptídeos coincidindo com as mesmas regiões de CdtPLB1 e CdtPLB2, tornando 
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impossível distinguir se apenas CdtPLB1 ou CdtPLB2 ou se ambas as proteínas estão presentes 

na peçonha. 

 

Proteases. Seus transcritos representam os mais abundantes em termos de número 

absoluto, mas sua abundância está muito abaixo da família das PLA2 tanto no transcriptoma 

como no proteoma (Figura 1.2, Tabela 1.2). De forma similar ao ocorrido na família de PLA2, 

a maioria dos transcritos correspondentes a proteases foram detectados apenas como 

fragmentos.  

 

Metaloproteases e desintegrinas. A classe das SVMP é a segunda mais abundante no 

transcriptoma (Figura 1.2B), estando representada principalmente pelas metaloproteases P-II e 

P-III, com ~15% em termos de números de transcritos relacionados à peçonha e 10% em 

abundância. Rokyta e colaboradores (2012) detectaram SVMP como a classe de toxina mais 

abundante em termos de reads totais no transcriptoma da glândula de peçonha de C. 

adamanteus.  

As SVMP são sintetizadas como zimógenos que, posteriormente, sofrem processamento 

proteolítico para dar origem a diferentes subclasses de SVMP (P-I, P-II e P-III) de acordo com 

os motivos presentes em sua estrutura (FOX; SERRANO, 2008; PORTES-JUNIOR et al., 

2014). Até o momento, SVMP das subclasses P-II e P-III têm sido relatadas em serpentes 

Crotalus (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2009, 2010; GEORGIEVA et al., 2010; ROKYTA et 

al., 2012). A presença de SVMP P-I no transcriptoma e no proteoma, mesmo em baixa 

abundância, indica que essa enzima também faz parte da peçonha de C. d. terrificus uma vez 

que peptídeos únicos foram identificados para essa proteína (resultados não mostrados).  

É relevante a discussão e a identificação da família das desintegrinas. Algumas 

desintegrinas são o resultado do processamento proteolítico de SVMP P-II enquanto outras 

podem ser sintetizadas diretamente a partir de um RNAm precursor de desintegrina (FOX; 

SERRANO, 2008; SOTO et al., 2006). Não foi encontrado nenhum transcrito codificando 

desintegrinas diretamente (essa pode ser a razão do porquê essa família não foi detectada no 

proteoma utilizando o banco de dados do transcriptoma), mas muitos peptídeos correspondentes 

a desintegrinas foram identificados usando o banco de dados “Serpentes”. Alguns desses 

peptídeos coincidiram com desintegrinas processadas de SVMP P-II, como, por exemplo, 

P21859 (Figura 1.3A). Adicionalmente, outras desintegrinas foram detectadas como regiões de 
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SVMP P-II (J3SBP9, E9NW26 e C0L2T8), como exemplificado na figura 1.3B. As sequências 

de proteínas na figura 1.3 foram alinhadas e pode-se ver o alto grau de similaridade entre elas 

(Figura 1.4). 

A presença das desintegrinas também foi investigada através do fracionamento da CdtV 

em uma coluna C18 exatamente como realizado por Boldrini-França e colaboradores (2010). 

As desintegrinas são polipeptídeos de baixa massa molecular (CALVETE et al., 2005) eluídas 

no início do gradiente de ACN (20-25%) em uma cromatografia de fase reversa (LOMONTE; 

CALVETE, 2017). As frações 2 e 3 estão no mesmo volume de eluição que as desintegrinas já 

identificadas em outros proteomas de peçonhas de C. durissus (BOLDRINI-FRANÇA et al., 

2010; OLIVEIRA et al., 2019). O N-terminal dos componentes de ambas as frações foi 

sequenciado, confirmando sua identidade. Os fragmentos obtidos são similares a outras 

desintegrinas crotálicas e idênticos ao domínio desintegrina de uma SVMP P-II (sp|C0L2T8) 

de C. d. collilineatus (Figura 1.5B). Além disso, esses fragmentos também foram detectados no 

proteoma da peçonha de C. d. collilineatus (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010).  

A SVMP C0L2T8 não contém resíduos de Cys adicionais nos domínios spacer e 

desintegrina que preveniriam o processamento proteolítico e a liberação da região desintegrina 

(CHEN et al., 2003). Esse processamento aumenta a complexidade da peçonha (FOX; 

SERRANO, 2008) e pode superestimar a proporção de SVMP na peçonha uma vez que a 

desintegrina liberada está depositada no banco de dados como SVMP P-II (Tabela 1.2). Isso 

pode ocorrer especialmente em análise de MS/MS shotgun em que ambos os domínios, 

metaloprotease e desintegrina liberada, estão presentes na mesma amostra. Consequentemente, 

após a pesquisa em bancos de dados, os peptídeos de ambos os domínios apresentam identidade 

com a mesma sequência de proteína depositada (por exemplo, C0L2T8) e o resultado é 

mostrado como SVMP. Convém ressaltar que esse fato pode ser evitado realizando uma 

separação cromatográfica antes da análise MS/MS devido à prévia separação dos domínios 

metaloprotease e desintegrina que serão, posteriormente, analisados de forma isolada por 

MS/MS (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010).  

Além disso, sugere-se que a presença de diferentes peptidases na glândula de peçonha 

(como amino e dipeptidilpeptidases) possa contribuir para aumentar a complexidade da 

peçonha por clivar a região N-terminal das desintegrinas, gerando novas proteoformas para essa 

família (Figura 1.5). Esse fato seria similar à origem de diferentes ponericinas na peçonha da 

formiga Neoponera villosa (COLOGNA et al., 2018). 
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Considerando outras peçonhas do gênero Crotalus, foram detectados até 65% de SVMP 

nas peçonhas de serpentes adultas de C. simus e C. d. cumanensis. Em ambos os casos, alta 

proporção de desintegrinas (até 8,1%) também foi detectada (CALVETE et al., 2010). No 

transcriptoma de C. adamanteus, SVMP P-II representa 15% da abundância dos transcritos 

totais, mas, analisando-se o proteoma, apenas 5% das proteínas são SVMP P-II e nenhuma 

desintegrina foi identificada (MARGRES et al., 2014). No presente estudo, SVMP é ~9,8% dos 

transcritos de componentes da peçonha e ~15% em termos de abundância no proteoma (Tabela 

1.2). No entanto, a proporção de desintegrinas foi estimada em ~7% a partir do fracionamento 

da peçonha, mostrando claramente a complexidade que pode ser gerada devido à presença de 

metaloproteases em peçonhas de serpentes.  

 

Serinoproteases. As SVSP também são relativamente abundantes (Figura 1.2B) e mais 

de 80% dos seus transcritos identificados codificam enzimas trombina-símile. Outros 

transcritos de SVSP correspondem a ativadores de plasminogênio e serinoproteases calicreína-

símile e quimotripsina-símile. Muitas serinoproteases têm sido relatadas em peçonhas de 

serpentes (especialmente na família Viperidae), incluindo as serinoproteases descritas acima e 

aquelas com atividade de agregação de plaquetas (CASTRO et al., 2004; SANCHEZ et al., 

2006; SERRANO; MAROUN, 2005). Acerca do espécime de Cdt usado neste estudo, 

transcritos de giroxina correspondem a pelo menos 9% do proteoma da peçonha (Tabela 1.4). 

 

Lectinas do tipo-C (lectinas ligadoras de açúcar) e proteínas lectina do tipo-C-símile 

(CLPs).  As lectinas do tipo-C normalmente apresentam baixa toxicidade e sua principal função 

é a aglutinação de eritrócitos. Além disso, elas também podem contribuir para a ação 

antibacteriana durante a digestão da presa a partir do reconhecimento de carboidratos 

específicos de patógenos. Por sua vez, as CLPs perderam a atividade de reconhecimento de 

carboidratos devido à perda de um sítio de ligação ao cálcio, estando geralmente relacionadas 

a efeitos anticoagulantes, ativação de plaquetas e ação antitrombótica. Essas proteínas são 

amplamente revisadas na literatura (ARLINGHAUS; EBLE, 2012; CLEMETSON, 2010; DU; 

CLEMETSON, 2010; SARTIM; SAMPAIO, 2015). 

Aproximadamente 11% dos transcritos de componentes da peçonha (Figura 1.2A) 

correspondem a lectinas do tipo-C e CLPs, mas representam menos de 2% em abundância 

(Tabela 1.2). A maioria (22 sequências) codifica isoformas de CLPs: crotocetina (sp|Q719L8) 
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e subunidades alfa (sp|O93426) e beta (sp|O93427) da convulxina de C. d. terrificus. Além 

disso, novas isoformas de crotocetina (Snaclec crotocetin 2 and 3) foram identificadas (Tabela 

1.3). Três transcritos foram identificados como galectinas, CdtGALEC1, CdtGALEC2 e 

CdtGALEC3 (Tabela 1.3), e outras lectinas do tipo-C (CdtCLEC1, CdtCLEC2 e CdtCLEC3) 

também foram detectadas (Tabela 1.3). Em contraste, apenas 2 peptídeos fragmentados foram 

identificados no proteoma da peçonha. 

 

Nucleases e nucleotidases. Essas proteínas constituem aproximadamente 8% dos 

transcritos de proteínas da peçonha (Figura 1.2A). Cdt5’-NT1 e Cdt5’-NT2 são 5’-NTs muito 

similares em tamanho e massa molecular (Tabela 1.3), porém compartilham apenas 26,8% de 

similaridade em sua sequência de aminoácidos e também divergem com relação ao número e 

localização de potenciais sítios de N-glicosilação (Figura 1.6A). Sobre as PDEs, CdtPDE1 e 

CdtPDE2 são 96,8% idênticas entre si, mas divergem em um intervalo na região 589-616 

(Tabela 1.3, Figura 1.6B). Em contraste, CdtPDE3 é uma PDE de maior tamanho, apresentando 

898 resíduos de aminoácidos (Tabela 1.3). Todas as três PDEs apresentam o mesmo padrão de 

domínios: uma região de hélice transmembrana no N-terminal, 2 domínios somatomedina B-

símile, 1 domínio PDE e um domínio de endonuclease não específica de DNA/RNA (Figura 

1.7). A abordagem proteômica mostrou que peptídeos corresponderam à mesma região das 3 

PDE identificadas no transcriptoma, não permitindo a identificação das isoformas. Em 

contrapartida, com relação às 5’-NTs, apenas a Cdt5’-NT1está presente nessa peçonha. 

5’-NTs e PDEs estão usualmente presentes em peçonhas de serpentes, mas suas funções 

ainda não estão muito bem conhecidas (AIRD, 2002; DHANANJAYA; D SOUZA, 2010; 

MARGRES; et al., 2014; SALAZAR-VALENZUELA et al., 2014). As 5’-NTs e PDEs 

encontradas neste estudo contém uma região transmembrana em sua estrutura primária. É 

conhecido que algumas proteínas transmembranas, incluindo dipeptidil peptidase IV (DPP IV), 

aminopeptidase A (APA) e ecto-5’-nucleotidase, são liberadas no lúmen da glândula de 

peçonha por exossomos durante o processo de secreção da peçonha (CARREGARI et al., 2018; 

NICOLAU et al., 2017; OGAWA et al., 2008). De fato, microvesículas originadas da 

fragmentação ou brotamento de microvilosidades têm sido detectadas na peçonha de Cdt 

contendo ecto-5’-nucleotidase, aminopeptidase N (APN) e algumas proteínas celulares 

(CARNEIRO et al., 2007; SOUZA-IMBERG et al., 2017).  
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Figura 1.6 – Alinhamento de sequências entre nucleotidases e PDEs. A) Cdt5’-NT1 e Cdt5’-NT2. Estrelas 
acima da sequência indicam potenciais sítios de N-glicosilação para Cdt5’-NT1 enquanto aquelas abaixo da 

sequência indicam os mesmos sítios para Cdt5’NT-2. B) CdtPDE1 e CdtPDE2.  É mostrada apenas a região 561-

621. Os alinhamentos foram gerados pela ferramenta MultAlin e editados pelo servidor ESPript. As regiões de alto 

consenso estão destacadas em caixas pretas. 

 

 
Figura 1.7 – Domínios estruturais presentes nas PDEs. Domínios: endonuclease_NS: endonuclease; 

Phosphodiest: fosfodiesterase; SO:  somatomedina B-símile. A caixa azul representa uma região de hélice 

transmembrana. As imagens dos domínios foram geradas pela ferramenta SMART (Modular Architecture 

Research Tool). 

 

Hialuronidases. Transcritos de hialuronidases não são abundantes (Figura 1.2B, Tabela 

1.2), e representam apenas 2,3% do número de transcritos relacionados aos componentes da 

peçonha (Figura 1.2A). CdtHya1 e CdtHya2 codificam hialuronidases similares à hialuronidase 

de C. adamanteus (sp|J3S820), composta por dois domínios principais: i) um Glyco_hydro_56 

(família de hidrolase de glicosídeos, compreendendo apenas hialuronidases - EC 3.2.1.35), e ii) 

um domínio EGF-símile (fator de crescimento epidermal-símile) (Figura 1.8A). A única 

A

B

Phosphodiest

CdtPDE1 / CdtPDE2 / CdtPDE3
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diferença entre elas está na posição 239, com a substituição Leu239Arg (Figura 1.8A). Também 

foi identificada uma sequência truncada (truncated CdtHya3), codificada até a Ser339, e uma 

sequência incompleta (CdtHya4) com a deleção de 31 resíduos de aminoácidos na região 308-

338 (Figura 1.8A). Em contraste, CdtHya5 e CdtHya6 são 92% idênticas entre os resíduos 

alinhados em relação à hialuronidase-4 e hialuronidase-2 de O. hannah (gb|ETE67862.1 e 

ETE73352.1, respectivamente). Além disso, CdtHya6 apresenta um domínio Glyco_hydro_56 

e um EGF-símile enquanto CdtHya5 apresenta apenas um único domínio Glyco_hydro_56. 

CdtHya5 e CdtHya6 são perfeitamente alinhadas entre os 311 primeiros resíduos de 

aminoácidos (Figura 1.8B). 

Embora as hialuronidases sejam proteínas minoritárias em peçonhas de serpentes 

(BOLDRINI-FRANÇA et al., 2017; BORDON et al., 2012, 2015; WIEZEL et al., 2015), 

apresentam um papel-chave no processo de envenenamento por atuar como um fator de 

espalhamento (BORDON et al., 2012). Como esperado, o TPM das hialuronidases foi bastante 

baixo, compreendendo, no máximo, 0,3% dos componentes da peçonha, e os peptídeos foram 

identificados nas proteínas CdtHya1 e CdtHya2, não permitindo a diferenciação das isoformas 

expressas na glândula de peçonha. Todavia, a CdtHya1 já foi isolada anteriormente dessa 

peçonha (BORDON et al., 2012). Melani e colaboradores (2015) encontraram 0,8% de 

hialuronidases na CdtV, mas outras abordagens proteômicas de peçonhas de C. durissus 

(BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; CALVETE et al., 2010) não haviam detectado essas 

enzimas. 

A enzima truncated CdtHya3 é uma proteína truncada devido a um códon de terminação 

na posição 339, causando a perda de 23 resíduos de aminoácidos do domínio hidrolase e a perda 

completa do domínio EGF-like. Embora importantes resíduos para a atividade catalítica 

permanecem não afetados, a perda no domínio hidrolase causa a deficiência de 3 potenciais 

ligações dissulfeto, o que prejudicaria a estrutura tridimensional da hialuronidase. O transcrito 

que codifica essa hialuronidase truncada apresentou TPM comparável às outras isoformas de 

hialuronidase (resultados não mostrados). Portanto, supõe-se que essa enzima possa apresentar 

um papel intracelular (CHERR; YUDIN; OVERSTREET, 2001) ou mesmo auxiliar como uma 

“armadilha” para possíveis inibidores de hialuronidases existentes no tecido da presa/vítima 

(MIO; STERN, 2002). 
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Figura 1.8 – Estrutura primária das hialuronidases. A) Alinhamento múltiplo de sequências de CdtHya1, CdtHya2, CdtHya3 truncada (truncated CdtHya3), CdtHya4 e 

J3S820 (hialuronidase de C. adamanteus). O peptídeo sinal predito está indicado pela caixa laranja. Os domínios glyco_hydro_56 (posições 29 a 362) e EGF-símile (posições 

364 a 449) estão separados, respectivamente, por tracejado vermelho e verde. B) Alinhamento de sequências entre CdtHya5 e CdtHya6. Os alinhamentos foram gerados  

ferramenta MultAlin (A) e Clustal Omega (B) e editados pelos servidores ESPript e BioEdit Sequence Alignment Editor. Para ambos os alinhamentos, regiões de alto consenso 

estão destacadas em caixa preta e, as de baixo consenso, em vermelho. 

A

B

N-terminal (baseado na CdtHya1 matura - B3EWP2) 

peptídeo sinal predito domínio Glyco_hydro_56

domínio EGF-símile
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A produção de peçonha pode ser influenciada pela dieta, ambiente, sexo e outros fatores 

que afetam a vida animal, e, uma vez que representa um alto custo metabólico para as células 

(MORGENSTERN; KING, 2013; ZELANIS et al., 2010), o uso de “proteínas de armadilha” 

poderia ser uma forma de aumentar a efetividade da ação das “hialuronidases verdadeiras”. 

Recentemente, uma hialuronidase truncada foi detectada na glândula de peçonha de Bothrops 

pauloensis (CASTANHEIRA et al., 2014). A identidade de 100% entre os primeiros 311 

resíduos de CdtHya5 e CdtHya6 e o fato de o restante de suas sequências não serem 

devidamente alinhadas podem sugerir que CdtHya5 e CdtHya6 possam ser o resultado de uma 

mesma transcrição gênica que sofreu o processo de splicing alternativo, dando origem a duas 

diferentes isoformas (CASTANHEIRA et al., 2014). 

 

Inibidores de PLA2. Transcritos de PLI compreendem 1,7% dos transcritos relacionados 

a componentes da peçonha (Figura 1.2A) e menos de 0,5% no proteoma (Tabela 1.2). O 

CdtPLI1 tem um domínio de reconhecimento de carboidrato, enquanto CdtPLI2 e CdtPLI3 são 

compostos de vários domínios ricos em leucina (Figura 1.9). Em contraste CdtPLI4 é uma 

proteína que contém o domínio antígeno Ly-6/receptor de plasminogênio ativador de 

uroquinase (receptor uPA)-símile (Figura 1.9). 

 
Figura 1.9 – Domínios estruturais dos inibidores de PLA2. Domínios: CLECT: lectina do tipo-C; LRR: 

repetição rica em leucina; LRR_CT: domínio C-terminal de repetição rica em leucina; LRR TYP: subfamília típica 

de repetições ricas em leucina; LU e UPAR_LY6: domínio do antígeno Ly-6/receptor de plasminogênio ativador 

de uroquinase-símile; A caixa rosa representa uma região de baixa complexidade. O peptídeo sinal está 

representado por uma caixa vermelha. As imagens dos domínios foram geradas pela ferramenta SMART (Modular 

Architecture Research Tool). 

 

Os PLIs têm sido principalmente estudados a partir do plasma/soro de serpentes e 

acredita-se que a função dessas proteínas seja parte de um mecanismo protetivo das serpentes 

(DUNN; BROADY, 2001; GIMENES et al., 2014; SOARES et al., 2003). No entanto, alguns 

autores também têm identificado PLIs em transcriptomas e proteomas de animais peçonhentos 

(BOLDRINI-FRANÇA et al., 2009; GAO et al., 2013; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 

2006; PLA et al., 2018).  

CdtPLI1
CdtPLI2 / CdtPLI3 CdtPLI4

UPAR_LY6



Capítulo I: Resultados e discussão    60 
__________________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________ 

Gisele Adriano Wiezel 
 

No total, 3 classes de PLI foram identificadas no transcriptoma e a presença de 

diferentes motivos estruturais nesses inibidores provavelmente resulta em especificidades 

diferentes para diferentes grupos de PLA2 (DUNN; BROADY, 2001). É interessante notar que 

peptídeos únicos identificados no proteoma corresponderam a um PLI de C. adamanteus 

(J3S0I2), detectado pela busca do BlastX mas que foi, provavelmente, excluído no filtro de 

qualidade da etapa de anotação dos transcritos.  

Os PLIs são, geralmente, classificados como componentes não tóxicos e alguns autores 

sugerem que sua presença na peçonha possa ser resultado de contaminação durante o momento 

da extração (DUNN; BROADY, 2001; GIMENES et al., 2014; MELANI et al., 2015; SOARES 

et al., 2003). Entretanto, a identificação desses inibidores em transcriptomas de glândulas de 

peçonhas (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2009; CIDADE et al., 2006; JUNQUEIRA-DE-

AZEVEDO et al., 2006), incluindo este estudo, e a sua presença real na peçonha sugerem que 

PLIs podem exercer um papel no envenenamento e/ou proteção da glândula de peçonha. 

 

Fatores de crescimento. Foram identificadas 4 diferentes famílias de fatores de 

crescimento no transcriptoma de C. d. terrificus.  Um único transcrito de fator de crescimento 

neural (NGF) representa 0,3% das sequências relacionadas à peçonha enquanto fatores de 

crescimento do endotélio vascular somam 2,3% (Figura 1.2A). Os VEGFs também estão entre 

os transcritos mais abundantes (Figura 1.2, Tabela 1.2). A ORF do CdtVEGF1 codifica um 

VEGF com dois domínios: um fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e um 

domínio VEGF de ligação à heparina (Figura 1.10).  

 
Figura 1.10 – Domínios estruturais dos VEGFs. Domínios: CXCXC: repetição CXCXCt; PDGF: família dos 

fatores de crescimento derivado de plaquetas e do endotélio vascular; VEGF_C: domínio do VEGF de ligação à 

heparina. O peptídeo sinal está representado por uma caixa vermelha. As imagens dos domínios foram geradas 

pela ferramenta SMART (Modular Architecture Research Tool). 

O CdtVEGF2 tem uma substituição Arg186Lys e uma deleção na região 142-185, que 

leva à perda do domínio de ligação à heparina (Figura  1.10). Por sua vez, o CdtVEGF4 

apresenta os mesmos domínios que CdtVEGF2 (Figura 1.10) e compartilha identidade de 

29,5% e 35% e similaridade de 43% e 51,9% com CdtVEGF1 e CdtVEGF2, respectivamente. 

CdtVEGF2 / CdtVEGF4 CdtVEGF3 

VEGF_C

CdtVEGF1
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Além disso, o CdtVEGF3 contém dois domínios CXCXC na região C-terminal (Figura 1.10), 

cujo C representa um resíduo de Cys e X é qualquer resíduo de aminoácido. 

A abundância dos fatores de crescimento é geralmente baixa em peçonhas de serpentes 

(BOLDRINI-FRANÇA et al., 2017). A respeito do NGF, foi detectado apenas um pequeno 

transcrito (288 pb) sem sua região matura, atrapalhando a identificação do NGF na peçonha 

usando o banco de dados do transcriptoma. Esse fragmento de transcrito é similar ao peptídeo 

sinal do NGF de Ovophis okinavensis (BAN82142) e P. flavoviridis (BAP39981), mas essa 

região não está presente no NGF de C. d. terrificus já depositado em bancos de dados 

(Q9DEZ9). No proteoma da peçonha, 10 peptídeos (únicos) coincidindo com o NGF Q9DEZ9 

foram identificados, evidenciando sua presença na peçonha. No entanto, nenhum estudo a 

respeito de NGF de C. d. terrificus está disponível até o momento. Embora PTMs contribuam 

para a complexidade de NGF (EARL et al., 2006), apenas peptídeos não modificados foram 

identificados. 

Os fatores de crescimento de peçonhas de serpente também compreendem  os VEGFs 

que pertencem à família VEGF-F (OTROCK; MAKAREM; SHAMSEDDINE, 2007). Eles 

geralmente são homodímeros entre 20-30 kDa (NAKAMURA et al., 2014; TAKAHASHI et 

al., 2004; YAMAZAKI et al., 2009) que promovem angiogênese e aumento da permeabilidade 

vascular (CEBE-SUAREZ; ZEHNDER-FJALLMAN; BALLMER-HOFER, 2006; 

TAKAHASHI et al., 2004). O transcrito de CdtVEGF3 mostrou alta massa molecular teórica, 

mas esses achados não excluem a possibilidade de ele ser posteriormente processado (JOUKOV 

et al., 1996; YAMAZAKI et al., 2009). A  região C-terminal desse transcrito singular é 

característica de VEGF da classe C (JOUKOV et al., 1996).  

VEGF foi identificado apenas recentemente na peçonha de Cdt (MELANI et al., 2015). 

No proteoma da peçonha, os peptídeos relativos a VEGF são correspondentes às famílias 

VEGF-F e VEGF-A (OTROCK; MAKAREM; SHAMSEDDINE, 2007), incluindo CdtVEGF2 

e CdtVEGF4. O CdtVEGF4 é o mais abundante entre eles, correspondendo a ~3% dos 

componentes no proteoma. Esses resultados demonstram a grande complexidade dos VEGF 

presentes em peçonhas de serpentes. 

 

Componentes minoritários. A proteína secretória rica em cisteína (CRISP) foi 

identificada como um único transcrito, com abundância de apenas 0,0002% no transcriptoma 

e, no máximo, 0,03% no proteoma (Tabela 1.2). Essa classe foi detectada no proteoma apenas 
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utilizando o banco de dados do transcriptoma. O transcrito CdtCRISP-1contém os 16 resíduos 

de Cys conservados na família CRISP e o distinto Glu186, resíduo associado ao bloqueio da 

contração muscular (YAMAZAKI; HYODO; MORITA, 2003). No entanto, não apresenta a 

Phe189, que está relacionada aos fortes bloqueadores da contração do músculo liso 

(YAMAZAKI; HYODO; MORITA, 2003). 

Componentes com abundância quase irrelevantes também incluem carboxipeptidase, 

aminopeptidase N (APN) e BPP/C-NP. Carboxipeptidase já foi anteriormente detectada em 

uma análise proteômica da peçonha de C. d. collilineatus (OLIVEIRA et al., 2019) e, neste 

estudo, foi estimado até 0,1% de carboxipeptidase (CBP) no proteoma de CdtV. Duas 

sequências completas (além de alguns fragmentos) pertencem à família das CBP (Tabela 1.3). 

CdtCBP1 contém um peptídeo sinal para proteínas secretórias que não está presente em 

CdtCBP2. A respeito da APN, seu transcrito (CdtAPN1) é composto de 3 domínios: um 

domínio transmembrana, um domínio de metalopeptidase e um domínio composto por 16 

hélices-alfa. É provável que a CdtAPN1 e a CdtCBP2 tenham sido liberadas para a peçonha 

através de vesículas como discutido acima para as 5’-NTs. No caso dos BPP/C-NP, 3 

fragmentos de transcritos foram detectados apresentando 100% de identidade com o precursor 

da isoforma 2 de BPP-CNP (gi|15824636) de C. d. terrificus, mas os peptídeos identificados na 

peçonha não foram similares a eles. Portanto, apenas o banco de dados “Serpentes” foi efetivo 

na pesquisa para sua identificação no proteoma.  

 

1.4.3 Componentes particulares à análise transcriptômica 

 

Embora muitas proteínas tenham sido identificadas no proteoma da peçonha, alguns 

componentes foram detectados apenas no transcriptoma da glândula e são discutidos a seguir.  

 

Inibidores de cisteíno-proteases (CPi). Os CPi, cistatinas e glicoproteínas ricas em 

histidina (HRG), são quase 4% dos transcritos relacionados à peçonha (Figura 1.2A). A 

CdtCystatin1 é 99% idêntica à cystatin-1 de Crotalus adamanteus (sp|J3RYX9) e outras 

sequências de cistatinas são similares àquelas identificadas nos transcriptomas de P. 

mucrosquamatus (XP_015667611.1), Python bivittatus (XP_007438766.2), Thamnophis 

sirtalis (XP_013917518.1, XP_013920405.1), C. adamanteus (sp|J3SE80) e Ophiophagus 

hannah (ETE69273.1, ETE66625.1).  
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Algumas peçonhas de serpentes têm demonstrado atividade de inibição de cisteíno-

proteases (MASHIKO; TAKAHASHI, 2002). CdtCystatin1 não apresenta um peptídeo sinal 

em sua estrutura primária, o que poderia sugerir que sua presença na peçonha seria devido à 

secreção através de microvesículas, como já discutido acima para outras proteínas. Além disso, 

de acordo com o conteúdo de Cys, a CdtCystatin1 matura é provavelmente uma cistatina do 

tipo 2 assim como a cistatina da serpente Bitis arietans (RAWLINGS; BARRETT, 1990). 

Embora inibidores de CysProt pareçam ser comuns entre serpentes (KREGAR et al., 1981; 

MASHIKO; TAKAHASHI, 2002; RICHARDS et al., 2011), CdtCystatin1 é apenas a segunda 

cistatina reportada para uma serpente brasileira (CAMPOS et al., 2016). 

 

Inibidores de serinoproteases. Esses inibidores pertencem a 3 classes: tipo Kunitz, tipo 

Kazal e serpina-símile. Os inibidores do tipo Kunitz incluem as sequências completas 

CdtKunitz-type1 e CdtKunitz-type2 (Tabela 1.3). A ORF do CdtKunitz-type1 compreende o 

peptídeo sinal, 2 domínios consecutivos do tipo Kunitz e uma região de hélice transmembrana 

(Tabela 1.3 e Figura 1.11). Em contrapartida, a ORF do CdtKunitz-type2 contém os seguintes 

domínios: peptídeo sinal, MANEC, PKD, 2 domínios do tipo Kunitz, uma repetição rica em 

cisteína como no receptor de mamíferos de lipoproteína de baixa densidade, e uma região de 

hélice transmembrana (Figura 1.11).  

 
Figura 1.11 – Domínios estruturais dos inibidores do tipo Kunitz. Domínios: KU: inibidores de serinoproteases 

da família BPTI/Kunitz; LDLa: domínio classe A do receptor de lipoproteínas de baixa densidade; MANEC: 

motivo N-terminal com 7 cisteínas. A caixa azul representa uma região de hélice transmembrana e o peptídeo 

sinalestá representado por uma caixa vermelha. As imagens dos domínios foram geradas pela ferramenta SMART 

(Modular Architecture Research Tool). 

Os inibidores do tipo Kunitz são geralmente compostos por ~60 aminoácidos e suas 

sequências de cDNA apresentam usualmente apenas uma cópia do domínio tipo Kunitz 

(CHENG; YAN; CHANG, 2005; INAGAKI et al., 2012; REEKS; FRY; ALEWOOD, 2015). 

No CdtKunitz-type2, o domínio MANEC tem sido envolvido na formação de complexos de 

proteínas com ativadores de protease ou inibidores (GUO et al., 2004), e o domínio PKD está 

geralmente presente em proteínas envolvidas em interações com outras proteínas (BYCROFT 

et al., 1999). 

CdtKunitz-type1 CdtKunitz-type2
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O inibidor do tipo Kazal (Tabela 1.3) é um fragmento único de cDNA. Além disso, 

inibidores serpina-símile foram identificados como fragmentos de cDNA similares a serpina 

(XP_013916315) e neuroserpina (XP_015677649). A classe do tipo Kazal foi isolada apenas 

de serpentes do gênero Bothriechis (FERNÁNDEZ et al., 2016), sendo a primeira identificação 

de inibidor do tipo Kazal em glândula de peçonha de serpentes Crotalus durissus. 

 

L-aminoácido oxidase (LAAO). Foi identificado no transcriptoma um transcrito único 

de LAAO que codifica a sequência da bordonein-L contendo 516 resíduos de aminoácidos. 

Essa enzima é a primeira e recentemente isolada LAAO de CdtV (BORDON et al., 2015). 

Também recentemente, a bordonein-L teve sua estrutura primária deduzida através de MS/MS 

(WIEZEL, 2016; WIEZEL et al., 2019), sendo confirmada através deste estudo de 

transcriptoma. Diferentemente da crotamina, em que espécies crotamino-negativas não 

apresentam o gene da crotamina (RÁDIS-BAPTISTA et al., 2004), serpentes Cdt produtoras 

de peçonha branca apresentam o gene que codifica a LAAO e já foi demonstrado que esse tipo 

peçonha apresenta atividade LAAO embora em baixa quantidade (WIEZEL, 2016). Sendo 

assim, a abundância extremamente baixa desse transcrito poderia atrapalhar a identificação de 

seu produto por MS/MS e, consequentemente, sua identificação no proteoma.  

 

Aminopeptidase A (APA). A sequência de CdtAPA apresenta os mesmos domínios já 

apresentados para a APN: um domínio transmembrana, um domínio de metalopeptidase e um 

domínio por 16 hélices-alfa. Devido à ausência de um peptídeo sinal, essa enzima 

possivelmente apresenta uma diferente via de secreção para o lúmen da glândula, por exemplo, 

através da secreção de microvesículas como já discutido, uma vez que APA já foi isolada com 

sucesso (VAIYAPURI et al., 2010) e detectada em outros proteomas de peçonhas (AIRD et al., 

2013; GAO et al., 2013).  

 

Vesprina. O transcrito único de vesprina (CdtVespryn) codifica 218 resíduos de 

aminoácidos e pode-se inferir que apresenta as seguintes regiões: peptídeo sinal, propeptídeo, 

a cadeia da proteína matura e um segundo propeptídeo na região C-terminal. CdtVespryn tem 

78% de similaridade quando comparado à ohanina de O. hannah (sp|P83234), que é a primeira 

e única vesprina isolada e caracterizada até o momento. Essa proteína tem sido associada a 

hipolocomoção e hiperalgesia em camundongos (PUNG et al., 2005, 2006) 
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Toxina three-finger (3FTx). 3FTxs são proteínas não enzimáticas características de 

peçonhas de serpentes da família Elapidae e agem, especialmente, como neurotoxinas, 

cardiotoxinas, inibidores de acetilcolinesterase e bloqueadores de canais para cálcio do tipo-L 

(KINI; DOLEY, 2010). Neste trabalho, é apresentada a primeira evidência de transcritos de 

3FTxs na glândula de peçonha de uma serpente Crotalus. A Cdt3FTx é 7 resíduos de 

aminoácidos menor que a 3FTx-símile de Lachesis muta (Figura 1.12) e ambas as sequências 

também divergem no conteúdo de cisteínas.  

 
Figura 1.12 – Alinhamento de sequência entre as 3FTx Q27J50, A5X2W8 e Cdt3Ftx. O alinhamento foi 

gerado pela ferramenta MultAlin e editado pelo servidor ESPript. Regiões de alto consenso estão destacadas em 

caixa preta e, as de baixo consenso, em vermelho. Q27J50: 3FTx-símile de Lachesis muta; A5X2W8: 3FTx 3 de 

Sistrurus catenatus. 

 

Peptídeos antimicrobianos. Vipericidina e waprina-símile são peptídeos possivelmente 

envolvidos em ação antimicrobiana (DE OLIVEIRA; CARDOSO; FRANCO, 2013; FALCAO 

et al., 2014; NAIR et al., 2007). De fato, a crotalicidina sintética mostrou atividade contra 

diferentes espécies (Gram-positivas e negativas) de bactérias, células tumorais (HeLa e de 

leucemia) e Trypanosoma cruzi (BANDEIRA et al., 2017; FALCAO et al., 2014; 2015). O 

papel exato de peptídeos antimicrobianos em peçonhas de serpentes ainda não está claro, mas 

algumas das hipóteses incluem a inibição do crescimento de bactérias e proteção da serpente de 

patógenos da presa após sua ingestão (NAIR et al., 2007). 

 

Acetilcolinesterase (AChE). O cDNA da acetilcolinesterase é uma sequência completa, 

sem um peptídeo sinal para secreção na glândula, codificadora de uma proteína com 609 

resíduos de aminoácidos (Tabela 1.3) similar às AChEs identificadas em diferentes serpentes, 

por exemplo, Echis coloratus (gb|AHY20009), P. mucrosquamatus (NCBI|XP_015668657) e 

Bungarus fasciatus (sp|Q92035). AChEs são comuns em peçonhas da família Elapidae, 

geralmente não pertencendo às famílias Crotalidae e Viperidae, e contribuem para um efeito 

hipotensivo dessas peçonhas (AIRD, 2002; FROBERT et al., 1997). 

 

peptídeo sinal predito
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Fator de crescimento de fibroblastos (FGF). Uma das novidades na família dos fatores 

de crescimento é a identificação de FGF. Sequências de cDNA de FGF (2,6%) incluem uma 

sequência completa (CdtFGF, Tabela 1.3) altamente similar (>90%) ao FGF16 predito de P. 

mucrosquamatus (XP_015671701). Adicionalmente, fragmentos de cDNA com identidade 

entre 28-43% ao CdtFGF mostram a presença de diferentes isoformas de FGF dentro da 

glândula de peçonha de C. d. terrificus. Recentemente, um FGF foi parcialmente isolado da 

peçonha de Cdt (FERREIRA, 2017).  

 

Outros componentes. Transcritos codificantes de dipeptidilpeptidase (DPP) incluem 

uma sequência completa (CdtDPPII) e um fragmento (CdtDPPIV) similares à DPP II e DPP 

IV, respectivamente (Tabela 1.3). A dipeptidil peptidase (DPP) IV é uma serinoprotease 

provavelmente envolvida em alterações cardiovasculares induzidas pela peçonha agindo 

através da clivagem de alguns dipeptídeos de região N-terminal (AIRD, 2002, 2008; OGAWA 

et al., 2008). Embora algumas peçonhas de serpentes já demonstraram atividade DPP IV 

(AIRD, 2002, 2008), nenhuma delas foi isolada até o momento. 

Interessantemente, também foram identificados transcritos codificadores de venom 

factor (VF, Figura 1A), representando 2,3%, que são intimamente semelhantes ao VF de C. 

adamanteus (sp|J3S836). Com relação ao VF de Crotalus, nenhum estudo a respeito dessa 

proteína foi publicado até o momento e nenhuma sequência de VF de serpentes brasileiras está 

disponível nos bancos de dados. A atividade de VF tem sido principalmente descrita em 

peçonhas da família Elapidae (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2017). Alguns autores sugerem 

que o VF de C. adamanteus pode não apresentar uma função tóxica e ter se originado a partir 

de genes ortólogos de ancestrais que codificam VFs tóxicos (ROKYTA et al., 2012). 

Concluindo este item, 7 fragmentos de cDNA (2%; Figura 1.2A) são similares a uma 

provável lipase endotelial de C. adamanteus (sp|J3RZ81). Casewell e colaboradores (2009) 

relataram pela primeira vez transcritos de lipase ácida lisossomal em animais venenosos. Tais 

transcritos continham um peptídeo sinal predito, implicando que tais proteínas fossem um novo 

grupo de componentes da peçonha e sugerindo que possam apresentar algum papel no 

envenenamento. Adicionalmente, uma provável lipase endotelial secretada foi detectada no 

transcriptoma da glândula de peçonha de C. adamanteus (ROKYTA et al., 2012) e uma lipase 

de Phalotris mertensi mostrou ser um verdadeiro componente de peçonha (CAMPOS et al., 

2016). 
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Possíveis componentes de peçonha. Além do discutido logo acima, outros componentes 

permanecem apenas como possíveis componentes de peçonha. São eles: CysProt, PLD, PDGF, 

MPi, HRG e MPPE. Com relação à CysProt, o transcrito CdtCysProt1 é similar a uma CysProt 

predita de Protobothrops mucrosquamatus (gi|1002569411) e essa classe de enzimas detectada 

apenas no transcriptoma da glândula de peçonha de Lachesis muta (JUNQUEIRA-DE-

AZEVEDO et al., 2006). Acredita-se que cisteíno-proteases estejam evolutivamente 

relacionados às serinoproteases (RAWLINGS; BARRETT, 1993). 

Com relação ao grupo de fosfolipases, foram identificados adicionalmente 3 fragmentos 

de transcritos de fosfolipase D (PLD) (Tabela 1.3), porém com valor de TPM muito baixo 

(Tabela 1.2). PLDs são largamente conhecidas como componentes de peçonhas de aranhas, 

apresentando-se como toxinas inflamatórias e dermonecróticas (CHAIM et al., 2011; 

TAMBOURGI et al., 1998). Embora análises de genoma e transcriptoma de O. hannah (VONK 

et al., 2013) e C. adamanteus (ROKYTA et al., 2012), respectivamente,  mostram evidências 

dessa proteína, é a primeira vez que PLD é identificada em glândula de peçonha de uma serpente 

sul-americana. As sequências encontradas neste trabalho apresentam, em geral, 40-50% de 

identidade com fosfolipases de aranhas.  

Com relação ao PDGF, os transcritos identificados são fragmentos que compreendem 

0,9% dos transcritos de componentes da peçonha (Figura 1.2A) e são similares ao PDGF de T. 

sirtalis (XP_013912203), P.  mucrosquamatus (XP_015674824), P. bivittatus 

(XP_007432415) e O. hannah (gb|ETE64578). O PDGF pode ser tanto um domínio de VEGF 

como uma proteína única. Os fragmentos de cDNA de PDGF obtidos aqui são apenas até 30% 

idênticos a VEGF e acima de 90% quando comparados a PDGF ofídicos. Portanto, o PDGF 

identificado é, possivelmente, um componente da peçonha de Cdt. 

 

Inibidores de metaloproteases (MPi). Os inibidores CdtMPi1 e CdtMPi2 diferem em 

sua sequência de nucleotídeos, mas codificam a mesma proteína matura (Tabela 1.3). Por sua 

vez, o CdtMPi3 compartilha 44,9% de identidade e 67,9% de similaridade com 

CdtMPi1/CdtMPi2 quando considerada apenas a cadeia da proteína matura codificada por eles. 

Esses inibidores correspondem a 0,9% dos transcritos de proteínas da peçonha e apresentam o 

domínio TIMP em sua estrutura, responsável pela inativação irreversível de metaloproteases 

teciduais (LETUNIC; DOERKS; BORK, 2015). A presença de diferentes MPis na mesma 

glândula pode indicar diferentes especificidades ou diferentes mecanismos de inibição. 
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Também tem sido proposto que inibidores enzimáticos têm papel de funções regulatórias ou de 

manutenção, mas também é sugerido que essas proteínas possam inibir proteases da 

presa/vítima, evitando a clivagem de toxinas ofídicas por elas (MASHIKO; TAKAHASHI, 

2002; RICHARDS et al., 2011). 

HRG é um membro da superfamília das cistatinas, mas parece não ter atividade 

inibitória de CysProt (BROWN; DZIEGIELEWSKA, 1997). Nenhum estudo está disponível a 

respeito de HRG ofídica, mas HRG de mamíferos desempenham ações anticoagulantes e 

modificadoras antifibrinolíticas em camundongos (TSUCHIDA-STRAETEN et al., 2005), o 

que leva a sugerir que, caso essas proteínas sejam verdadeiros constituintes da peçonha, elas 

podem exercer um papel na hemostasia em conjunto com SVMP e SVSP. Fragmentos de cDNA 

de HRG são similares à HRG de O. hannah (gb|ETE63529.1), cuja sequência foi identificada 

através de análise genômica. 

Finalizando, angiogenina e MPPEs são relatadas pela primeira vez em um transcriptoma 

de glândula de peçonha de serpente. Três fragmentos codificadores de metalofosfoesterases 

(MPPEs, Tabela 1.3) representam <1,0% e três fragmentos de cDNA pertencentes à família de 

RNase angiogenina tiveram sua similaridade mais alta à angiogenina-2 de O. hannah 

(gb|ETE58890). A presença e o possível papel dessas proteínas nas peçonhas ainda precisa ser 

melhor investigada. 

 

 

Considerando a relevância das PLA2 nos envenenamentos e a identificação de inibidores 

de PLA2 no transcriptoma realizado, optamos pela produção em sistema heterólogo de um 

desses inibidores, visando a produção e caracterização de uma molécula com potencial para se 

tornar um coadjuvante no tratamento de envenenamentos por serpentes.
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Expressão heteróloga e caracterização bioquímica e funcional da 

versão recombinante do β-PLI CdtPLI2 da glândula de peçonha 

de C. d. terrificus 
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2.1.1 Panorama geral dos acidentes ofídicos 

 

Os acidentes ofídicos são um problema negligenciado de saúde pública (GUTIÉRREZ 

et al., 2014).  O reconhecimento pela Organização Mundial de Saúde como uma doença tropical 

negligenciada é devido tanto à gravidade desses acidentes quanto à sua incidência 

(CHIPPAUX, 2017). Estima-se que a cada ano mais de 5 milhões de pessoas sejam picadas por 

serpente em todo o mundo, dos quais 125 mil casos evoluem para a morte e 400 mil pessoas 

fiquem com sequelas permanentes (GUTIÉRREZ et al., 2014).  

No Brasil, uma análise detalhada do período de 2007 a 2020 (com dados de 2018 a 2020 

ainda sob revisão) revela que o número total de casos de envenenamento por picada de serpentes 

vem aumentando ano após ano, saltando de 101.724 casos em 2007 para 237.534 em 2020 

(BRASIL, 2021) (Figura 2.1A). Outro aumento também é verificado no número de casos em 

que o gênero da serpente não é identificado ou simplesmente ignorado no preenchimento da 

notificação (Figura 2.1A), o que pode dificultar o tratamento da pessoa envenenada, pois os 

soros antivenenos são específicos para determinado(s) gênero(s) de serpente (INSTITUTO 

BUTANTAN, 2018; HUI WEN et al., 2015).  

O gênero Bothrops, que representa a família das jararacas, apresenta disparadamente o 

maior número de casos registrados (Figura 2.1B). Entretanto, os gêneros Crotalus (família das 

cascavéis) e Lachesis (família das surucucus) apresentam os maiores índices de letalidade, 

sendo cerca de 2 vezes maior do que o índice das serpentes Bothrops (BRASIL, 2021).  Isso se 

deve principalmente à diferença na composição das peçonhas visto que peçonhas botrópicas 

apresentam, geralmente, ação de destruição tecidual no local do envenenamento, enquanto 

peçonhas  crotálicas e laquéticas têm maiores ações sistêmicas, incluindo neurotoxicidade e 

miotoxicidade (BRASIL, 2001a; ZORNETTA et al., 2012). 
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Figura 2.1 – Notificações de acidentes ofídicos A) totais e com gênero não identificado e B) por gênero de 

serpente entre os anos de 2007 e 2020. Notificações de acidentes por animais peçonhentos registradas no Sistema 

de Informação de Agravos de Notificação fornecidos pelo DATASUS – Ministério da Saúde (BRASIL, 2021). 

Dados entre 2018 e 2020 ainda estão sob revisão. Abreviação: Ign/Branco: casos em que o gênero da serpente foi 

ignorado ou não identificado no momento do preenchimento da notificação do acidente ofídico.  

 

2.1.2 Fosfolipases A2 e envenenamento 

 

As fosfolipases A2 (PLA2) são o componente majoritário das peçonhas crotálicas 

(BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; CALVETE et al., 2010; MELANI et al., 2015). No 

envenenamento por serpentes, essas enzimas estão relacionadas, principalmente, com efeitos 

miotóxicos, neurotóxicos e hemolíticos, ações na agregação plaquetária e também formação de 
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edema devido à indução de processo inflamatório (BORDON et al., 2012; CASAIS-E-SILVA 

et al., 2016; PUNGERCAR; KRIZAJ, 2007; RODRIGUES et al., 2007).  

As PLA2 encontradas na família Viperidae (que compreende os gêneros Bothrops, 

Crotalus e Lachesis) pertencem ao subgrupo IIA das PLA2 secretadas, apresentando, em geral, 

massa molecular entre 13-15 kDa e 7 ligações dissulfeto, e podem ser cataliticamente ativas 

(Asp49-PLA2) ou inativas (Lys49-PLA2) (MORA-OBANDO et al., 2014; SCHALOSKE; 

DENNIS, 2006). As PLA2 cataliticamente ativas são responsáveis por clivar a ligação sn-2 de 

fosfolipídeos de membranas (Figura 2.2), liberando ácidos graxos e lisofosfolipídeos (BURKE; 

DENNIS, 2009). Entre os ácidos graxos, destaca-se o ácido araquidônico, que é um precursor 

de eicosanoides mediadores de processos inflamatórios (DENNIS, 1997). 

 
Figura 2.2 – Clivagem de fosfolipídeos de membranas por PLA2s de peçonhas de serpentes. 

 

A atividade catalítica é dependente dos resíduos His48 e Asp99, que ativam uma molécula 

de água para iniciar o ataque nucleofílico no substrato, e do resíduo Asp49, que se liga ao cofator 

Ca2+ e este estabiliza o intermediário tetraédrico formado durante a catálise (WARD; 

CHIOATO et al., 2002). No entanto, algumas PLA2 apresentam um resíduo de lisina na posição 

49 cujo grupo amino da cadeia lateral ocupa a posição do cofator Ca2+, mas outros resíduos 

também parecem estar envolvidos na perda da atividade enzimática (por exemplo, a Lys122) 

visto que em um estudo de mutagênese sítio-dirigida realizada com a BthTX-I (uma PLA2 

botrópica), a substituição de Lys49 por Asp49 não ocasionou ganho de atividade enzimática 

(WARD et al., 2002). Além da frequente substituição Asp49/Lys49, variantes com Ser, Arg, Asn 

ou Gln nessa mesma posição também já foram relatados (FERNANDES et al., 2014). 

As PLA2s encontradas na forma monomérica exercem papéis relevantes nos 

envenenamentos por serpentes dos gêneros Bothrops e Lachesis (DAMICO et al., 2008; 

GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1989). Por sua vez, a crotoxina é o componente majoritário em 

peçonhas crotálicas, (FAURE et al., 1994), chegando a representar até 90% da quantidade de 

proteínas totais na peçonha de C. d. terrificus (como visto no capítulo 1) e 82% na peçonha de 

PLA2
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C. d. ruruima (CALVETE et al., 2010). A crotoxina é uma proteína dimérica composta por 

duas subunidades (uma básica e outra ácida) ligadas não covalentemente.  

A subunidade básica (CB ou PLA2 de Crotalus), cataliticamente ativa, apresenta duas 

isoformas provenientes de dois diferentes RNA mensageiros, mas que diferem entre si em 

apenas 8 resíduos de aminoácidos dentre os 122 que compõem a proteína matura (BOUCHIER 

et al., 1991; FAURE et al., 1994). A CB é responsável por ações como indução de edema, 

miotoxicidade local e sistêmica e necrose do músculo esquelético (BORDON et al., 2012; 

GUTIERREZ et al., 2008; KOUYOUMDJIAN; HARRIS; JOHNSON, 1986). 

Por sua vez, a subunidade ácida (CA ou crotapotina), cataliticamente inativa, é formada 

por 3 cadeias (α, β e γ), ligadas entre si através de ligações dissulfeto, provenientes do 

processamento pós-traducional de um único precursor (pró-CA) (BOUCHIER et al., 1991; 

FAURE et al., 1991). A interação CA-CB ocorre através de interações da CB com as cadeias α 

e β da CA, sendo críticas as interações dos resíduos Trp31 e Trp70 da CB com, respectivamente, 

Asp99 e Asp89 da cadeia β, que bloqueiam parcialmente o acesso do substrato à díade catalítica 

(His48 e Asp99) e contribuem para a toxicidade e estabilidade do complexo. Dessa forma, a CA 

atua como uma chaperona, reduzindo a ação catalítica da CB e direcionando-a para sítios 

específicos que, quando afetados, levam principalmente a alterações neurotóxicas (BON et al., 

1979; CANZIANI; SEKI; VIDAL, 1983; HABERMANN; WALSCH; BREITHAUPT, 1972; 

RÜBSAMEN; BREITHAUPT; HABERMANN, 1971). 

Diferentes isoformas de crotoxina têm sido identificadas, podendo ser divididas em dois 

grandes grupos: um altamente tóxico e menos enzimaticamente ativo e um segundo grupo 

menos tóxico, porém mais enzimaticamente ativo (FAURE; BON, 1987; FAURE et al., 1991; 

1994; FAURE; XU; SAUL, 2011). Essa diferença estaria relacionada com a estabilidade do 

complexo CA-CB: o grupo menos tóxico apresenta subunidades menos estáveis e que se 

dissociam mais rapidamente enquando as isoformas mais tóxicas se dissociam mais lentamente 

(FAURE et al., 1993; FAURE; XU; SAUL, 2011). Isso seria resultados de mutações no 

primeiro resíduo N-terminal (Ser/His) uma vez que a orientação da His1 e do Trp70 na CB 

estariam em orientação similar, preservando a interação com a CA e formando complexos mais 

estáveis do que em isoformas em que Ser1 e Trp70 estariam em orientações diferentes (FAURE; 

XU; SAUL, 2011). 

Na década de 1960, Oswaldo Vital Brazil e colaboradores publicaram uma série de 

trabalhos sobre a crotoxina envolvendo sua toxicidade, atividade neuromuscular, ação 
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cardiovascular e nefrotoxicidade (SAMPAIO et al., 2010). Nos casos de envenenamento 

crotálico que evoluem para o óbito, a crotoxina é o principal componente responsável pela 

letalidade devido ao bloqueio da transmissão neuromuscular, que leva a uma parada respiratória 

de origem periférica (BRAZIL, 1966; RODRIGUEZ et al., 2006; SAMPAIO et al., 2010). A 

crotoxina também pode ser responsável pela insuficiência renal aguda apresentada por vários 

sobreviventes do envenenamento crotálico e essa nefrotoxicidade pode ser causada em 

sinergismo com a crotamina (ALBUQUERQUE et al., 2013; FERNANDES; AGUIAR; 

DAHER, 2008; MONTEIRO et al., 2001), um polipeptídeo com ação miotóxica (RÁDIS-

BAPTISTA; KERKIS, 2011). 

 

2.1.3 Tratamento dos acidentes ofídicos 

 

O tratamento dos acidentes ofídicos é realizado através da administração do soro 

antiofídico, produzido a partir da hiper-imunização de cavalos com a peçonha de interesse para 

posterior utilização do plasma/sangue para extrair e purificar as imunoglobulinas produzidas 

contra a peçonha administrada no cavalo. A seguir, o soro hiperimune é diluído e acrescentado 

de adjuvantes para, posteriormente, ser administrado na prática clínica (BRASIL, 1996; 

GUTIERREZ; LEON; BURNOUF, 2011). 

Estão disponíveis no Brasil os seguintes soros antiofídicos: antibotrópico, 

antibotrópico-crotálico, antibotrópico-laquético, anticrotálico e antielapídico (INSTITUTO 

BUTANTAN, 2018; HUI WEN et al., 2015). No tratamento do envenenamento por cascavéis, 

utiliza-se o soro anticrotálico ou antibotrópico-crotálico, podendo ser administradas até 20 

ampolas de soro dependendo da gravidade do envenenamento (BRASIL, 2001b). 

Embora o soro antiofídico seja utilizado por mais de um século desde sua introdução na 

clínica por Albert Calmette em 1895 (WARRELL, 2010) e apresente elevada eficácia 

(MORAIS; MASSALDI, 2009), sua utilização pode levar a reações adversas tanto precoces 

quanto tardias (LALLOO; THEAKSTON, 2003). Entre os efeitos precoces incluem reações de 

hipersensibilidade do tipo I, que se manifestam de forma branda na maioria dos casos (por 

exemplo, através de náuseas, diarreia, dor de cabeça, urticária e febre). Entretanto, dependendo 

da sensibilidade do paciente, pode ocorrer até mesmo um quadro de choque anafilático 



Capítulo II: Introdução    76 
__________________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________ 

Gisele Adriano Wiezel 
 

(MORAIS; MASSALDI, 2009; WARRELL1, 1995 apud LEÓN et al., 2008). Em um estudo 

de Bochner e Struchiner (2003), vítimas de envenenamento crotálico tratadas com o soro 

anticrotálico apresentaram um risco de desenvolvimento de anafilaxia 30 vezes maior do que 

outros pacientes internados na mesma unidade de emergência. 

O efeito tardio da administração do soro é uma reação de hipersensibilidade do tipo III, 

ou seja, a produção de anticorpos humanos contra os anticorpos do cavalo que foram 

administrados na vítima do envenenamento. Essa reação, também conhecida como “doença do 

soro”, ocorre normalmente entre 7 a 15 dias após a administração do soro antiofídico 

(MORAIS; MASSALDI, 2009). Ainda é pouco conhecida a incidência dessa doença porque 

muitas vítimas não retornam ao serviço de saúde após a alta hospitalar (RYAN et al., 2016). 

Vale ressaltar que essa reação também pode ocorrer em vítimas que já foram sensibilizadas com 

outros tipos de soro e pode estar altamente relacionada à quantidade de soro administrada na 

vítima (AMIN et al., 2008; LOVECCHIO et al., 2003; MORAIS; MASSALDI, 2009). A 

“doença do soro” é de grande relevância, pois os imunocomplexos formados podem se depositar 

em diferentes tecidos do organismo, levando, por exemplo, a quadros de insuficiência renal 

quando se depositam nos rins (DA SILVA et al., 2011). 

 Atualmente, apesar de grandes esforços despendidos na produção dos soros antiofídicos, 

essa produção ainda é similar aos métodos originalmente descritos por Vital Brazil. Algumas 

inovações incluem o uso de apenas os fragmentos das imunoglobulinas do soro produzido no 

cavalo (F(ab’)2 ou Fab), o uso do fragmento da cadeia simples variável dos anticorpos (scFv) 

e o uso de domínios de ligação de antígeno recombinante derivados de anticorpos de cadeia 

pesada de camelídeos (VHH). No entanto, ainda existem grandes desafios nesse campo de 

estudo, como o alto custo da produção de anticorpos monoclonais, a baixa afinidade de alguns 

fragmentos de imunoglobulinas e a curta meia-vida dessas proteínas no soro (SANTOS-

FILHO; SANTOS, 2017). 

Além disso, outros tratamentos do envenenamento que têm sido estudados nos últimos 

anos incluem a utilização de inibidores naturais das toxinas de serpentes. Alguns exemplos 

incluem a inibição de hialuronidases, que atuam como fator de espalhamento da peçonha 

(BORDON et al., 2012; WAHBY et al., 2012), de metaloproteases, que estão relacionadas a 

efeitos inflamatórios/hemorrágicos (BALDO et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2005; VALENTE 

 
1WARRELL, D.A. Clinical toxicology of snakebite in Asia. In: Meier, J.; White, J. (Eds). Handbook of Clinical 

Toxicology of Animal Venoms and Poisons. Boca Raton: CRC Press, 1995. p. 493-594. 
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et al., 2001), e de PLA2 (BRYAN-QUIRÓS et al., 2019; LIZANO et al., 1997; ROCHA et al., 

2002; WANG et al., 2018). Outras alternativas também incluem o desenvolvimento de 

nanopartículas com habilidade para se ligar a diferentes componentes de peçonha e aptâmeros 

e outras moléculas sintéticas que inativam toxinas particulares (GUTIÉRREZ, 2020). 

Como descrito anteriormente, a crotoxina é o componente da peçonha responsável pela 

maior gravidade dos envenenamentos crotálicos e pela mortalidade observada nesses acidentes. 

Portanto, o uso de moléculas com alta especificidade para esse complexo de PLA2 auxiliaria no 

desenvolvimento de antivenenos que fossem mais específicos para esse componente. Por esse 

motivo, inibidores de PLA2 se apresentam como ótimos candidatos a serem utilizados como 

complemento na terapia do envenenamento na tentativa de diminuir a dose de soro administrada 

na vítima.  

 

2.1.4 Inibidores de PLA2 

 

Os inibidores de PLA2 (PLIs) compreendem uma família de proteínas primeiramente 

descritas no sangue de serpentes que são capazes de neutralizar a ação de PLA2s (FORTES-

DIAS, 2002). Acredita-se que essas proteínas façam parte de um mecanismo inato de defesa 

contra a própria peçonha (no caso de serpentes peçonhentas) ou contra a peçonha de outras 

serpentes visto que PLIs também já foram encontrados no sangue de serpentes não peçonhentas 

(DUNN; BROADY, 2001; FORTES-DIAS et al., 1991; FORTES-DIAS et al., 2020; 

KINKAWA et al., 2010; OKUMURA et al., 2002; RODRIGUES et al., 2020).  Além disso, 

sugere-se uma função ancestral de ligação ao citocromo c liberado de células mortas, antes 

mesmo de sua função como inibidor de PLA2, e um importante papel fisiológico no sistema de 

defesa do organismo (OKUMURA et al., 2003; SHIRAI et al., 2010). 

 Essas proteínas são classificadas de acordo com seus domínios estruturais e capacidade 

de inibição de diferentes PLA2  em 3 diferentes classes:  alfa (α-PLI), beta (β-PLI) e gama (γ-

PLI), sendo que diferentes classes podem ser identificadas em uma mesma serpente (CAMPOS 

et al., 2016; ESTEVÃO-COSTA et al., 2016; OHKURA et al., 1997). A classificação dos PLIs 

segundo a atividade biológica exercida por esses inibidores não é uma tarefa fácil, uma vez que 
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a maioria dos estudos relacionados a essas proteínas os descrevem apenas como “inibidores de 

fosfolipases” (PERALES; DOMONT2, 2002 apud NEVES-FERREIRA et al., 2010).  

 

α-PLIs. Os α-PLIs são compostos por pequenas subunidades (~20 kDa) que se 

combinam e formam estruturas multiméricas, geralmente trímeros, com massa molecular entre 

75 e 120 kDa (CAMPOS et al., 2016; OKUMURA et al., 2003; SANTOS-FILHO; SANTOS, 

2017). Esses inibidores são proteínas com um domínio de reconhecimento de carboidrato 

semelhante a lectinas, mas cujo domínio perdeu a capacidade de ligação ao cálcio e a 

carboidratos e são estruturalmente semelhantes à proteína surfactante pulmonar e a lectinas 

animais (INOUE et al., 1991; OHKURA et al., 1993; OKUMURA et al., 2003).  

Muitos α-PLIs têm sido isolados do sangue serpentes, como já revisado na literatura 

(CAMPOS et al., 2016; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003; SANTOS-FILHO; SANTOS, 

2017). A inibição das PLA2 parece ser independente da atividade de lectina embora ainda não 

se saiba o mecanismo exato envolvido nessa inibição (OHKURA et al., 1993; SANTOS-

FILHO; SANTOS, 2017). Sugere-se que a trimerização de α-PLIs é importante para a formação 

de um poro com resíduos catiônicos no centro que interagem com resíduos ácidos das PLA2s 

ácidas e a formação de poros atípicos devido à mutação de alguns resíduos de aminoácidos 

levam a uma funcionalidade prejudicada no inibidor (ESTEVÃO-COSTA et al., 2016). 

 

β -PLIs. Os β-PLIs apresentam uma estrutura com vários domínios ricos em leucina 

semelhante à α2-glicoproteína humana e relata-se uma inibição preferencial por PLA2s básicas 

(OKUMURA et al., 1998). Esses inibidores são normalmente glicosilados, apresentando massa 

molecular monomérica de ~50 kDa, que, após reação de deglicosilação, é reduzida para ~39 

kDa (OKUMURA et al., 1998; 2002). Além disso, β-PLIs podem assumir uma forma trimérica 

com, aproximadamente, 150 kDa (CAMPOS et al., 2016; OKUMURA et al., 1998). Poucos 

inibidores dessa classe foram relatados até o momento incluindo aqueles presentes em serpentes 

não peçonhentas (LIMA et al., 2011; OHKURA et al., 1997; OKUMURA et al., 1998; 2002; 

SHIRAI et al., 2009).  

Suspeita-se que os domínios ricos em leucina sejam responsáveis pela interação com as 

PLA2s visto que esses domínios são bem conservados nesses inibidores e estão, usualmente, 

 
2PERALES, J. DOMONT, G. B. Are inhibitors of metalloproteinases, phospholipases A2 and myotoxins members 
of the innate immune system? In: Ménez, A (Ed). Perspectives in molecular toxinology. Chichester: John Wiley 

& Sons, 2002. p. 435-456. 
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envolvidos em interações do tipo proteína-proteína (OKUMURA et al., 1998, 2002). Um 

estudo de docking e modelagem molecular sugeriu que o β-PLI CdtsbβPLI do sangue de C. d. 

terrificus apresenta um formato semelhante a uma ferradura cuja face côncava apresenta 

resíduos ácidos para interação com resíduos catiônicos das PLA2 básicas (FORTES-DIAS et 

al., 2019).     

 

γ -PLIs. Por sua vez, os γ-PLIs apresentam uma conformação “three-fingered”, similar 

às neurotoxinas elapídicas “three-finger”, aos antígenos Ly-6 de superfícies de células de 

mamíferos e ao receptor de ativador de plasminogênio do tipo uroquinase (NEVES-FERREIRA 

et al., 2010; OHKURA et al., 1997). Esses inibidores representam o maior grupo de PLIs 

endógenos isolados do sangue de serpentes (CAMPOS et al., 2016), estando presentes nas 

famílias Colubridae, Elapidae, Pythonidae e Viperidae, e compreendem os únicos inibidores já 

isolados de serpentes do gênero Crotalus até o momento (FORTES-DIAS et al., 1991; 

GIMENES et al., 2014; PERALES et al., 1995).  

Os γ-PLIs, assim como os α- e β-PLIs, são glicoproteínas oligoméricas de alta massa 

molecular, podendo apresentar subunidades idênticas ou diferentes (LIZANO; DOMONT; 

PERALES, 2003; SANTOS-FILHO; SILVEIRA; BOLDRINI-FRANÇA, 2017) e são capazes 

de inibir PLA2s tanto ácidas como básicas (OHKURA et al., 1994).  

O CNF (fator neutralizador de Crotalus) e o CICS (inibidor de crotoxina do soro de 

Crotalus) isolados, respectivamente do plasma e do soro de C. d. terrificus possuem atividade 

anti-neurotóxica e foram estudados independentemente por dois grupos de pesquisa (FORTES-

DIAS et al., 1991; PERALES et al., 1995). O efeito anti-neurotóxico de CICS contra a peçonha 

de Crotalus e a crotoxina foram demonstrados in vivo através de ensaios de letalidade. Além 

disso, CNF e CICS inibiram a atividade catalítica da crotoxina e de sua PLA2 básica ao se ligar 

à subunidade básica e ocasionar a dissociação do complexo da crotoxina (FORTES-DIAS et 

al., 1994; PERALES et al., 1995).  

 

2.1.5 PLIs presentes em glândulas de peçonha 

 

A presença de PLIs em glândulas de peçonhas ou peçonhas de serpentes não é muito 

comum. Peçonhas em que esses inibidores foram encontrados através de estudos de proteoma 
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incluem as peçonhas de C. d. terrificus (MELANI et al., 2015), incluindo este estudo, Bothrops 

jararaca (NICOLAU et al., 2017) e Boiga irregularis (PLA et al., 2018).  

Além disso, técnicas ômicas também permitiram a identificação de transcritos de PLIs 

em glândulas de peçonhas de serpentes. Como exemplos, podem ser citados inibidores nas 

glândulas de Lachesis muta (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2006; LIMA et al., 2011), 

B. jararaca (CIDADE et al., 2006; VALENTE et al., 2018) e B. irregularis (PLA et al., 2018) 

além deste trabalho como já discutido no capítulo 1.  

Interessantemente, o inibidor CdtsbβPLI recentemente identificado em amostra de DNA 

do fígado de C. d. terrificus (FORTES-DIAS et al., 2019) apresenta sequência muito 

semelhante aos inibidores CdtPLI-2 e CdtPLI-3 encontrados na glândula de peçonha dessa 

mesma serpente (Figura 2.3). 

 

CdtPLI-2       VLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSLGMEALQGLPNLQE 60 

CdtsbBPLI      ALYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARAKMISVEFTQVSSLGVEALQGLPNLQE 60 

CdtPLI-3       ALYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARAKMISVEFTQVSSLGMEALQGLPNLQE 60 

               .********************************:* ************:*********** 

 

CdtPLI-2       LHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLTHLSLSENQLAELR 120 

CdtsbBPLI      LHLSNNRLKSLPSGLFRNLPQLHTLDLSRNFLEDLPPEIFINASSLTHLSLSENQLAELR 120 

CdtPLI-3       LHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLTHLSLSENQLAELR 120 

               *********:**.***************.*:********* ******************* 

 

CdtPLI-2       PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRLAPEMFSGLDNLER 180 

CdtsbBPLI      PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLKELTSLDLSFNLIHRLTTGMFSGLDNLER 180 

CdtPLI-3       PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRLAPEMFSGLDNLER 180 

               *******************************:***********:***:  ********** 

 

CdtPLI-2       LVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLELLDLSDNELSTMD 240 

CdtsbBPLI      LVLESNPIQCIMGRTFHWRPKLSVLSLKNSSLTHVIMGVFQ-LDQLELLDLSDNEFTTLD 239 

CdtPLI-3       LVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLELLDLSDNELSTMD 240 

               ***********: :****:***************:*****: *************::*:* 

 

CdtPLI-2       DPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGERATS 300 

CdtsbBPLI      PPVHKPSANFSLDLSGNPWACDCRLENLLRWLKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGEHATS 299 

CdtPLI-3       DPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGEHATS 300 

                **:*****:******* *************:************************:*** 

 

CdtPLI-2       LQTYQICPC 309 

CdtsbBPLI      LQTSQICPC 308 

CdtPLI-3       LQTYQICPC 309 

               *** ***** 

Figura 2.3 – Alinhamento múltiplo para comparação das sequências de aminoácidos dos inibidores CdtPLI-

2, CdtPLI-3 e CdtsbβPLI. Resíduos não conservados estão destacados em vermelho. Os resíduos de cisteína 
conservados e os possíveis sítios de N-glicosilação estão, respectivamente, destacados em cinza e amarelo. 

Resíduos conservados envolvidos na interação com PLA2s (Fortes-Dias et al., 2019) estão destacados em azul. 

 

Uma vez que os inibidores de C. d. terrificus ainda não foram isolados de sua peçonha 

(MELANI et al., 2015), e temos disponível as sequências codificadoras dessas proteínas, a 

expressão heteróloga de proteínas se apresenta como uma poderosa ferramenta para produção 
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do PLI recombinante, possibilitando a realização de estudos estruturais e funcionais desse 

inibidor. 

 

2.1.6 Expressão heteróloga de proteínas 

 

A expressão heteróloga de proteínas consiste em uma ferramenta de grande importância 

na Toxinologia uma vez que pode fornecer em um curto período grandes quantidades de 

toxinas, normalmente encontradas em concentrações extremamente baixas nas peçonhas 

animais, auxiliando potenciais aplicações farmacêuticas que essas toxinas possam apresentar. 

Os sistemas de expressão mais utilizados para a produção de proteínas recombinantes são a 

bactéria Escherichia coli e a levedura metilotrófica Pichia pastoris brevemente apresentados 

nos itens a seguir.  

 

2.1.6.1 Escherichia coli 

A E. coli é o sistema heterólogo muitas vezes preferencial principalmente por ser de 

fácil cultivo, apresentar um ciclo de vida curto e também por ser de fácil manipulação genética 

(GOPAL; KUMAR, 2013). Além disso, as rápidas taxas de crescimento e de expressão proteica 

permitem a expressão de grandes quantidades de proteínas recombinantes em um curto período 

de tempo (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Outras vantagens incluem:  meios ricos e 

complexos usados em seu cultivo podem ser feitos a partir de componentes relativamente 

baratos e a transformação das células com DNA exógena é rápida, podendo ser realizada em 

menos de 5 min (ROSANO; CECCARELLI, 2014). 

No entanto, entre as desvantagens na expressão de proteínas recombinantes em 

organismos procariotos, está a dificuldade na realização de modificações pós-traducionais, 

como glicosilações e ligações dissulfeto (DALY; HEARN, 2005). Essa deficiência aliada à alta 

concentração de proteínas produzidas, pode favorecer a agregação das mesmas e a formação de 

corpos de inclusão, sendo necessárias etapas adicionais de desnaturação, solubilização e 

enovelamento artificial da proteína recombinante (DALY; HEARN, 2005; ROSANO; 

CECCARELLI, 2014). 
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2.1.6.2 Pichia pastoris 

A P. pastoris é uma levedura metilotrófica e, por se tratar de um organismo eucarioto, 

contém a maquinaria celular necessária para a realização de modificações pós-traducionais e o 

enovelamento das proteínas produzidas (AHMAD et al., 2014).    

Além disso, na expressão em P. pastoris, a proteína recombinante pode ser secretada 

para o meio de cultura através da utilização de um sinal de secreção (α-factor) no vetor de 

expressão, facilitando sua etapa de purificação (AHMAD et al., 2014; CEREGHINO; CREGG, 

2000; DALY; HEARN, 2005; MACAULEY-PATRICK et al., 2005). Entretanto, o tempo 

necessário para a expressão de proteínas no sistema de P. pastoris é normalmente maior do que 

em E. coli (MORTON; POTTER, 2000), o padrão de glicosilação não é necessariamente o 

mesmo da proteína nativa e a heterogeneidade de glicosilações pode levar a diferentes 

populações de glicoproteínas (AHMAD et al., 2014; DALY; HEARN, 2005). 

 

Sendo assim, considerando a necessidade de se buscar novas alternativas para o 

tratamento do envenenamento (WILLIAMS et al., 2019) e que PLIs são potenciais inibidores 

da crotoxina (FORTES-DIAS et al., 1994; PERALES et al., 1995), o presente capítulo visa à 

produção em sistema heterólogo de um β-PLI presente na glândula de peçonha de C. d. 

terrificus, sua extensiva caracterização estrutural e o seu estudo como um possível 

complemento na terapia do envenenamento crotálico.
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2.2 OBJETIVOS 
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Os objetivos deste capítulo incluem a expressão heteróloga, caracterização e avaliação 

do uso da versão recombinante do inibidor de PLA2 CdtPLI2 identificado na glândula de 

peçonha de Crotalus durissus terrificus. Para isso, serão realizados: 

✓ Expressão da proteína de interesse em diferentes sistemas de expressão 

heteróloga e seu isolamento através de diferentes técnicas cromatográficas  

✓ Caracterização estrutural da proteína recombinante, com ênfase em massa 

molecular e modificações pós-traducionais (glicosilação) 

✓ Avaliação do reconhecimento da proteína heteróloga pelo soro antiofídico 

comercial 

✓ Avaliação in vitro da inibição da atividade de fosfolipases ácidas e básicas e da 

atividade fosfolipásica de peçonhas de diferentes serpentes brasileiras de importância 

médica 

✓ Avaliação preliminar in vivo da redução da atividade edematogênica da 

crotoxina e da PLA2 de C. d. collilineatus 
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2.3 MATERIAIS E MÉTODOS 
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A figura 2.4 resume as principais etapas realizadas para expressão heteróloga e 

caracterização bioquímica e funcional das versões recombinantes do inibidor CdtPLI-2 

identificado na glândula de peçonha de C. d. terrificus. 

 

Figura 2.4 – Resumo das principais etapas realizadas na expressão e caracterização das versões 

recombinantes do CdtPLI-2.  

rCdtPLI2

Estudos in silico

• Desenho do gene sintético

• Transformação da linhagem 

KM71H de P. pastoris

• Seleção de colônias multicópias

• Avaliação da expressão por 

diferentes colônias

• Expressão do rCdtPLI2 em escala 

laboratorial

• Isolamento do rCdtPLI2 do meio 

de cultura

• Sequenciamento N-terminal

• Reconhecimento pelo soro 

antiofídico

• Predição de epítopos de células B

• Determinação da massa molecular

• Avaliação do conteúdo de 

carboidratos

• Inibição da atividade de PLA2 pelo 

rCdtPLI2 glicosilado e 
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• Inibição da atividade enzimática de 
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2.3.1 Desenho do gene sintético para expressão heteróloga em Pichia pastoris 

 

A sequência de cDNA do inibidor CdtPLI-2 com códons otimizados 

(https://www.genscript.com/tools/rare-codon-analysis) foi utilizada no desenho do gene 

sintético do inibidor recombinante. O plasmídeo pPICZαA recombinante (pPICZαA-CdtPLI2) 

foi produzido pela empresa GenScript (http://www.genscript.com/gene_synthesis.html, USA) 

e o inibidor recombinante foi chamado de rCdtPLI2.  

O vetor pPICZαA apresenta a região promotora 5’ AOX1, fortemente induzida e 

regulada por metanol, usada para dirigir a expressão do gene que codifica a proteína de interesse 

(Figura 2.5). O “α-factor” é um sinal de secreção de Saccharomyces cerevisiae, que direciona 

a proteína recombinante para secreção no meio de cultura celular (Figura 2.5). A seguir, está o 

sítio de clonagem múltipla (MCS, Figura 2.5), que contém diversos sítios para inserção do gene 

de interesse.   

A sequência do inibidor foi clonada entre os sítios das enzimas de restrição XhoI 

(CTCGAG) e SalI (GTCGAC) (Figura 2.5).  Na região N-terminal da proteína foi reconstituído 

o sítio de clivagem da kexina 2 (AAAAGA), uma protease que cliva o peptídeo sinal para 

liberar a proteína madura, pois esse sítio foi perdido com a escolha do primeiro sítio da XhoI. 

Após o sítio da Kex2, foram adicionados uma sequência (CATCATCATCATCATCAT) que 

codifica 6 histidinas (poli-His tag) e um sítio (GAAAACTTGTACTTTCAAGGT) de clivagem 

para a protease TEV (Tobacco Etch Virus). Após esses sítios, foi adicionado a sequência de 

cDNA do inibidor CdtPLI-2 e um códon de terminação para que a cauda de poli-His já presente 

no vetor não seja traduzida no C-terminal do rCdtPLI2.  

Além disso, esse vetor de expressão apresenta o gene Sh ble, cujo produto confere 

resistência ao antibiótico Zeocin™ e funciona como um marcador de seleção para linhagens 

transformadas com o vetor pPICZαA, e a região pUC ori, que é uma origem de replicação 

bacteriana, permitindo a replicação e manutenção do plasmídeo em linhagens de E. coli. 

https://www/
http://www/
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Figura 2.5 – Vetor recombinante pPICZαA-CdtPLI2. Figura fornecida pela empresa Thermo Fischer 

(Invitrogen) com modificações feitas no software SnapGene® Viewer. 

 

2.3.2 Propagação do plasmídeo pPICZαA-CdtPLI2 em E. coli DH5α 

 

Células de E. coli DH5α quimiocompetentes foram transformadas com 200 ng do 

plasmídeo pPICZαA-CdtPLI2 produzido pela empresa GenScript. A suspensão de células e o 

plasmídeo foram homogeneizados e deixadas em banho de gelo por 30 min. O controle negativo 

AAAAGACATCATCATCATCATCATGAAAACTTGTACTTTCAAGGTGTCCTTTACTGCCCACCCACCCCTG

CTCCAGAAAGCGTCACCGAGTTCGTCTGCAACTCTCCATCTCTACGTGAATTTCCCACCGGCTTCCCCGC

ACGAACCAAGAGTATCTCCGTTGAGTTCACCCAAGTCTCCAGCCTTGGCATGGAGGCCCTCCAAGGTCTT

CCCAACCTCCAGGAACTTCACCTCTCCAACAACAGGTTAAAAACTCTTCCAAATGGCCTCTTCCGTAACC

TCCCACAACTGCACACTCTGGATCTCTCCAATAATCTCCTGGAAGATCTACCTCCAGAGATCTTCACAAA

TGCAAGTAGCCTAACTCATTTATCCCTCAGTGAAAATCAGCTGGCTGAGCTGCGCCCATCCTGGTTCGAA

AGCCTGGAGAAACTCAGGATCCTAGGCCTTGATCACAATCAGGTGAAGGAGATCCCAATTTCTTGTTTTG

ATAAGCTGGAGGAGTTGACATCTCTAGATCTCTCATTCAACCTTCTCCATCGCCTCGCTCCAGAGATGTT

CAGCGGCTTAGACAATTTGGAGAGGTTAGTTCTGGAAAGCAACCCAATCCAGTGTATTGTCAAGAAGACC

TTCCATTGGCATCCCAAGTTGAGTGTGCTGTCCCTGAAGAACAGCAGCCTGACCCACATCATAATGGGAG

TCTTTGATCCATTGGACCAACTGGAGCTGCTGGATCTCTCTGACAATGAGCTCAGCACAATGGATGATCC

AGTGTACAAGCCGTCTGCCAATCTCAGTCTTGATCTTTCAGGAAACCGTTGGGCGTGTGACTGCCGTCTG

GAGAATCTTCTAAGATGGATCAAGGATCACAACATCCATTTATATTCCAAGGAGGAATTTGTCTGTGCTT

CCCCCAAGCATTTCAAGGGTGAACGTGCAACTTCACTTCAAACATACCAAATTTGTCCCTGCTGA

sítio da Kex His-tag sítio de clivagem da TEV CdtPLI2 stop codon

pPICZαA
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consistiu na suspensão contendo apenas a bactéria quimiocompetente. Cada tubo foi aquecido 

na temperatura de 42 °C por 2 min e novamente transferido para o banho de gelo, onde 

permaneceu por 5 min. Em cada tubo, foram adicionados 270 µL de meio de cultura Luria 

Bertani (LB) low salt (triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5%, pH 7,3) e os tubos 

foram mantidos sob agitação (300 rpm), a 37 °C, por 60 min. Após a incubação, as células 

foram inoculadas em placa contendo meio LB low salt ágar (triptona 1%, extrato de levedura 

0,5%, NaCl 0,5%, ágar 1,5%, pH 7,3) com o antibiótico zeocina (25 µg/mL, Invitrogen, USA) 

e  incubadas durante a noite em 37 °C. 

 A um tubo de centrífuga contendo 10 mL de meio LB low salt e zeocina (25 µg/mL) foi 

adicionada 1 colônia de E. coli DH5α transformada e as células foram incubadas durante a noite 

sob agitação (190 rpm) em 37 °C. O DNA foi extraído e purificado utilizando o kit Wizard® 

Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, EUA), seguindo o protocolo 

disponibilizado pelo fabricante. Após extração, a quantidade de DNA foi estimada pelo método 

“ácido nucléico” do espectrofotômetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA). 

 

2.3.3 Linearização e purificação do vetor recombinante pPICZαA-CdtPLI2 

 

Aproximadamente 5 µg do vetor pPICZαA-CdtPLI2 foram incubados com 10 unidades 

da enzima PmeI (New England Biolabs, USA), por 5 h, na temperatura de 37 °C, e sob agitação 

constante (300 rpm). A reação de linearização foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 

1%, tendo como controle negativo o vetor pPICZαA-CdtPLI2 não linearizado. O gel foi 

preparado a 1% em agarose em solução-tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE, pH 8) – Tris 40 

mM, acetato 20 mM, EDTA 1 mM – e a incorporação de GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 

(cat: 41003, Biotium, USA) ao gel (para concentração final de 1,67X) permitiu a visualização 

das bandas de DNA após incidência de luz ultravioleta pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel 

Documentation (Bio-Rad, USA). A corrida eletroforética foi realizada no mesmo tampão TAE 

acima descrito, sob voltagem constante de 90 V. 

 O DNA linearizado foi purificado do meio reacional através de precipitação por etanol. 

Primeiramente, foi adicionado 1/10 do volume da reação de solução-tampão acetato de sódio 3 

M (pH 5,2), seguida da adição de 2,5 vezes o volume de etanol 100% gelado. A amostra foi 

congelada (-80 °C) por 15 min e centrifugada (10 min, 4 °C, 13 000 xg). O sobrenadante foi 

descartado e 500 µL de etanol 80% foram adicionados. Procedeu-se nova centrifugação (10 
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min, 4 °C, 13 000 xg), o sobrenadante foi novamente descartado e aguardou-se até secura total 

do tubo. O DNA do tubo foi ressuspendido em 10 µL de água nucleasse free (Promega) e sua 

quantidade foi estimada pelo método “ácido nucléico” no espectrofotômetro NanoDrop™ 2000 

(Thermo Fisher Scientific). 

 

2.3.4 Transformação das células KM71H de P. pastoris 

 

Células de P. pastoris KM71H competentes para a transformação foram preparadas 

como descrito por Cregg (2007). 

Pré-inóculo 1. Células da linhagem KM71H de P. pastoris foram inoculadas em um 

tubo contendo 5 mL de meio YPD (yeast extract peptone dextrose; extrato de levedura 1%, 

peptona 2%, dextrose 2%), sob agitação (190 rpm), a 30 °C, entre 8-10 h. 

Pré-inóculo 2. Uma alíquota de 50 µL do pré-inóculo 1 foi inoculada em um erlenmeyer 

contendo 50 mL de meio YPD e incubada durante a noite sob agitação (190 rpm), a 30 °C, até 

que a cultura apresentasse densidade óptica de 1,2. 

Preparo das células competentes. O pré-inóculo 2 foi centrifugado (1500 xg, 4 °C, 5 

min) e as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio YPD com HEPES 170 mM (pH 7,5). 

A seguir, foram adicionados 250 µL de 1,4-ditiotreitol (DTT) 1 M estéril à cultura e as células 

foram incubadas a 30 °C, por 15 min. Água ultrapura estéril foi adicionada à cultura para um 

volume final de 50 mL e as células foram novamente centrifugadas (1500 xg, 4 °C, 5 min). O 

sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 2 mL de sorbitol 1 M e novamente 

centrifugadas (1500 xg, 4 °C, 5 min). Descartou-se o sobrenadante e ressuspenderam-se as 

células em 50 µL de sorbitol 1 M. 

Transformação. Em um microtubo previamente esterilizado, adicionou-se 40 µL das 

células competentes e 8 µL (213,9 ng/µL) do plasmídeo pPICZαA-CdtPLI2 linearizado. Essa 

mistura foi transferida para a cubeta eletroporadora e incubada no gelo por 5 min. As células 

foram eletroporadas (1450 V, 5,4 ms) no eletroporador Eporator (Eppendorf, Alemanha). 

Imediatamente após o choque, adicionou-se 1 mL de sorbitol 1 M e as células foram transferidas 

para um tubo e incubadas a 30 °C, por 3 h. As células transformadas (100 µL) foram inoculadas 

em placa com meio YPDS (yeast extract peptone dextrose sorbitol) ágar (extrato de levedura 

1%, peptona 2%, dextrose 2%, sorbitol 1 M e ágar 2%), contendo o antibiótico zeocina (500 

µg/mL), na temperatura de 30 °C, por 2 dias. 
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Seleção das colônias transformantes. Dez colônias isoladas foram selecionadas após a 

etapa de transformação, inoculadas em 5 mL de meio YPD com zeocina (500 µg/mL) e 

incubadas durante a noite (200 rpm, 30 °C). Para cada colônia, retirou-se uma alíquota de 5 µL 

que foi adicionada a 15 µL de água e fervida por 5 min, a 100 °C. Nas reações de PCR 

realizadas, foram utilizados primers 5’ e 3’ (400 nM), Triton X-100 (1%), MgCl2 (1,5 mM), 

Taq DNA polimerase (1,25 U), tampão da Taq (-MgCl2), dNTP mix (200 µM), 1 µL da colônia 

transformante e água ultrapura estéril (para um volume final de reação de 25 μL). Usou-se o 

primer 5’-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3’ como primer 5’ para a região do α-factor e o 

primer 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’ como primer 3’ para a região do AOX 1. Como 

controle negativo, utilizou-se 1 µL de água ultrapura estéril e, como controle positivo, 1 µL do 

plasmídeo pPICZαA-CdtPLI2 não linearizado (128,1 ng/µL). As amostras foram aquecidas por 

3 min, a 94 °C, e as etapas de PCR incluíram 35 ciclos de desnaturação, anelamento e extensão 

(1 min a 94 °C, 1,5 min a 55 °C e 4 min a 72 °C). A seguir, as amostras foram mantidas a 72 

°C, por 7 min, e, posteriormente, resfriadas para 4 °C. Os produtos de PCR foram separados 

em gel de agarose 1% e as bandas de DNA foram visualizadas com GelRed™ Nucleic Acid Gel 

Stain (Biotium).  

 

2.3.5 Seleção de colônias multicópias após a transformação 

 

Colônias multicópias após transformação da P. pastoris com o vetor pPICZαA-CdtPLI2 

foram selecionadas segundo o método de Sunga, Tolstorukov e Cregg (2008), baseado na 

inoculação das colônias sucessivamente em meio de cultura contendo concentrações crescentes 

do antibiótico marcador de seleção. As colônias positivas no ensaio de PCR (item 2.3.4) foram 

primeiramente inoculadas e crescidas (30 °C) em placas com meio YPD ágar com zeocina 1000 

µg/mL. A seguir, foram inoculadas em placa com meio YPD ágar com zeocina 2000 µg/mL e 

incubadas novamente (30 °C).  

Posteriormente, uma pequena alíquota de células de cada colônia foi dispersa em 20 μL 

de água ultrapura estéril e fervida (5 min, 100 °C). A seguir, cada colônia foi submetida ao 

ensaio de PCR de colônia, no qual 1 μL de cada colônia (suspensão fervida), controle positivo 

(108 ng/μL do plasmídeo pPICZαA-CdtPLI2 não linearizado) e negativo (água ultrapura 

estéril), foram adicionados à mistura reacional contendo 400 nM de cada primer 5’ e 3’, 1,25 

U de Taq DNA polimerase (P1011, Sinapse Inc.), tampão do PCR 10x concentrado (Tris-HCl 
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100 mM, pH 8,8, KCl 500 mM, Triton X-100 1% e MgCl2 16 mM), 200 µM de dNTP mix 

(N9013, Sinapse Inc.) e água ultrapura estéril para um volume final de reação de 25 μL. Os 

primers e os ciclos do PCR foram os mesmos já descritos no item 2.3.4.  Os produtos de PCR 

foram separados em gel de agarose 1% e as bandas de DNA foram visualizadas com GelRed™ 

Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). 

 

2.3.6 Avaliação da expressão do rCdtPLI2 em placa deep-well 

 

As colônias 1, 2, e 6, super-resistentes à zeocina e positivas no ensaio de PCR, foram 

submetidas a uma avaliação inicial da expressão do rCdtPLI2 em placa deep-well. 

 Pré-inóculo. As colônias foram inoculadas em 5 mL de meio YPD com zeocina (2000 

µg/mL) e incubadas por, aproximadamente, 15 h sob agitação constante (200 rpm), a 30 °C.  

Geração de biomassa. Para cada colônia a ser testada, 100 µL do inóculo foram 

inoculados em 3 mL BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium; extrato de levedura 1%, 

peptona 2%, fosfato de potássio 100 mM, pH 6, YNB 1,34%, biotina 4x10-5% e glicerol 1%) 

com zeocina (50 µg/mL) e incubados por 48 h, a 30 °C, sob agitação constante (210 rpm).  

Indução da expressão. As células foram centrifugadas (1500 xg, 10 min, temperatura 

ambiente) e o sobrenadante desprezado para posterior ressuspensão das células em 2 mL de 

BMMY (Buffered Methanol-complex Medium; extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de 

potássio 100 mM, YNB 1,34%, biotina 4x10-5% e metanol 0,5%), em pH 6 ou 7. Após a 

ressuspensão, foi retirada uma alíquota de 50 µL da cultura para obtenção do sobrenadante após 

centrifugação (3000 xg, 4 °C, 10 min) e as células foram alimentadas com metanol puro q.s.p. 

0,75% a cada 24 h, até um total de 120 h, para manter a indução da expressão. Nos tempos de 

48 e 120 h também foram obtidos sobrenadantes da cultura, como descrito para o tempo zero, 

e a expressão foi avaliada por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 1970). 

 

2.3.7 Avaliação da expressão do rCdtPLI2 pelas colônias nº 1, 2 e 6 em escala laboratorial 

pequena 

 

Pré-inóculo. As colônias selecionadas foram inoculadas em um tubo (50 mL) contendo 

5 mL de BMGY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potássio 100 mM, pH 6, YNB 
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1,34%, biotina 4x10-5% e glicerol 1%) com zeocina (50 µg/mL) e incubadas por, 

aproximadamente, 15 h, sob agitação constante (190 rpm), a 30 °C.  

Geração de biomassa. As células foram inoculadas em um Erlenmeyer (1 L) contendo 

250 mL de BMGY, para geração de biomassa, e realizou-se incubação sob agitação constante 

(190 rpm), a 30 °C, até as células atingirem DO600 entre 2 e 6 (aproximadamente, 24 h).  

Indução da expressão. As células foram centrifugadas (1500 xg, 5 min, temperatura 

ambiente) e o sobrenadante desprezado. As culturas foram ressuspendidas em 50 mL de BMMY 

(extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potássio 100 mM, pH 7, YNB 1,34%, biotina 

4x10-5% e metanol 0,5%) com casaminoácidos 1,5% e transferidas para um Erlenmeyer (250 

ou 500 mL) e incubadas (190 rpm, 26 °C) durante 120 h. Retirou-se uma alíquota de 100 µL de 

meio de cultura representando o tempo zero de expressão, que foi centrifugada (3000 xg, 4 °C, 

10 min), para armazenamento do sobrenadante, e alimentou-se a colônia com metanol para 

concentração final de 0,75%. A cada 24 h, nova alíquota de meio de cultura foi retirada para 

obtenção do sobrenadante e a cultura alimentada com metanol q.s.p. 0,75%, até o total de 120 

h de indução da expressão. As expressões foram avaliadas por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 

1970). 

Purificação do rCdtPLI2. O sobrenadante da cultura celular foi submetido a uma 

cromatografia de afinidade em coluna com resina de níquel (3 mL, Ni-NTA Agarose, 

QIAGEN), com modificações do método proposto por Boldrini-França et al. (2015). A coluna 

foi equilibrada com tampão A (Tris-HCl 10 mM, NaH2PO4 50 mM e NaCl 100 mM, pH 8) e o 

inibidor recombinante foi separado das proteínas da P. pastoris através de um gradiente de 

imidazol (0-250 mM) nesse mesmo tampão, sendo 3 volumes de coluna (CV) com 10 mM, 2 

CV com 50 mM (coletados em duas frações de 3 mL cada), 2 CV com 100 mM (coletados em 

duas frações de 3 mL cada), 3 CV com 250 mM de imidazol (coletados em frações de 3 mL 

cada). As frações contendo o rCdtPLI2, cuja visualização foi feita através de SDS-PAGE 13,5% 

(LAEMMLI, 1970), em conjunto com o método de coloração por prata (KAVRAN; LEAHY, 

2014), foram reunidas e concentradas em Amicon® Ultra-15 10K (Merck Millipore, EUA) e 

lavadas com Tris-HCl 50 mM (pH 8) para retirada do imidazol. As frações concentradas foram 

diluídas em água e ácido trifluoroacético (TFA) q.s.p. 0,1% e aplicadas na coluna de fase 

reversa Jupiter® 5µ C4 300 Å (250 x 4,6 mm, Phenomenex, EUA), previamente equilibrada 

com TFA 0,1%. As frações da cromatografia de fase reversa foram eluídas através de um 
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gradiente de acetonitrila (ACN, 0-80%) em TFA 0,1%, sob vazão de 1 mL/min, e monitoradas 

pelo sistema Äkta pure (GE Healthcare, Suécia) em 214 nm. 

 

2.3.8 Expressão e purificação do rCdtPLI2 pela colônia nº 2 em escala laboratorial 

 

Pré-inóculo. A colônia foi inoculada em um Erlenmeyer (125 mL) contendo 10 mL de 

BMGY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potássio 100 mM pH 6, YNB 1,34%, 

biotina 4x10-5% e glicerol 1%) com zeocina (100 µg/mL) e incubada por, aproximadamente, 

15 h sob agitação constante (190 rpm), a 30 °C.  

Geração de biomassa. As células foram inoculadas em um Erlenmeyer (2 L) contendo 

500 mL de BMGY, para geração de biomassa, e realizou-se incubação sob agitação constante 

(190 rpm), a 30 °C até as células atingirem DO600 entre 2 e 6 (aproximadamente, 24 h).  

Indução da expressão. As células foram centrifugadas (1500 xg, 5 min, temperatura 

ambiente) e o sobrenadante desprezado. As culturas foram ressuspendidas em 100 mL de 

BMMY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potássio 100 mM, pH 7, YNB 1,34%, 

biotina 4x10-5% e metanol 0,5%) com casaminoácidos 1,5%, transferidas para um Erlenmeyer 

(1 L) e incubadas (190 rpm, 26 °C) durante 120 h. Retirou-se uma alíquota de 100 µL de meio 

de cultura representando o tempo zero de expressão, que foi centrifugada (3000 xg, 4 °C, 10 

min), para armazenamento do sobrenadante, e alimentou-se a colônia com metanol, para 

concentração final de 0,75%. A cada 24 h, nova alíquota de meio de cultura foi retirada, para 

obtenção do sobrenadante, e a cultura alimentada com metanol q.s.p. 0,75% até o total de 120 

h de indução da expressão. A expressão foi avaliada por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 1970) 

utilizando as alíquotas coletadas em diferentes tempos de expressão.  

Purificação. Primeiramente, o sobrenadante da cultura celular foi submetido a uma 

cromatografia de afinidade em coluna com resina de níquel (3 mL, Ni-NTA Agarose, 

QIAGEN), previamente equilibrada com tampão A (Tris-HCl 10 mM, NaH2PO4 50 mM e NaCl 

100 mM, pH 8). O inibidor recombinante foi separado das proteínas da P. pastoris através de 

um gradiente de imidazol (0-250 mM) nesse mesmo tampão, sendo 2 CV com 0 mM coletados 

como “lavado”, 3 CV com 10 mM, 5 CV com 100 mM coletados em 2 frações com 7,5 mL 

cada e 3 CV com 250 mM de imidazol coletados com 3 mL cada uma. As frações da 

cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 1970) e os géis foram 
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corados pelo método de coloração por prata (KAVRAN; LEAHY, 2014) ou com Coomassie® 

Brilliant Blue G-250 (Sigma, EUA) para visualização das bandas de proteínas.  

As frações contendo o inibidor foram reunidas ou submetidas separadamente a 

cromatografia de filtração molecular na coluna HiTrap Desalting G25 (5 mL, GE Healthcare) 

previamente equilibrada com TFA 0,05%. Para isso, foi realizada eluição isocrática nessa 

mesma solução e o sistema Äkta purifier UPC-10 (GE Healthcare) realizou medidas de 

absorbância em 280 nm. A amostra dessalinizada foi adicionada de TFA q.s.p. 0,1% e 

fracionada por cromatografia de fase reversa como descrito no item 2.3.7, mas monitorada pelo 

sistema Äkta purifier UPC-10 em 280 nm. 

 

2.3.9 Confirmação da expressão do rCdtPLI2 

 

A sequência primária do N-terminal do rCdtPLI2 foi obtida através do método de 

degradação de Edman (EDMAN; BEGG, 1967) em um sequenciador de proteínas automatizado 

(Sistema PPSQ-33A, Shimadzu, Japão). O aminoácido derivado da reação com o PITC é 

convertido a PTH-aminoácido que é, então, separado por cromatografia de fase reversa (RP-

HPLC) e quantificado/identificado através de comparação com padrão de 25 pmol analisado no 

início de cada sequenciamento. 

 

2.3.10 Reconhecimento do rCdtPLI2 pelo soro anticrotálico comercial 

 

A avaliação do reconhecimento do inibidor recombinante rCdtPLI2 pelo soro 

anticrotálico comercial foi realizada através do método Enzyme Linked Immunono Sorbent 

Assay (ELISA). Para isso, uma microplaca de 96 poços foi sensibilizada com 2 µg de cada 

amostra-teste: rCdtPLI2, peçonha de C. d. collilineatus (CdcV), peçonha de C. d. terrificus 

(CdtV), crotoxina de C. d. collilineatus (CTx-Cdc) e a cadeia básica da crotoxina de C. d. 

collilineatus (CB-Cdc). A cada uma dessas amostras foi adicionado previamente tampão 

carbonato/bicarbonato 50 mM (pH 9,6) em q.s.p. 100 µL. Para o controle positivo do 

experimento, a microplaca foi sensibilizada com soro de cavalo não-imunizado (H0146-5 mL, 

Sigma), diluído 1:50 em tampão carbonato/bicarbonato 50 mM (pH 9,6) q.s.p. 100 µL. A placa 

foi incubada durante a noite em 4 °C. 



Capítulo II: Materiais e métodos    96 
__________________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________ 

Gisele Adriano Wiezel 
 

Após esse período, o conteúdo dos poços foi descartado e a placa lavada com solução 

salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2). A seguir, foi adicionado PBS-leite (MPBS, 2%) 

para bloqueio da placa e esta foi incubada por 2 h, a 37 °C, e, posteriormente, lavada novamente 

com PBS (pH 7,2). Em todos os poços, foi adicionado soro anticrotálico comercial produzido 

pelo Instituto Butantan (diluído 1:100 em MPBS 1%) e a placa foi incubada por 1 h, a 37 °C. 

Para o controle negativo de cada amostra, o soro anticrotálico comercial (anticorpo-primário) 

foi substituído pelo soro de cavalo não-imunizado na mesma diluição. 

A placa foi, então, lavada com solução de PBS (pH 7,2)-Tween 0,05% e depois com 

PBS (pH 7,2). Após isso, anticorpos anti-cavalo conjugados com peroxidase (Sigma A6917-1 

mL) diluídos 1:3000 em MPBS 1% foram adicionados em cada poço e a placa foi incubada por 

1 h em 37 °C. Procedeu-se nova lavagem da placa com PBS (pH 7,2)-Tween 0,05% e depois 

com PBS (pH 7,2). 

 Em seguida, foi adicionado o substrato para a peroxidase conjugada com o anticorpo 

(SIGMAFAST#OPD, P8197, Sigma) para o desenvolvimento de cor nos poços em que a 

amostra foi reconhecida pelo anticorpo. A reação foi interrompida com H2SO4 1 M e a 

absorbância de todos os poços foi mensurada em 490 nm pelo leitor de microplacas Sunrise™. 

O ensaio foi realizado em quadruplicata e os resultados analisados pelo software GraphPad 

Prism 6.01 (GraphPad Software, EUA) por two-way ANOVA (análise de variância)  seguido 

do teste de Bonferroni para comparações múltiplas, sendo estatisticamente significante quando 

p < 0,05.   

 Para avaliar possível reconhecimento inespecífico pelos anticorpos anti-cavalo 

conjugados com peroxidase (anticorpo secundário), este foi utilizado como anticorpo primário 

durante o experimento. Nesse caso, os resultados foram analisados por  one-way ANOVA, 

sendo estatisticamente significante quando p < 0,05.   

 

2.3.11 Predição de epítopos lineares de células B 

 

A predição de epítopos lineares de células B foi realizada pelo servidor ABCpred 

(SAHA; RAGHAVA, 2006) disponível em: 

https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/index.html. Para isso, utilizaram-se os parâmetros 

threshold de 0,9 e comprimento da janela de 14-16 aminoácidos. 
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2.3.12 Inibição da atividade fosfolipásica pelo rCdtPLI2 glicosilado 

 

2.3.12.1 Isolamento das toxinas 

CTx-Cdc. Aproximadamente 70 mg da peçonha de C. d. collilineatus foram 

ressuspendidos em tampão bicarbonato de amônio 0,1 M (pH 7,74) e centrifugados (13000 xg, 

10 min, temperatura ambiente. A seguir, o sobrenadante foi filtrado em uma coluna HiPrep™ 

16/60 Sephacryl® S-100 HR (GE Healthcare) previamente equilibrada com tampão bicarbonato 

de amônio 0,1 M (pH 7,74). A eluição das amostras seguiu um gradiente isocrático nesse 

mesmo tampão, sob vazão de 0,5 mL/min, e foi monitorada em 214 nm pelo sistema Äkta 

purifier UPC-10. A fração S4 foi dessalinizada através de eluição isocrática na coluna HiTrap 

Desalting G25 (5 mL, GE Healthcare) previamente equilibrada com TFA 0,05%. A eluição da 

amostra foi monitorada pelo sistema Äkta pure (GE Healthcare) em 280 nm e a fração S4 

dessalinizada foi liofilizada para posterior uso.  Para checagem do grau de pureza, a fração S4 

foi solubilizada em TFA 0,1% e submetida a cromatografia de fase reversa em coluna Vydac® 

com resina C18 (250 x4,6 mm, GRACE, EUA) como descrito por Boldrini-França et al. (2010). 

A eluição das amostras foi monitorada pelo sistema Äkta purifier UPC-10 em 214 nm. 

CB-Cdc. Cerca de 50 mg da peçonha de C. d. collilineatus foram ressuspendidos em 

500 μL de TFA 0,1% e 5 μL de ácido fórmico e centrifugados (13000 xg, 10 min, temperatura 

ambiente). As proteínas solúveis da peçonha foram fracionadas por cromatografia de fase 

reversa segundo modificações no método de Calvete, Juárez e Sanz (2007). Para isso, o 

sobrenadante foi aplicado em uma coluna semi-preparativa Jupiter® C18 (5 μm, 300 Å, 250 x 

10 mm, Phenomenex) previamente equilibrada com TFA 0,1%. A eluição das amostras seguiu 

um gradiente segmentado (0-100%) de solução B (ACN 80% em TFA 0,1%), sob vazão de 5 

mL/min, e foi monitorada em 214 nm pelo sistema Äkta purifier UPC-10. 

 

2.3.12.2 Atividade enzimática sobre substrato cromogênico 

O ensaio de atividade foi realizado com base no método de Petrovic et al. (2001) sobre 

o substrato 4-Nitro-3-(octanoyloxy)benzoic acid (NOB, Enzo Life Sciences, Inc., EUA). O 

NOB foi solubilizado em etanol 100% (10 mg/mL) e incubado (37 °C) com as amostras e 

tampão Tris-HCl 50 mM com KCl 150 mM e CaCl2 10 mM (pH 7,5), para concentração final 

de 500 µM. As amostras consistiram em 2 µg de CB-Cdc ou CTx-Cdc pré-incubadas (37 °C, 

15 min, 300 rpm) com o rCdtPLI2 glicosilado (2, 4 ou 8 μg), sendo o controle positivo a 
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atividade enzimática de 2 µg de CB-Cdc ou CTx-Cdc na ausência de inibidor. Também foram 

incubados com o substrato 8 µg de rCdtPLI2 glicosilado como controle. 

 Após 120 minutos de incubação, a absorbância das amostras foi lida em 425/600 nm 

pelo leitor de microplacas Sunrise™, sendo a atividade fosfolipásica diretamente relacionada 

com o aumento da absorbância. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram 

analisados pelo software GraphPad Prism 6.01 por one-way ANOVA seguido do teste de 

Dunnett para comparações múltiplas. As amostras foram comparadas ao controle positivo (CB-

Cdc ou CTx-Cdc) e os resultados foram expressos como a média ± o desvio padrão, sendo 

considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05. 

 

2.3.13 Avaliação do conteúdo de carboidratos 

 

Análise de N-glicosilações. Para analisar as N-glicosilações presentes no rCdtPLI2, uma 

alíquota do inibidor foi reduzida conforme já realizado por Wiezel et al. (2019). Para isso, ~15 

µg de rCdtPLI2 solubilizados em 24 µL de tampão bicarbonato de amônio 20 mM (pH 8) foram 

adicionados de 2 µL de SDS 5% e 2 µL de DTT 1 M e mantidos em 95 °C por 10 min. A seguir, 

a amostra foi deixada em temperatura ambiente por 5 min e adicionada de 4 µL de Triton X-

100 10%. Para a reação de deglicosilação, foi adicionado 1 µL de PNGase F (Peptide-N-

glycosidase F, 5000 U/mL, G5166, Sigma) e a amostra foi incubada em 37 ºC e 300 rpm 

(ThermoMixer C) por 4 h. Em seguida, a amostra foi mantida em 100 °C por 5 min, para parar 

a reação, e armazenada em -20 °C até o momento do uso. Como controle positivo de 

glicosilação, foram utilizados ~15 µg de rCdtPLI2 que foram submetidos a todas as etapas 

anteriores exceto a adição de PNGase F. As amostras foram avaliadas por SDS-PAGE 13,5% 

(LAEMMLI, 1970) e aplicadas (em duplicata) no gel. Metade do gel foi corado com 

Coomassie® Brilliant Blue G-250 e a outra metade foi corado com ácido periódico de Schiff 

(PAS) para coloração das glicosilações (DOERNER; WHITE, 1990). 

Análise de O-glicosilações. Para a análise das O-glicosilações, foram utilizadas 3 

amostras com, aproximadamente, 30 µg de rCdtPLI2 cada. A primeira amostra foi apenas 

reduzida como descrito acima e utilizada como controle positivo de glicosilação. A terceira 

amostra foi submetida à N-deglicosilação com 2 µL de PNGase F (10000 U/mL, Promega), por 

3 h, seguindo o protocolo do parágrafo anterior. Em seguida, a segunda e a terceira amostras 

foram adicionadas de tampão acetato de sódio 1 M (pH 4), até obter pH próximo a 4,  e de 0,5 
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unidades da enzima α-manosidase (M7257, Sigma) e incubadas por 2 h (300 rpm), a 25 °C. As 

três amostras foram aplicadas em duplicatas em dois géis de SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 

1970). Um gel foi corado com Coomassie® Brilliant Blue G-250 e o outro foi corado com PAS 

(DOERNER; WHITE, 1990) para análise das glicosilações. 

 

2.3.14 Determinação da massa molecular do rCdtPLI2 

 

Uma amostra contendo ~10 µg de rCdtPLI2 foi diluída na proporção 1:1 com matriz de 

ácido sinapínico (5 mg/mL) em TFA 0,1% e ACN 50%, aplicada em uma placa de MALDI (do 

inglês, Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) e deixada à temperatura ambiente para 

evaporação do solvente. A massa molecular do inibidor foi determinada por espectrometria de 

massas do tipo MALDI-TOF (MALDI-TOF MS) usando o sistema Ultraflex II MALDI 

TOF/TOF (Bruker Daltonics, EUA). O equipamento foi calibrado na faixa de 20000-70000 Da 

(Protein Standard II for Mass Spectrometry, Bruker Daltonics) e operado em modo linear 

positivo com 2500 shots por espectro. Os dados foram analisados pelo software flexAnalysis 

versão 3.4.76.0 (Bruker Daltonics). 

 

2.3.15 Avaliação preliminar da atividade do rCdtPLI2 deglicosilado sobre PLA2 de 

serpentes 

 

Para a N-deglicosilação do rCdtPLI2, 85 μg do inibidor foram solubilizados em tampão 

bicarbonato de amônio 50 mM e digeridos com 8,5 μL de PNGase F (V4831, Promega) 

seguindo instruções do fabricante. A reação de deglicosilação foi mantida em 37 °C durante 6 

h, sob agitação de 300 rpm (ThermoMixer C). Como controle da N-deglicosilação, 30 μg de 

rCdtPLI2 em tampão bicarbonato de amônio 50 mM foram incubados nas mesmas condições 

acima (item 2.3.13).  

 Para a deglicosilação com alfa-manosidase, 100 μg do rCdtPLI2 em tampão acetato de 

sódio 100 mM (pH 4) foram incubados em 25 °C com 0,5 U de alfa-manosidase (M7257, 

Sigma), durante 3 h e sob agitação de 300 rpm (ThermoMixer C). Como controle da 

deglicosilação com alfa-manosidase, 20 μg de rCdtPLI2 em tampão acetato de sódio 100 mM 

(pH 4) foram incubados nas mesmas condições acima (item 2.3.13).  
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A seguir, a SDS-PAGE 10% (LAEMMLI, 1970) foi realizada com uma alíquota de cada 

amostra e o gel foi corado com Coomassie® Brilliant Blue G-250 para visualização das bandas 

de proteínas. O restante da amostra foi submetido ao ensaio de inibição da atividade 

fosfolipásica sobre o substrato cromogênico NOB (item 2.3.12.2). Para isso, 2 µg de CB-

Cdc/CTx-Cdc foram pré-incubados (37 °C, 15 min, 300 rpm) com 2 ou 4 μg do rCdtPLI2 pós-

ensaio de deglicosilação, ou apenas com a solução-tampão do ensaio para controle de cada 

reação (controle positivo). O controle negativo consistiu em 4 μg do rCdtPLI2 pós-ensaio de 

deglicosilação. Nesse ensaio, também foi avaliada a atividade inibitória do rCdtPLI2 

glicosilado, que permaneceu armazenado em, aproximadamente, 4 °C na geladeira, 

paralelamente aos ensaios de deglicosilação. A absorbância de cada amostra foi lida após 120 

min de incubação. 

 

2.3.16 Avaliação da atividade do rCdtPLI2 deglicosilado sobre diferentes peçonhas 

ofídicas 

 

A ação inibitória do rCdtPLI2 sobre diferentes peçonhas ofídicas brasileiras de interesse 

médico foi avaliada através do ensaio de atividade fosfolipásica sobre o substrato NOB (item 

2.3.12.2). Amostras das peçonhas de B. jararacussu, B. neuwiedii, B. moojeni, B. jararaca, L. 

muta, C. d. cascavella, C. d. terrificus e C. d. collilineatus foram dispersas em Tris-HCl 100 

mM (pH 7,4) e centrifugadas (4 °C, 10000 xg, 10 min). O precipitado foi armazenado e o 

sobrenadante de cada amostra de peçonha teve a quantidade de proteínas estimada pela sua 

absorbância em 280 nm no espectrofotômetro NanoDrop™ 2000.  Cerca de 70 μg de cada 

peçonha foram aplicados em um gel de SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 1970), que foi, 

posteriormente, corado com Coomassie® Brilliant Blue G-250 para visualização das bandas de 

proteínas.  

 Para o ensaio de inibição da atividade fosfolipásica, o inibidor foi previamente 

submetido a reação de deglicosilação pela enzima alfa-manosidase. Sendo assim, 145 μg do 

rCdtPLI2 em tampão acetato de sódio 100 mM (pH 4) foram incubados (25 °C, 2 h, 300 rpm) 

com 0,72 U de alfa-manosidase (M7257, Sigma). Em seguida, 20 μg de cada peçonha foram 

pré-incubados (15 min, 37 °C) com 2 μg do rCdtPLI2 deglicosilado, com exceção das peçonhas 

de B. jararaca e L. muta, para as quais foram incubados 40 μg de cada peçonha com 4 μg do 

inibidor deglicosilado. Os controles positivos da reação consistiram nas amostras de peçonha 
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sem adição do inibidor, mas pré-incubadas (37 °C, 15 min) com o tampão de atividade. A 

seguir, todas as amostras foram incubadas com o substrato (37 °C, 120 min) e a absorbância foi 

lida em 425/600 nm pelo leitor de microplacas Sunrise™, sendo a inibição da atividade 

fosfolipásica diretamente relacionada com a diminuição da absorbância.  

 

2.3.17 Inibição de fosfolipases ácidas e básicas pelo rCdtPLI2 deglicosilado 

 

2.3.17.1 Isolamento da Lmr-PLA2 

A Lmr-PLA2 foi isolada conforme já descrito por Cordeiro et al. (2015). Para isso, 25 

mg da peçonha de L. muta foram dispersos em 500 μL de tampão acetato de sódio 50 mM com 

NaCl 0,15 M (pH 6) e centrifugados (12000 xg, 4 °C, 10 min). O sobrenadante foi filtrado com 

gradiente isocrático na coluna HiPrep™ 16/60 Sephacryl® S-100 HR (GE Healthcare), 

previamente equilibrada com o mesmo tampão, sob vazão de 0,5 mL/min. A eluição das 

amostras foi monitorada pelo sistema Äkta pure em 214 nm. A seguir, a fração LmS-G foi 

diluída em TFA 0,1% e submetida a cromatografia de fase reversa em uma coluna C18 (25 x 

0,46 cm, 3 μm, Phenomenex), previamente equilibrada com TFA 0,1%. As amostras foram 

eluídas por um gradiente (0-100%) de solução B (ACN 80% em TFA 0,1%) sob vazão de 1 

mL/min e monitoradas pelo sistema Äkta purifier UPC-10 em 280 nm. 

 

2.3.17.2 Avaliação da atividade inibitória 

Primeiramente, o rCdtPLI2 foi deglicosilado pela enzima alfa-manosidase. Para isso, 25 

μg do inibidor foram incubados (25° C, 2 h) com 0,125 unidades de alfa-manosidase (M7257, 

Sigma) em tampão acetato de sódio 100 mM (pH 4), sob agitação (300 rpm, ThermoMixer C), 

como já descrito anteriormente. 

 A seguir, para avaliar a ação do rCdtPLI2 deglicosilado sobre PLA2s ácidas e básicas, 

13,8x10-5 μmol de cada toxina (CTx-Cdc, CB-Cdc e Lmr-PLA2) foram pré-incubados (15 min, 

37 °C) em diferentes proporções inibidor:toxina (1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000) com o 

rCdtPLI2 pós-reação com alfa-manosidase (item 2.3.13). A seguir, procedeu como descrito no 

item 2.3.12.2. O substrato NOB foi adicionado e as amostras incubadas por 120 min, a 37 °C. 

Os controles positivos consistiram em 13,8x10-5 μmol de cada toxina na ausência do inibidor. 

A absorbância das amostras foi lida em 425/600 nm pelo leitor de microplacas Sunrise™, sendo 

a inibição da atividade fosfolipásica diretamente relacionada com a diminuição da absorbância.  
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2.3.18 Avaliação preliminar in vivo da atividade antiedematogênica do rCdtPLI2 

 

O ensaio de atividade edematogênica, realizado conforme Bordon et al. (2012), seguiu 

os Princípios Éticos na Experimentação Animal adotadas pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da FCFRP-USP e está registrado sob o nº 17.1.126.60.6 (ANEXO B).  

 Deglicosilação do rCdtPLI2. Para a deglicosilação rCdtPLI2, 100 μg do inibidor em 

tampão acetato de sódio 100 mM (pH 4) estéril foram incubados (25 °C, 2 h) com 0,5 unidades 

de alfa-manosidase (M7257, Sigma) sob agitação constante (300 rpm, ThermoMixer C). 

Experimentação animal 1. O rCdtPLI2 (13,8x10-5 μmol/animal) antes e após a 

deglicosilação foi incubado (15 min, 37 °C) com 27,6x10-5 μmol/animal de CB-Cdc e CTx-Cdc 

(proporção 1:2, inibidor:toxina). Camundongos machos da linhagem Swiss foram divididos em 

8 grupos (n=4) em que foram administrados: i) rCdtPLI2 deglicosilado; ii) rCdtPLI2 

glicosilado; iii) CB-Cdc; iv) CB-Cdc + rCdtPLI2 deglicosilado; v) CB-Cdc + rCdtPLI2 

glicosilado; vi) CTx-Cdc; vii) CTx-Cdc + rCdtPLI2 deglicosilado e viii) CTx-Cdc + rCdtPLI2 

glicosilado. A administração das amostras foi realizada através da via subcutânea na pata direita 

traseira. A espessura da pata foi medida antes (t = 0 min) e após a administração de cada amostra 

(t = 30, 60, 120, 180 e 240 minutos) com um paquímetro de baixa pressão. O aumento na 

espessura da pata dos camundongos foi expresso como a porcentagem de edema induzido 

calculado pela seguinte fórmula:  
 

𝐸𝑑𝑒𝑚𝑎 (%) =  
𝐸𝑠𝑝𝑒𝑠𝑠𝑢𝑟𝑎 𝑛𝑜 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑡 − 𝐸𝑠𝑝𝑒𝑠𝑠𝑢𝑟𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝐸𝑠𝑝𝑒𝑠𝑠𝑢𝑟𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 𝑥 100 

 

Experimentação animal 2. O rCdtPLI2 (13,8x10-5 μmol/animal) antes e após a 

deglicosilação foi incubado (15 min, 37 °C) com 13,8x10-5 μmol/animal de CTx-Cdc 

(proporção 1:1, inibidor:toxina). Camundongos machos da linhagem Swiss foram divididos em 

5 grupos (n=2) em que foram administrados: i) rCdtPLI2 deglicosilado; ii) CTx-Cdc; iii) CTx-

Cdc + rCdtPLI2 deglicosilado e iv) CTx-Cdc + rCdtPLI2 glicosilado. A administração das 

amostras e a medida da espessura da pata dos camundongos foram realizadas como descrito na 

experimentação animal 1. 

Análise estatística. Os resultados obtidos foram analisados por two-way ANOVA 

seguido do teste de comparações múltiplas de Bonferroni. Os resultados foram expressos como 

média ± desvio padrão e as diferenças consideradas estatisticamente significantes quando p < 

0,05. 
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2.3.19 Desenho do gene sintético para expressão do inibidor recombinante em E. coli 

 

A sequência de cDNA do inibidor CdtPLI2, com códons otimizados para expressão em 

E. coli, foi utilizada no desenho do gene sintético do inibidor recombinante brCdtPLI2. Essa 

denominação o diferencia do inibidor recombinante expresso em P. pastoris, mas a sequência 

primária dos dois inibidores é idêntica. O vetor pET-28a(+) recombinante (brCdtPLI2_pET-

28a(+)) foi produzido pela empresa GenScript (http://www.genscript.com/gene_synthesis.html, 

EUA). 

O vetor pET-28a(+) usa o promotor da RNA polimerase do bacteriófago T7 para a 

síntese da proteína de interesse.  Na ausência de IPTG (isopropil β-D-1-tiogalactopiranosida) 

ou lactose, o repressor LacI está ligado ao promotor induzível lacUV5 (promotor lacI), 

reprimindo a transcrição e síntese da RNA polimerase T7. Na presença de IPTG/lactose, o LacI 

é liberado do operador e o gene da RNA polimerase T7 é transcrito e traduzido. Então, a RNA 

polimerase T7 é capaz de ativar a transcrição do promotor T7 localizado no vetor pET, para 

expressão do gene de interesse clonado no vetor (OVERTON, 2014). 

A sequência que codifica o brCdtPLI2 foi inserida entre os sítios para as enzimas de 

restrição NcoI e XhoI (Figura 2.6). Nessa sequência, foi reconstituído o códon de iniciação 

(ATG) e, a seguir, tem-se uma His-tag N-terminal seguida do sítio de clivagem para a protease 

TEV, a sequência do inibidor e um códon de terminação, para a não codificação da His-tag C-

terminal já presente no vetor pET-28a(+). Esse vetor ainda apresenta o gene KanR, que codifica 

uma proteína que confere resistência ao antibiótico canamicina, funcionando como marcador 

de seleção para células transformadas com esse vetor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.genscript.com/gene_synthesis.html
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Figura 2.6 – Vetor recombinante brCdtPLI2_pET-28a(+). Figura fornecida pela empresa Millipore Sigma 

(Novagen) com modificações feitas no software SnapGene® Viewer. 

 

 

ATGCATCATCATCATCATCATGAAAACTTGTACTTTCAAGGTGTCCTTTACTGCCCACCCACCCCTGCTC

CAGAAAGCGTCACCGAGTTCGTCTGCAACTCTCCATCTCTACGTGAATTTCCCACCGGCTTCCCCGCACG

AACCAAGAGTATCTCCGTTGAGTTCACCCAAGTCTCCAGCCTTGGCATGGAGGCCCTCCAAGGTCTTCCC

AACCTCCAGGAACTTCACCTCTCCAACAACAGGTTAAAAACTCTTCCAAATGGCCTCTTCCGTAACCTCC

CACAACTGCACACTCTGGATCTCTCCAATAATCTCCTGGAAGATCTACCTCCAGAGATCTTCACAAATGC

AAGTAGCCTAACTCATTTATCCCTCAGTGAAAATCAGCTGGCTGAGCTGCGCCCATCCTGGTTCGAAAGC

CTGGAGAAACTCAGGATCCTAGGCCTTGATCACAATCAGGTGAAGGAGATCCCAATTTCTTGTTTTGATA

AGCTGGAGGAGTTGACATCTCTAGATCTCTCATTCAACCTTCTCCATCGCCTCGCTCCAGAGATGTTCAG

CGGCTTAGACAATTTGGAGAGGTTAGTTCTGGAAAGCAACCCAATCCAGTGTATTGTCAAGAAGACCTTC

CATTGGCATCCCAAGTTGAGTGTGCTGTCCCTGAAGAACAGCAGCCTGACCCACATCATAATGGGAGTCT

TTGATCCATTGGACCAACTGGAGCTGCTGGATCTCTCTGACAATGAGCTCAGCACAATGGATGATCCAGT

GTACAAGCCGTCTGCCAATCTCAGTCTTGATCTTTCAGGAAACCGTTGGGCGTGTGACTGCCGTCTGGAG

AATCTTCTAAGATGGATCAAGGATCACAACATCCATTTATATTCCAAGGAGGAATTTGTCTGTGCTTCCC

CCAAGCATTTCAAGGGTGAACGTGCAACTTCACTTCAAACATACCAAATTTGTCCCTGCTGA

códon de iniciação His-tag sítio de clivagem da TEV CdtPLI2 códon de terminação

pET-28a(+)
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2.3.20 Propagação do vetor brCdtPLI2_pET-28a(+) em E. coli DH5α 

 

Células competentes de E. coli DH5α foram transformadas com 200 ng do vetor 

recombinante brCdtPLI2_pET-28a(+). A suspensão de células e o plasmídeo foram 

homogeneizados e deixadas em banho de gelo por 30 min. O controle negativo consistiu na 

suspensão contendo apenas a bactéria competente. Cada tubo foi aquecido na temperatura de 

42 °C por 2 min e novamente transferido para o banho de gelo, onde permaneceu por 5 min. 

Em cada tubo, foram adicionados 270 µL de meio de cultura LB (triptona 1%, extrato de 

levedura 1%, NaCl 0,5%, pH 7,3) e os tubos foram mantidos sob agitação (300 rpm), a 37 °C, 

por 60 min. Após a incubação, as células foram inoculadas em placa contendo meio LB ágar 

(triptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5%, ágar 1,5%, pH 7,3) com o antibiótico 

canamicina (30 µg/mL, Sigma) e  incubadas durante a noite a 37 °C. 

 No dia seguinte, a um tubo de centrífuga contendo 10 mL de meio LB e canamicina (30 

µg/mL) foi inoculada 1 colônia transformada de E. coli DH5α e as células foram incubadas 

durante a noite sob agitação (190 rpm) a 37 °C. O DNA foi extraído e purificado utilizando o 

kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), seguindo o protocolo 

disponibilizado pelo fabricante. Após extração, a quantidade de DNA foi estimada pelo método 

“ácido nucléico” do espectrofotômetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific) e o 

material foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1% (item 2.3.3). 

 

2.3.21 Expressão e purificação do brCdtPLI2 em escala laboratorial 

 

Células de E. coli BL21(DE3)pLysS foram transformadas com o vetor brCdtPLI2_pET-

28a(+) como descrito no item 2.3.10. Para expressão do brCdtPLI2 em escala laboratorial, 

foram realizados primeiramente dois pré-inóculos, contendo 10 µL do glicerol estoque de 

células BL21(DE3)pLysS transformadas em 10 mL de meio LB com canamicina 30 µg/mL, 

incubados a 37 °C (190 rpm) durante, aproximadamente, 15 h. A seguir, cada cultura foi 

inoculada em um Erlenmeyer (2 L) contendo 1 L de meio LB com canamicina 30 µg/mL e 

incubada a 37 °C (190 rpm). O crescimento das culturas foi monitorado em 600 nm até atingir 

densidade óptica entre 0,5 e 0,6. Nesse momento, a temperatura de incubação foi reduzida para 

18 °C, o agente indutor IPTG  foi adicionado ao meio de cultura para concentração final de 0,5 

mM e manteve-se a indução da expressão por 6 h. Finalizada a etapa de indução, as células 



Capítulo II: Materiais e métodos    106 
__________________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________ 

Gisele Adriano Wiezel 
 

foram centrifugadas (7000 xg, 4 °C, 10 min) para retirada do sobrenadante e armazenadas a -

20 °C até o momento da lise celular e purificação do inibidor.  

Para a lise, amostras de células referentes a 250 mL de meio de cultura foram 

ressuspendidas no tampão Tris-HCl 50 mM com NaCl 300 mM e PMSF 1 mM (pH 8,5) e 

sonicadas com 8 ciclos de 15 segundos cada, com intervalo de 30 segundos entre cada 

sonicação. A seguir, o lisado foi centrifugado (16600 xg, 4 °C, 20 min), para obtenção do 

precipitado e do sobrenadante, que foram analisados por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 

1970).  

Além disso, precipitado e sobrenadante foram avaliados quanto à sua capacidade de 

inibição da atividade enzimática da CB-Cdc. Desse modo, a toxina (2 μg) foi pré-incubada (15 

min, 37 °C, 300 rpm) com amostras do precipitado e do sobrenadante (10 µL) e, a seguir, 

procedeu-se incubação com o substrato NOB como já descrito no item 2.3.12.2. Os resultados 

foram analisados pelo software GraphPad Prism 6.01 por one-way ANOVA seguido do teste 

de Dunnett para comparações múltiplas. As amostras foram comparadas ao controle positivo 

contendo apenas CB-Cdc e os resultados foram expressos como a média ± o desvio padrão, 

sendo considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05. 

Para purificação do inibidor recombinante, o sobrenadante foi submetido a uma 

cromatografia de afinidade em coluna com resina de níquel (1 mL, Ni-NTA Agarose, 

QIAGEN). A coluna foi previamente equilibrada com tampão A (NaH2PO4 50 mM com NaCl 

300 mM, pH 8,2) e o inibidor recombinante foi eluído através de um gradiente de imidazol (0-

500 mM) nesse mesmo tampão, sendo 5 CV com 0 mM, 4 CV com 25, 50, 100 e 250 mM cada 

gradiente e 2 CV com 500 mM de imidazol. Para os gradientes de 25-250 mM de imidazol, as 

frações foram coletadas a cada 2 CV. O lisado celular e as frações da cromatografia foram 

avaliados por SDS-PAGE 13,5% (LAEMMLI, 1970).  

As frações contendo o inibidor foram submetidas a cromatografia de filtração molecular 

e, em seguida, à cromatografia de fase reversa, como já descrito no item 2.3.7 para o inibidor 

rCdtPLI2 produzido em P. pastoris. O brCdtPLI2 purificado foi submetido ao ensaio de 

inibição da atividade enzimática da CB-Cdc como descrito no item 2.3.12.2. Para esse ensaio, 

1 μg de CB-Cdc foi incubado com 1 ou 2 μg de brCdtPLI2. CB-Cdc na ausência do inibidor foi 

considerado o controle positivo.
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2.4.1 Escolha do inibidor de fosfolipase A2 

 

Como discutido no capítulo anterior, foram encontrados no transcriptoma da glândula 

de peçonha de C. d. terrificus inibidores de PLA2 pertencentes às três classes (α, β e γ) já 

descritas na literatura. Inibidores da classe α têm demonstrado interessantes atividades 

antimiotóxicas locais e inibição de fosfolipases ácidas (NEVES-FERREIRA et al., 2010; 

OHKURA et al., 1997; SANTOS-FILHO et al., 2016). Já os inibidores da classe gama inibem 

fosfolipases A2 tanto ácidas como básicas (OHKURA et al., 1997), mas diversos grupos já têm 

estudado essa classe de inibidores.  

Por sua vez, β-PLIs podem ser mais específicos para fosfolipases básicas (OHKURA et 

al., 1997), mas poucos estudos sobre eles estão disponíveis na literatura (LIMA et al., 2011; 

OHKURA et al., 1997; OKUMURA et al., 1998; SHIRAI et al., 2009).  Por esse motivo, foi 

escolhido um β-PLI da glândula de peçonha de C. d. terrificus para este estudo, visando sua 

produção heteróloga, e caracterização bioquímica e funcional, visto que esta molécula possui 

uma aplicação potencial como adjuvante na terapia do envenenamento por serpentes.  

CdtPLI2      VLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSLGMEALQGLPNLQE 60 

CdtPLI3      ALYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARAKMISVEFTQVSSLGMEALQGLPNLQE 60 

             .********************************:* ************************ 

 

CdtPLI2      LHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLTHLSLSENQLAELR 120 

CdtPLI3      LHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLTHLSLSENQLAELR 120 

             ************************************************************ 

 

CdtPLI2      PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRLAPEMFSGLDNLER 180 

CdtPLI3      PSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRLAPEMFSGLDNLER 180 

             ************************************************************ 

 

CdtPLI2      LVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLELLDLSDNELSTMD 240 

CdtPLI3      LVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLELLDLSDNELSTMD 240 

             ************************************************************ 

 

CdtPLI2      DPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGERATS 300 

CdtPLI3      DPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGEHATS 300 

             ********************************************************:*** 

 

CdtPLI2      LQTYQICPC 309 

CdtPLI3      LQTYQICPC 309 

             ********* 

Figura 2.7 – Alinhamento entre as sequências dos β-PLIs CdtPLI2 e CdtPLI3. O alinhamento foi gerado pelo 

servidor Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Resíduos não conservados estão em 

vermelho e os resíduos conservados de cisteína estão destacados em amarelo. 

 

As sequências dos β-PLIs CdtPLI2 e CdtPLI3 encontradas no transcriptoma (Figura 2.7) 

apresentam abundância de 0,025% em termos de TPM. Além disso, são muito similares entre 

si, apresentando 98,7% de identidade e massa molecular e ponto isoelétrico (pI) teóricos de 
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35,0 kDa e 5,2, respectivamente. As diferenças entre eles estão localizadas nos resíduos 1, 34, 

36 e 297 (Figura 2.7), sendo a mais significativa na posição 297, em que a presença de uma 

arginina (em CdtPLI2) poderia facilitar processos de digestão na região C-terminal da proteína 

por proteases específicas caso fossem necessárias sua utilização em ensaios de espectrometria 

de massas. Portanto, a sequência CdtPLI2 foi a escolhida para o desenvolvimento deste estudo. 

 

2.4.2 P. pastoris linhagem KM71H 

 

Existem diversas linhagens de P. pastoris disponíveis para utilização em expressão 

heteróloga de proteínas, como, por exemplo, as linhagens GS115 e KM71H (INVITROGEN, 

2010). A P. pastoris é uma levedura metilotrófica, ou seja, utiliza metanol como fonte de 

carbono. Isso ocorre porque essa levedura apresenta dois genes que codificam álcool 

oxigenases: o gene AOX2, que codifica uma álcool oxigenase (álcool oxigenasse 2) basal para 

sobrevivência da levedura, e o gene AOX1, que codifica uma álcool oxigenasse  mais ativa e 

eficiente (álcool oxigenasse 1, AOX1), que é traduzido após indução da expressão na presença 

de metanol (AHMAD et al., 2014; CEREGHINO; CREGG, 2000; INVITROGEN, 2010).  

A linhagem KM71H apresenta o fenótipo Muts (s = slow), pois o gene da enzima AOX1 

está corrompido, sendo a levedura capaz de produzir apenas a AOX2 para sobrevivência da 

célula em baixas concentrações de metanol devido à lenta metabolização desse álcool 

(INVITROGEN, 2010). Esse gene é corrompido pela integração do vetor de expressão 

contendo o gene de interesse através de recombinação homóloga no genoma da Pichia. 

Portanto, a proteína de interesse tem sua expressão induzida na presença de metanol pela 

indução do promotor do gene AOX1, que é um promotor forte (DALY; HEARN, 2005).  

 

2.4.3 Otimização dos códons para desenho do gene sintético 

 

A otimização dos códons foi realizada uma vez que, após a análise de códons raros, 

verificou-se que o índice de adaptação de códons (CAI, do inglês, codon adaptation index) foi 

inferior (0,65) ao valor considerado ideal (0,8-1,0) (https://www.genscript.com/tools/rare-

codon-analysis). Esse índice utiliza um conjunto de genes altamente expressos de uma 

determinada espécie para avaliar as contribuições relativas de cada códon e calcula um score 

para um gene com base na frequência de uso de todos os seus códons. Uma das aplicações desse 
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índice é dar uma indicação aproximada do provável sucesso (ou não) da expressão de um gene 

heterólogo. Quanto menor o valor de CAI, maior é a possibilidade de o gene ser pobremente 

expresso (SHARP; LI, 1987).  

A otimização de códons não altera a identidade do produto codificado pelo gene, mas 

introduz mutações sinônimas gerando códons ótimos para o organismo que produzirá a proteína 

de interesse. A presença de códons não ótimos pode favorecer a degradação do RNAm e 

também pode fazer com que a tradução da proteína seja realizada em uma velocidade mais lenta 

(PRESNYAK et al., 2015). Os códons raros podem atrapalhar a expressão de uma proteína em 

organismos unicelulares porque, quanto mais um códon é utilizado por uma espécie, maior a 

abundância do RNA transportador para o aminoácido por ele codificado, favorecendo a 

expressão da proteína (QUAX et al., 2015).  

Além disso, a presença de códons não ótimos também pode influenciar a estrutura 

tridimensional de uma proteína (FU et al., 2016; ZHOU et al., 2015). Códons mais 

frequentemente utilizados aceleram o alongamento da cadeia polipeptídica durante a tradução 

(enquanto códons não ótimos desaceleram esse processo) e as mudanças nessas taxas de 

alongamento estão intimamente relacionadas à estrutura proteica para facilitar o seu 

enovelamento simultâneo à tradução (FU et al., 2016). 

 

2.4.4 Propagação do vetor pPICZαA-CdtPLI2 em E. coli DH5α 

 

Foram recebidos 4 µg do vetor pPICZαA-CdtPLI2 produzido pela empresa GenScript. 

Como o vetor pPICZαA apresenta uma origem de replicação bacteriana (pUC ori) 

(INVITROGEN, 2010), células de E. coli DH5α quimiocompetentes foram transformadas com 

esse vetor e inoculadas em uma placa contendo meio de cultura LB low salt adicionado do 

antibiótico zeocina. As células transformadas apresentam o gene de resistência a zeocina e 

crescem em meio contendo o antibiótico. No dia seguinte, uma colônia da placa foi transferida 

para o meio de cultura LB líquido com zeocina para multiplicação das células e, 

consequentemente, do vetor pPICZαA-CdtPLI2. O vetor foi extraído e purificado com sucesso 

como observado na eletroforese em gel de agarose do material após sua purificação (Figura 

2.8). No total, foram obtidos 23,67 µg do vetor de expressão. 
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Figura 2.8 – Transformação da E. coli DH5α para propagação do plasmídeo recombinante pPICZαA-

CdtPLI2. Eletroforese em gel de agarose 1% com DNA extraído de 1 colônia transformada. A corrida foi realizada 

sob voltagem constante de 90 V. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) foi usado como padrão de 

pares de bases. Abreviação: pb: pares de base. 

 

2.4.5 Linearização do vetor pPICZαA-CdtPLI2 e transformação da linhagem KM71H de 

P. pastoris 

 

O vetor pPICZαA-CdtPLI2 foi linearizado através da digestão com a enzima PmeI 

(Figura 2.9), que cliva o vetor de expressão no sítio GTTT↓AAAC (BLOCH; GROSSMANN, 

2001). A partir da figura 2.9, observa-se que o tamanho do vetor digerido corresponde ao valor 

esperado de, aproximadamente, 3,6 kpb.  

 
Figura 2.9 – Linearização do vetor pPICZαA-CdtPLI2 através da digestão com PmeI. A digestão foi avaliada 
eletroforese em gel de agarose 1% sob voltagem constante de 90 V. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo 

Scientific) foi usado como padrão de pares de bases. As bandas de DNA são visualizadas pela incorporação de 

GelRed™ ao gel de agarose e as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ 

Gel Documentation. Poços: M: marcador de pares de bases; 1: vetor purificado após propagação em E. coli e não 

digerido; 2: vetor purificado após propagação em E. coli e digerido com PmeI.  
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O vetor na sua forma circular não apresenta uma correspondência com seu tamanho real 

em pares de bases no gel de agarose, pois é uma estrutura fechada muito compacta (super coil), 

que migra mais facilmente na malha do gel do que sua forma linearizada (ISHIDO; 

ISHIKAWA; HIRANO, 2010), na qual as extremidades do vetor ficam livres para dissipar a 

torsão do super coil. Como os padrões de pares de bases no gel de agarose são compostos por 

DNA linearizados (THERMO SCIENTIFIC, 2018), a estimativa do tamanho só pode ser feita 

após a linearização do vetor de interesse. Após a linearização e purificação, foi obtido um 

rendimento final de 2,14 µg do vetor pPICZαA-CdtPLI2 linearizado. 

O vetor linearizado foi utilizado para transformar células de P. pastoris da linhagem 

KM71H posteriormente semeadas em uma placa de YPDS ágar com zeocina 500 µg/mL. As 

células tiveram um bom crescimento durante as primeiras 48 h de incubação e 10 colônias 

isoladas foram selecionadas dos quatro quadrantes da placa para realizar o PCR de colônia e 

confirmar a presença do gene do rCdtPLI2. Para isso, cada colônia foi inoculada em YPD com 

zeocina 500 µg/mL e observou-se crescimento das colônias 1, 2, 4, 6 e 10, que foram, então, 

submetidas ao ensaio de PCR. As colônias 1, 2 e 6 mostraram resultado positivo para a presença 

do gene do rCdtPLI2 (Figura 2.10). 

  
Figura 2.10 – Seleção das colônias transformadas de P. pastoris KM71H. PCR de colônia com as 5 colônias 

(1, 2, 4, 6 e 10) selecionadas da placa com zeocina 500 µg/mL que, posteriormente, cresceram em YPD. Nos poços 

estão indicados os números das colônias analisadas. Controle positivo (+) realizado com o vetor pPICZαA-

CdtPLI2 purificado após propagação em E. coli DH5α. Controle negativo representado por “-”. A eletroforese em 

gel de agarose 1% ocorreu sob voltagem constante de 90 V. As bandas de DNA são visualizadas pela incorporação 

de GelRed™ ao gel de agarose e as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ 

EZ Gel Documentation. Abreviação: M: marcador de pares de bases. 
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2.4.6 Seleção de colônias multicópias após transformação 

 

Na etapa de transformação da P. pastoris com o vetor de expressão, o gene de interesse 

é integrado ao genoma da levedura através de recombinação homóloga, na qual o promotor 

AOX1 e a região do 3’-AOX1 facilitam a substituição do locus AOX1 cromossômico pelo 

cassette de expressão através de um crossing over duplo e, após a recombinação homóloga, o 

cassette de expressão está estavelmente integrado ao genoma (SCHWARZHANS et al., 2016). 

Adicionalmente, o cassette de expressão é inserido antes ou depois do locus AOX1, via 

crossover único, diversas vezes levando a integrações sequenciais (SCHWARZHANS et al., 

2016) e gerando colônias multicópias. 

 Alguns métodos foram desenvolvidos para aumentar o número de cópias de um vetor. 

O primeiro envolve realizar múltiplas transformações da levedura utilizando um vetor com 

diferentes marcadores de seleção e um marcador para cada transformação sequencial, mas o 

número de cópias do gene está limitado ao número de marcadores utilizados (LIN 

CEREGHINO et al., 2001). Um segundo método baseia-se no fato de que o produto de um gene 

marcador de seleção é geralmente sensível à concentração do marcador no meio de cultura. 

Portanto, células transformadas que são resistentes a altos níveis de antibiótico, normalmente, 

contém um número maior de cópias do vetor, mas apenas um pequeno número das colônias 

resistentes é resultado de um aumento no número de cópias do vetor (ROMANOS et al., 1998). 

Um terceiro método, e que foi realizado neste trabalho, consiste em inocular sequencialmente 

células transformadas de P. pastoris em meios de cultura com níveis crescentes do marcador 

de seleção (SUNGA; TOLSTORUKOV; CREGG, 2008). 

As colônias 1, 2 e 6  foram inoculadas sequencialmente em YPD ágar com 

concentrações crescentes de zeocina (500, 1000 e 2000 µg/mL) e, posteriormente, foram 

submetidas novamente ao ensaio de PCR para confirmação da presença do gene do rCdtPLI2. 

Todas elas continuaram positivas para o gene de interesse (Figura 2.11) e foram, portanto, 

selecionadas para proceder uma avaliação da expressão do inibidor em escala laboratorial 

pequena.  

Diferentes eventos de integração podem ser observados/preditos em P. pastoris 

(SCHWARZHANS et al., 2016). Os mais comuns são a recombinação homóloga no locus 

AOX1 durante a transformação da levedura e o crossover único, que leva à geração de colônias 

multicópias, que já foram discutidos anteriormente. Além desses, também podem ocorrer a 
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integração do vetor completo devido a digestão incompleta ou re-anelamento in vivo e a 

substituição da região após o AOX1 apenas pelo gene do marcador de seleção 

(SCHWARZHANS et al., 2016). Este último, levando à perda do gene de interesse, mas 

conferindo resistência à colônia. Portanto, a colônia seria capaz de crescer em alta concentração 

de zeocina, mas apresentaria um resultado negativo ao realizar o PCR de colônia. 

  
Figura 2.11 – Confirmação, através de PCR, da presença do gene do rCdtPLI2 nas colônias transformadas 

de P. pastoris KM71H super-resistentes à zeocina. Nos poços estão indicados os números das colônias 

analisadas (1, 2 e 6). Controle positivo (+) realizado com o vetor pPICZαA-CdtPLI2 purificado após propagação 

em E. coli DH5α. Controle negativo representado por “-”. A eletroforese em gel de agarose 1% ocorreu sob 

voltagem constante de 90 V. As bandas de DNA são visualizadas pela incorporação de GelRed™ ao gel de agarose 

e as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation. 

Abreviação: M: marcador de pares de bases. 

 

2.4.7 Avaliação da expressão do rCdtPLI2 em placa deep-well 

 

As colônias 1, 2 e 6 foram submetidas a ensaios de expressão do rCdrPLI2 em placa 

deep-well (em pH 6 ou 7), sendo a indução da expressão por metanol durante o período de 120 

h. Nos tempos zero, 48 e 120 h foram colhidas amostras dos sobrenadantes das culturas para 

avaliação da expressão por SDS-PAGE (Figura 2.12).  

Para todas as colônias e em ambos os valores de pH, observa-se o aparecimento de uma 

banda possivelmente do rCdtPLI2 em ~45 kDa com o decorrer da indução da expressão (Figura 

2.12). Essa banda apresenta massa molecular de ~9 kDa acima da massa molecular teórica do 

inibidor (~36 kDa) condizente com a presenças de glicosilações realizadas pela P. pastoris. Em 

seguida, as três colônias foram submetidas a uma avaliação da expressão do rCdtPLI2 em escala 
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laboratorial pequena, na qual obtém-se um volume adequado de sobrenadante de cultura ao 

final da expressão que pode ser utilizado para a purificação do inibidor recombinante. 

 
Figura 2.12 – Avaliação da expressão do rCdtPLI2 pelas colônias crescidas em YPD ágar com zeocina 2000 

µg/mL. A expressão do inibidor foi realizada em pH 6 e 7 e avaliada por SDS-PAGE 13,5% na voltagem constante 

de 125 V. As bandas de proteínas foram coradas através da metodologia de coloração por prata, mas as imagens 

dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridas 

artificialmente pelo software Image Lab™. Em cada poço está indicado o tempo de indução em que o sobrenadante 

da cultura foi colhido para verificar a produção do inibidor (indicado pela seta).  

 

Valores ácidos de pH, geralmente, causam a diminuição da ação de enzimas 

proteolíticas durante a expressão de proteínas recombinantes (YU et al., 2014). Entretanto, no 

caso do rCdtPLI2 aparentemente há maior predomínio de bandas de baixa massa molecular  em 

pH 6, que podem ter sido geradas devido a ação enzimática de proteases da P. pastoris. Aliado 

a isso, o pH 6 está muito próximo do pI do rCdtPLI2, o que poderia facilitar a agregação do 

inibidor. A expressão do inibidor também foi realizada na presença de casaminoácidos 1,5%. 

Os casaminoácidos são provenientes da hidrólise ácida de caseína e têm sido utilizados para 

reduzir a taxa de proteólise de proteínas recombinantes (CLARE et al., 1991; CORDEIRO, 

2017). Sendo assim, a expressão  do rCdtPLI2 continuará sendo realizada em  pH 7 e na 

presença de casaminoácidos 1,5%. 

 

2.4.8 Avaliação da expressão do rCdtPLI2 pelas colônias 1, 2 e 6 em escala laboratorial 

pequena 

 

Na expressão do rCdtPLI2 pelas colônias 1, 2 e 6 em escala laboratorial pequena, as 

densidades de células obtidas durante a etapa de geração de biomassa foram muito similares, 
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como verificado pelas absorbâncias das culturas em 600 nm: 8,05 para a colônia 1; 8,01 para a 

colônia 2 e 7,49 para a colônia 6. A indução da expressão foi realizada em pH 7 com 

casaminoácidos 1,5%.  

Para todas as colônias, observa-se forte banda do rCdtPLI2 em ~45 kDa com aumento 

gradual ao longo das 120 h de indução (Figura 2.13A). A massa molecular teórica do rCdtPLI2 

é de 36.7 kDa. Uma vez que o sistema de expressão em P. pastoris é um sistema eucariótico 

capaz de realizar modificações pós-traducionais nas proteínas produzidas, é muito provável que 

a diferença de, aproximadamente, 8.3 kDa entre a massa teórica e a massa estimada por 

eletroforese seja devido à presença de N/O-glicosilações no rCdtPLI2. No entanto, para colônia 

nº 6, também são observadas bandas entre 30-45 kDa com 120 h, que podem ser devidas à 

presença do inibidor com diferentes padrões de glicosilação ou ainda devidas à degradação da 

proteína recombinante. 

Os três sobrenadantes das culturas foram fracionados por cromatografia em resina de 

níquel para purificação do inibidor que interage com a resina através de sua a His-tag N-

terminal (Figura 2.13B). Para todas as colônias, o inibidor foi eluído entre 10-250 mM de 

imidazol. Sendo que bandas mais intensas para as colônias indicam maior produção da proteína 

recombinante. Para as colônias 1 e 6, observa-se banda no efluente com ~45 kDa (não vista 

para a colônia 2), possivelmente representando alguma proteína celular da P. pastoris ou o 

inibidor clivado por proteases celulares (Fig. 2.13B). As frações entre 50-250 mM foram 

reunidas, dialisadas em uma membrana com exclusão de 10 kDa e lavadas com Tris-HCl 50 

mM (pH 8), para retirada do imidazol proveniente da cromatografia de afinidade. O gradiente 

com 10 mM não foi utilizado pois possivelmente contém proteínas que interagem de forma 

inespecífica com a resina de níquel e são lavadas logo no início da cromatografia. As frações 

concentradas foram submetidas à cromatografia de fase reversa em coluna C4 (Figura 2.14). 

Para as três colônias, observa-se larga banda que não interage com a resina 

provavelmente devido à presença dos sais do tampão e uma banda única referente ao inibidor 

eluída no gradiente de acetonitrila, sendo de maior proporção para a colônia nº 2, que obteve 

maior área de pico. Os valores de área foram 165,6743 mUA*mL para a colônia nº1, 381,4156 

mUA*mL para a colônia nº2 e 90,2646 mUA*mL para a colônia nº 6. Portanto, levando em 

consideração todos esses resultados de expressão e purificação, escolheu-se a colônia nº 2 para 

a expressão do rCdtPLI2. 
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Figura 2.13 – Expressão do rCdtPLI2 pelas colônias 1, 2 e 6 e purificação do sobrenadante por 

cromatografia de afinidade. A expressão do inibidor e sua purificação foram avaliados por SDS-PAGE 13,5% 

na voltagem constante de 110 V. As bandas de proteínas foram coradas através da metodologia de coloração por 

prata, mas as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation 

e coloridas artificialmente pelo software Image Lab™. A) A cada 24 h foi recolhido sobrenadante das culturas 
para verificar a produção do rCdtPLI2. B) Após 120 h de indução da expressão, o sobrenadante da cultura foi 

fracionado através de cromatografia de afinidade em resina de níquel para separação do rCdtPLI2. Em cada poço 

está a concentração de imidazol na qual a fração foi eluída. Abreviações: E: efluente da coluna durante aplicação 

do sobrenadante da cultura. 
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Figura 2.14 – Cromatografia de fase reversa das frações de cromatografia de afinidade contendo o 

rCdtPLI2 expresso pelas colônias 1, 2 e 6 em escala laboratorial pequena. As frações foram aplicadas na 

coluna Jupiter® 5µ C4 300 Å (250 x 4,6 mm, Phenomenex) previamente equilibrada com TFA 0,1% e a eluição 

das amostras seguiu um gradiente de ACN (0-80%) em TFA 0,1% monitorada pelo sistema Äkta pure (GE 

Healthcare) em 214 nm. Os picos referentes ao rCdtPLI2 são indicados por um *. 

 

2.4.9 Expressão do rCdtPLI2 pela colônia nº 2 em escala laboratorial 

 

A expressão do rCdtPLI2 pela colônia nº 2 foi realizada em escala laboratorial com 120 

h de indução na presença de metanol. A indução da expressão foi realizada em pH 7 na presença 

de casaminoácidos 1,5%. Observa-se ao longo do tempo o aparecimento de uma banda de 

proteína entre 45-66 kDa relativo à presença do inibidor expresso (Figura 2.15). 

O inibidor foi isolado do sobrenadante da cultura celular através de três etapas 

cromatográficas: afinidade, filtração molecular e fase reversa. Na cromatografia de afinidade, 

o sobrenadante da cultura foi aplicado em uma coluna com resina de níquel e o inibidor foi 

eluído nas frações do gradiente com 100 mM de imidazol (Figura 2.16A). A seguir, essas 

frações foram reunidas e dessalinizadas em uma coluna de filtração molecular equilibrada com 

solução de TFA 0,05% (Figura 2.16B), para posterior fracionamento através da cromatografia 
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de fase reversa (Figura 2.16C). Na expressão e purificação apresentadas, foram realizadas 14 

cromatografias de filtração molecular cujas frações eluídas foram reunidas e aplicadas em uma 

única cromatografia de fase reversa, que deu origem a um pico com área de 73,5531 mUA*mL 

referente ao rCdtPLI2 (Figura 2.16C).  

 
Figura 2.15 – Indução da expressão do rCdtPLI2 pela colônia 2 em escala laboratorial. A expressão foi 

avaliada por SDS-PAGE 13,5% na voltagem constante de 110 V. As bandas de proteínas foram coradas através 

da metodologia de coloração por prata, mas as imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema 

Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridas artificialmente pelo software Image Lab™. A cada 24 h foi 

recolhido sobrenadante das culturas para verificar a produção do rCdtPLI2.  

 

O rendimento de rCdtPLI2 expresso foi de ~2,4 μg rCdtPLI2/mL de cultura. Embora 

esse rendimento tenha sido um dos mais altos obtidos ao longo do desenvolvimento desse 

trabalho (sendo possível até mesmo a visualização da proteína com coloração por Coomassie® 

(Figura 2.16A), o valor obtido ainda está inferior ao observado para outras proteínas expressas 

em P. pastoris, em geral, na ordem de grama de proteína expressa/mL de cultura 

(INVITROGEN, 2010). No entanto, ao se analisar detalhadamente o tipo de linhagem utilizada 

para a produção da proteína, observa-se que as proteínas produzidas por linhagem Muts e 

secretadas no meio de cultura, como é o caso do rCdtPLI2, normalmente têm um rendimento 

menor na ordem de mg/mL (INVITROGEN, 2010). Como exemplos, podem ser citados o 

inibidor de protease carboxipeptidase B com rendimento de 0,8 mg/mL e outras proteínas com 

rendimento menor ainda: a porção solúvel do CD38 humano rendendo 50 μg/mL e a pectato 

liase com rendimento de 4 μg/mL (DESPREAUX; MANNING, 1993; FRYXELL et al., 1995; 

GUO; GONZÁLEZ-CANDELAS; KOLATTUKUDY, 1995; INVITROGEN, 2010).  
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Figura 2.16 – Purificação do rCdtPLI2. A) Perfil eletroforético das frações obtidas da cromatografia de afinidade 

em resina de níquel do sobrenadante da cultura em SDS-PAGE 13,5% na voltagem constante de 120 V. As bandas 
de proteínas foram coradas com Coomassie® Brilliant Blue G-250, mas as imagens dos géis foram adquiridas em 

preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridas artificialmente pelo software Image 

Lab™. Em cada poço está a concentração de imidazol na qual a fração foi eluída. Abreviações: E: efluente da 

coluna durante aplicação do sobrenadante da cultura; S: sobrenadante após 120 h de indução da expressão. B) 

Filtração molecular na coluna HiTrap™ Desalting (5 mL, GE Healthcare) das frações A e B (100 mM de imidazol) 

da cromatografia de afinidade contendo o rCdtPLI2. A coluna foi previamente equilibrada com TFA 0,05% e o 

inibidor eluído nessa mesma solução. C) Cromatografia de fase reversa das frações (A e B) dessalinizadas e 

reunidas contendo o rCdtPLI2. A fração foi aplicada na coluna Jupiter® 5µ C4 300 Å (250 x 4,6 mm, Phenomenex) 

previamente equilibrada com TFA 0,1%. A eluição das frações seguiu um gradiente de ACN (0-80%) em TFA 

0,1%. As Etapas B) e C) foram monitoradas pelo sistema Äkta purifier UPC-10 (GE Healthcare) em 280 nm. 

 

2.4.10 Confirmação da expressão do inibidor 

 

A fração eluída no gradiente de acetonitrila (~70% da solução B) da cromatografia de 

fase reversa em coluna C4 (Figura 2.16C) foi submetida ao sequenciamento N-terminal por 

degradação de Edman, no qual obteve-se os 20 primeiros resíduos de aminoácidos: 

1               11 

HHHHHHENLY FQGVLYCPPT 

 Esses resíduos correspondem à His-tag (1-6), ao sítio de clivagem da protease TEV (7-

13) e ao N-terminal do inibidor rCdtPLI2 (14-20), confirmando sua expressão em P. pastoris. 
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2.4.11 Reconhecimento do rCdtPLI2 pelo soro anticrotálico comercial e predição de 

epítopos lineares de células B 

 

Embora se tenha estudado melhorias na produção do soro antiofídico (LAUSTSEN, 

2018; LUIZ et al., 2018; SILVA et al., 2018), ele ainda é atualmente produzido de modo muito 

similar ao desenvolvido há mais de um século. São realizadas hiperimunizações de cavalos com 

amostras de peçonha e seus soros são extraídos para purificação das imunoglobulinas que farão 

parte do antiveneno (THEAKSTON; WARRELL; GRIFFITHS, 2003). 

 Uma vez que o principal objetivo deste estudo é investigar o potencial do rCdtPLI2 

como um complemento na terapia do envenenamento e a interação antígeno-anticorpo pode 

levar à neutralização do antígeno, foi avaliado se esse inibidor seria capaz de ser reconhecido 

pelo soro anticrotálico comercial (Figura 2.17A).  

 
Figura 2.17 – Reconhecimento do rCdtPLI2 pelo soro anticrotálico comercial. Os poços da microplaca foram 

sensibilizados com 2 µg do rCdtPLI2, peçonha de C. d. collilineatus (CdcV), peçonha de C. d. terrificus (CdtV), 

crotoxina de C. d. collilineatus (CTx-Cdc) e a cadeia básica da crotoxina de C. d. collilineatus (CB-Cdc) e 2 µL 

de soro de cavalo NI (não imunizado). A) Para o teste da amostra, foi utilizado como anticorpo primário o soro 

anticrotálico comercial (1:100) para avaliar a capacidade de reconhecimento do rCdtPLI2 e anticorpos policlonais 

anti-cavalo marcados com peroxidase (1:3000) como anticorpo secundário. Para o controle negativo da amostra, 

o soro anticrotálico comercial foi substituído por soro de cavalo não-imunizado. B) O anticorpo primário foi 

substituído por MPBS 1%. O ensaio foi realizado em quadruplicata e a absorbância das amostras foi lida em 490 

nm. Os resultados estão representados pela média ± o desvio padrão, analisados por ANOVA seguido do teste de 
comparações múltiplas de Bonferroni. ****p<0,0001 quando amostras comparadas ao seu respectivo controle 

negativo e ####p<0,0001 quando amostras comparadas ao controle negativo do experimento. 

 

A crotoxina (CTx-Cdc) e seu componente básico (CB-Cdc) foram reconhecidos tão bem 

quando as peçonhas brutas de C. d. collilineatus e C. d. terrificus (Figura 2.17A), o que é um 
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reflexo da grande proporção desses componentes em peçonhas crotálicas. No proteoma de C. 

d. collilineatus, podem ser encontrados até 88% de PLA2 enquanto essa proporção pode ser 

estimada em até 90% na peçonha de C. d. terrificus, como verificado por outros pesquisadores 

e também no Capítulo 1 deste trabalho (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; CALVETE et al., 

2010; GEORGIEVA et al., 2010; MELANI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2019).  

O inibidor rCdtPLI2 não apresentou diferença significativa em relação ao seu controle 

negativo (Figura 2.17A), indicando que o soro não neutraliza o inibidor, o que é desejável em 

um possível uso do rCdtPLI2 associado à soroterapia. Adicionalmente, o anticorpo secundário 

não é capaz de reconhecer as amostras de forma inespecífica (Figura 2.17B), reconhecendo 

apenas a amostra de soro de cavalo não imunizado (controle positivo do experimento). Esses 

resultados corroboram a predição in silico de epítopos contínuos/lineares de célula B (Figura 

2.18), na qual apenas 1 potencial epítopo foi identificado na porção N-terminal, compreendendo 

o sítio de clivagem da protease TEV e parte do N-terminal da sequência do inibidor.  

HHHHHHENLYFQGVLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSLGMEALQ 

--------LYFQGVLYCPPTPA--------------------------------------------

GLPNLQELHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLTHLSLSENQLAEL 

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

RPSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRLAPEMFSGLDNLERLVLES 

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

NPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLELLDLSDNELSTMDDPVYKPSANLS 

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

LDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVCASPKHFKGERATSLQTYQICPC322 

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

Figura 2.18 – Predição de epítopos lineares de células B no rCdtPLI2. A predição foi realizada pelo servidor 

ABCpred (SAHA; RAGHAVA, 2006). A His-tag N-terminal está em negrito e o sítio de clivagem da protease 

TEV está em vermelho. O epítopo predito está em azul. 

Além disso, ao analisar a sequência de aminoácidos do inibidor natural (sem a His-tag 

e o sítio de clivagem), nenhum epítopo foi predito, sugerindo, portanto, baixa tendência em 

apresentar imunogenicidade. No entanto, também podem existir epítopos conformacionais que 

são estudados a partir da estrutura tridimensional das proteínas (HASTE ANDERSEN; 

NIELSEN; LUND, 2006) e, até o momento, tal estudo não é possível para o rCdtPLI2. 

 

2.4.12 Inibição de atividade fosfolipásica pelo rCdtPLI2 glicosilado 

 

As figuras 2.19 e 2.20 mostram, respectivamente, o isolamento realizado com sucesso 

das fosfolipases CB-Cdc e CTx-Cdc que, posteriormente, tiveram sua atividade enzimática 

avaliada na presença do inibidor de fosfolipases A2 rCdtPLI2. 
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Figura 2.19 – Isolamento da CB-Cdc. A peçonha de C. d. collilineatus foi fracionada através de cromatografia 

de fase reversa na coluna semi-preparativa Jupiter® C18 (250 x 10 mm, Phenomenex) previamente equilibrada 

com TFA 0,1%. A eluição seguiu um gradiente (0-100%) de solução B (ACN 80% em TFA 0,1%). 

 

 
Figura 2.20 – Isolamento da CTx-Cdc. A) Filtração molecular da peçonha de C. d. collilineatus na coluna 

HiPrep™ 16/60 Sephacryl® S-100 HR (GE Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada com tampão 

bicarbonato de amônio 0,1 M (pH 7,74) e as frações foram eluídas nessa mesma solução. B) Filtração molecular 

da fração S4 na coluna HiTrap™ Desalting (5 mL, GE Healthcare). A coluna foi previamente equilibrada com 
TFA 0,05% e a fração eluída nessa mesma solução. C) Avaliação do grau de pureza CTx-Cdc por cromatografia 

de fase reversa em coluna com resina C18. A fração foi aplicada na coluna Vydac® de resina C4 (250 x 4,6 mm, 

GRACE) previamente equilibrada com TFA 0,1%. A eluição seguiu um gradiente de ACN (0-80%) em TFA 0,1%. 
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Figura 2.21 – Avaliação da inibição da atividade enzimática das PLA2s CTx-Cdc e CB-Cdc sobre o substrato 

NOB. As toxinas (2 μg) A) CB-Cdc e B) CTx-Cdc foram incubadas com o rCdtPLI2 glicosilado (2, 4 ou 8 μg) e 

o substrato NOB (500 µM) a 37 °C. A absorbância das amostras foi lida em 425 nm, tendo 600 nm como referência, 

após 120 min de incubação. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram comparados ao controle 

positivo (2 μg de CTx-Cdc ou CB-Cdc) e estão expressos como a média ± o desvio padrão, analisados por ANOVA 

seguido do teste de comparações múltiplas de Dunnett (**p<0,01; ***p=0,0001; ****p<0,0001). 

 

Com relação à CTx-Cdc, a incubação dessa toxina com o rCdtPLI2 acabou fazendo com 

que tivesse um ligeiro aumento em sua atividade enzimática com o aumento da concentração 

de inibidor utilizado (Figura 2.21B). No entanto, não houve diferença estatística na atividade 

enzimática utilizando 4 ou 8 μg do rCdtPLI2 glicosilado em todos os tempos analisados. Uma 

hipótese é que o rCdtPLI2 esteja interagindo com o complexo da CTx-Cdc, impedindo a correta 

formação do complexo pelas subunidades ácida e básica e, dessa forma, facilitando com que a 

CB exerça sua ação enzimática.   

Uma vez que glicosilações podem interferir na interação entre proteínas e o rCdtPLI2 

apresenta uma elevada porcentagem de açúcar em sua estrutura (como será demonstrado no 

decorrer deste trabalho), é possível que as glicosilações presentes na molécula, realizadas pela 

Pichia, atrapalhem a correta interação do rCdtPLI2 com a CTx-Cdc e com a CB-Cdc e, 

consequentemente, impedem que o inibidor reduza suas atividades enzimáticas.  

Além do exposto no parágrafo anterior, embora alguns PLIs de serpente tenham inibido 

a ação enzimática de PLA2s ofídicas (FORTES-DIAS et al., 1994; QUIRÓS et al., 2007; 

SANTOS-FILHO; BOLDRINI-FRANÇA et al., 2014), foi identificado no soro da serpente não 

peçonhenta Elaphe quadrivirgata uma proteína homóloga a um α-PLI sem ação inibitória sobre 

as PLA2s testadas naquele estudo (OKUMURA et al., 2003). Todavia, os autores não excluíram 

a possibilidade dessa proteína ser realmente um PLI e inibir a ação de outras PLA2s, como, por 
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exemplo, uma Lys49-PLA2 que tem ação miotóxica e não apresenta atividade hidrolítica 

(OKUMURA et al., 2003). Além disso, o PLI DM64, presente no soro do gambá Didelphis 

marsupialis que apresenta resistência a peçonhas botrópicas, não inibe a ação catalítica de 

Asp49-PLA2, mas é capaz de inibir a miotoxicidade in vivo e a citotoxicidade in vitro causada 

pelas miotoxinas I (mt-I/Asp49) e II (mt-II/Lys49) da peçonha de Bothrops asper (ROCHA et 

al., 2002).  

 

2.4.13 Avaliação do conteúdo de carboidratos 

 

Para avaliar a presença de carboidratos ligados ao rCdtPLI2, o inibidor foi, 

primeiramente, digerido com PNGase F e, a seguir, a mistura reacional foi aplicada em um gel 

de eletroforese para separação dos componentes (Figura 2.22). O método de coloração do ácido 

periódico de Schiff (PAS) é uma coloração para glicoproteínas, independente se o açúcar está 

ligado via um átomo de nitrogênio (N-glicosilação) ou oxigênio (O-glicosilação) (DOERNER; 

WHITE, 1990). Proteínas que não apresentam carboidratos ligados em sua estrutura não podem 

ser coradas por esse método. 
 

 
Figura 2.22 – Perfil eletroforético para avaliação da N-glicosilação do rCdtPLI2. SDS-PAGE 13,5% na 

voltagem constante de 110 V. A primeira metade do gel referente aos poços 1 e 2 e ao marcador de massa molecular 

foi corada com Coomassie Brilliant Blue G-250 e a segunda metade referente aos poços 3 e 4 foi corada com ácido 

periódico de Schiff para visualização das bandas de glicoproteínas, mas as imagens dos géis foram adquiridas em 

preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation. Poços: 1 e 3: rCdtPLI2 reduzido; 2 e 4: rCdtPLI2 

reduzido e deglicosilado; kDa: marcador de massa molecular. 

 

O inibidor rCdtPLI2 em sua forma apenas reduzida foi corado pelo PAS, evidenciando 

a presença de uma glicoproteína, como já era suspeita devido à grande diferença (~11 kDa) 

entre a massa apresentada pelo inibidor no gel de eletroforese e a sua massa teórica (Figura 
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2.22). O inibidor foi submetido a uma reação de deglicosilação pela PNGase F, que catalisa a 

liberação de carboidratos N-ligados a proteínas via um resíduo de asparagina (MERRY; 

ASTRAUTSOVA, 2003). Após a reação, observou-se uma redução em massa de, 

aproximadamente, 3,4 kDa, o que corresponde a ~6% de N-glicosilação em relação à massa do 

inibidor apenas reduzido (Figura 2.22).  

Os dois β-PLIs já purificados e descritos na literatura formam estruturas triméricas com 

massa monomérica de ~50 kDa. No entanto, após reação de N-deglicosilação, ambos foram 

completamente deglicosilados e apresentaram massa molecular estimada por SDS-PAGE em 

~39 kDa (OKUMURA et al, 1998, 2002), próxima à estimada para o rCdtPLI2 N-deglicosilado 

(~44 kDa), considerando a acurácia do SDS-PAGE. 

As N-glicosilações ocorrem em resíduos de asparagina que fazem parte da tríade Asn-

X-Ser/Thr, onde X é qualquer resíduo de aminoácido exceto a prolina e o terceiro resíduo é 

uma serina ou treonina (MORELLE; MICHALSKI, 2007). No entanto, nem todas as tríades 

apresentam asparaginas glicosiladas uma vez que outros fatores, como impedimento estéreo e 

localização da tríade na estrutura, podem dificultar o acesso de transferases para a adição do 

açúcar (MORELLE; MICHALSKI, 2007). 

Também foi observado após o tratamento com a PNGase F que o rCdtPLI2 foi corado 

novamente pelo PAS (Figura 2.22), ainda indicando a presença de glicosilações no inibidor, 

provavelmente O-glicosilações. Para que ocorram, as O-glicosilações necessitam apenas de um 

resíduo acessível de serina ou treonina que podem ser glicosilados através do átomo de oxigênio 

de sua cadeia lateral (MORELLE; MICHALSKI, 2007). 

Como estamos produzindo o inibidor de PLA2 de forma heteróloga, as glicosilações 

presentes no inibidor recombinante serão diferentes daquelas apresentadas pelo inibidor em sua 

forma nativa. Na maioria das leveduras, a N-glicosilação apresenta uma estrutura central de 

Man8GlcNAc2 (8 resíduos de manose e 2 resíduos de N-acetilglicosamina), que é 

posteriormente processada no complexo de Golgi, envolvendo a adição de um resíduo de 

manose ligado α-1,6 à manose α-1,3 da sequência Manα-1,3Manβ-1,4GlcNAc no interior da 

estrutura central (BRETTHAUER; CASTELLINO, 1999). Esse resíduo de manose α-1,6 

adicionado pode ser alongado via ligações α-1,6 no esqueleto central e/ou sofrer ramificação 

com di- ou trissacarídeos de manose via ligação α-1,2 que são, posteriormente, capeados com 

unidades de manose α-1,3 ligadas, dando origem à estrutura de high-manose. A presença de 
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oligossacarídeos de manose O-ligados também é comum na maioria das leveduras 

(BRETTHAUER; CASTELLINO, 1999). 

 Sendo assim, optou-se por digerir o inibidor rCdtPLI2 com a enzima α-manosidade para 

retirada dos resíduos de manose incorporados pela P. pastoris. Essa enzima é um tetrâmero 

composto por subunidades com 44 e 66 kDa e foi extraída das sementes de Canavalia 

ensiformis (“feijão de porco”) (EINHOFF; RÜDIGER, 1988). A α-manosidade é uma hidrolase 

ácida (com pH ótimo entre 4 e 5) que libera resíduos α-1,2, α-1,3 e α-1,6 de manose de proteínas 

glicosiladas (EINHOFF; RÜDIGER, 1988; GNANESH KUMAR et al., 2014; LI, 1966). 

 Para essa finalidade, usou-se como amostra tanto o inibidor recombinante pré-digerido 

com PNGase F como o inibidor recombinante sem nenhum tratamento prévio (Figura 2.23). 

Logo após a reação, foi possível ver a presença de material precipitado no tubo do ensaio e, no 

gel, observam-se bandas de alta massa molecular provavelmente devido a agregados do inibidor 

deglicosilado que não migraram na malha do gel (Figura 2.23A).  

 
Figura 2.23 – Perfil eletroforético do rCdtPLI2 glicosilado e deglicosilado para avaliação de sua O-

glicosilação. SDS-PAGE 13,5% na voltagem constante de 110 V. As amostras das reações de deglicosilação foram 

aplicadas em duplicata. O primeiro gel (A) foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250. O segundo gel (B)  
foi dividido em duas partes: a primeira contendo o marcador de massa molecular foi corada com Coomassie 

Brilliant Blue G-250 e a segunda parte foi corada com ácido periódico de Schiff para visualização das bandas de 

glicoproteínas. As imagens dos géis foram adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel 

Documentation e o gel A foi colorido artificialmente pelo software Image Lab™. Amostras: 1) rCdtPLI2 reduzido; 

2) rCdtPLI2 digerido com α-manosidade; 3) rCdtPLI2 reduzido e digerido com PNGase F e α-manosidade.  

 

Na digestão apenas com alfa-manosidade (Figura 2.23B, poço 2), observa-se coloração 

pelo PAS, evidenciando a presença de outras glicosilações; fato que já foi demonstrado 

anteriormente pelas N-glicosilações. Por sua vez, após a digestão com PNGase F e com alfa-

manosidase, a banda do inibidor praticamente não foi corada pelo PAS, indicando a retirada de 
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praticamente todos os açúcares (N- e O-ligados) (Figura 2.23B, poço 3). Além disso, deve-se 

ressaltar que, como há um agregado de proteínas, é possível que a própria alfa-manosidase 

agregada possa ter sido corada nesse poço, pois apresenta glicosilações nas duas subunidades 

de 66 kDa (EINHOFF; RÜDIGER, 1988; GNANESH KUMAR et al., 2014). 

É importante ressaltar também a partir dos resultados apresentados que o açúcar 

presente na estrutura do rCdtPLI2 apresenta um papel fundamental na solubilidade desse 

inibidor e que a deglicolisação do γ-PLI nativo DM64 de D. marsupialis também gerou um 

inibidor insolúvel, não sendo possível sua utilização em estudos cristalográficos (NEVES-

FERREIRA, 2020). 

No caso do rCdtPLI2, existem 3 possíveis sítios de N-glicosilação (posições 115, 222 e 

262), além de 32 resíduos de serina e 15 resíduos de treonina, que poderiam ser alvo de 

glicosilações realizadas pela P. pastoris. Entre os inibidores de PLA2s encontrados no sangue 

de serpentes, inibidores das três classes (α, β e γ) apresentam glicosilações, mas a glicosilação 

não parece ter um papel essencial na atividade inibitória dessas proteínas (CAMPOS et al., 

2016; FORTES-DIAS et al., 2014). No entanto, hiperglicosilações podem levar ao prejuízo da 

função desses inibidores (SANTOS-FILHO et al., 2014).  

Thwin e colaboradores (2002) realizaram uma análise in silico para mapear possíveis 

locais de interação de um γ-PLI encontrado no sangue da serpente Python (PIP) e PLA2s. A 

partir dessa análise, foram sintetizados peptídeos que, posteriormente, foram avaliados quanto 

a inibição da atividade enzimática de PLA2 in vitro e sua atividade anti-inflamatória in vivo. O 

peptídeo P-PB.I (LPGLPLSLQNGLY) mostrou ambas as atividades avaliadas e o peptídeo P-

PB.III (PGLPLSLQNG), que representa um segmento menor do sítio proposto, exibiu as 

melhores atividades anti-PLA2 tanto in vitro como in vivo (THWIN et al., 2002). Os 

decapeptídeos PGLPLSRPNG e PGLPLSHPNG, similares ao P-PB.III estão presentes, 

respectivamente, nas sequências de γ-PLIs de B. atrox e Micrurus lemniscatus em regiões 

expostas ao solvente, podendo participar de interações com PLA2 e, eventualmente, sua inibição 

(PICELLI et al., 2017). 

Ao analisar a sequência do P-PB.I frente a sequência do rCdtPLI2 (Figura 2.24), 

observamos que há um alinhamento entre as duas sequências na região 92-104 do rCdtPLI2. 

Nessa região, não existem possíveis sítios para N-glicosilação, mas há um potencial sítio na 

posição 115, próximo à região alinhada. Além disso, nessa região existem um resíduo de serina 

e outro de treonina possíveis de serem O-glicosilados via sua cadeia lateral (Figura 2.24). 



Capítulo II: Resultados e discussão    129 
__________________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________ 

Gisele Adriano Wiezel 
 

Portanto, caso esses resíduos estejam realmente glicosilados, é possível que essa modificação 

pós-traducional interfira com a atividade anti-PLA2 do rCdtPLI2.  

rCdtPLI2      HHHHHHENLYFQGVLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSL 60 

P-PB.I        ------------------------------------------------------------ 0 

 

rCdtPLI2      GMEALQGLPNLQELHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLT 120 

P-PB.I        -------------------------------LPGL-PLSLQNGLY----------------13 

 

rCdtPLI2      HLSLSENQLAELRPSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRL 180 

P-PB.I        ------------------------------------------------------------ 13 

 

rCdtPLI2      APEMFSGLDNLERLVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLE 240 

P-PB.I        ------------------------------------------------------------ 13 

 

rCdtPLI2      LLDLSDNELSTMDDPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVC 300 

P-PB.I        ------------------------------------------------------------ 13 

 

rCdtPLI2      ASPKHFKGERATSLQTYQICPC 322 

P-PB.I        ---------------------- 13 

Figura 2.24 – Alinhamento entre as sequências do rCdtPLI2 e P-PB.I. O alinhamento foi gerado pela 

ferramenta MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Os resíduos altamente conservados estão 

destacados em negrito e resíduos não conservados estão em negrito e vermelho. Potenciais sítios de N-glicosilação 

são mostrados em azul e negrito e os destaques em amarelo indicam posições no rCdtPLI2 (entre os resíduos 

alinhados) que podem ser alvos de O-glicosilação. 

 

Recentemente, Fortes-Dias e colaboradores (2019) encontraram que o inibidor 

rCdtsbβPLI apresenta uma estrutura semelhante a ferradura similar a outras proteínas ricas em 

leucina. Na face côncava da estrutura, estão resíduos principalmente com características ácidas 

na região N-terminal e nos domínios 1 a 6 (Figura 2.25), responsáveis pela interação com 

regiões positivas (N e C-terminal e β-wing) da CB-Cdt (subunidade básica da crotoxina de C. 

d. terrificus). Além disso, nessa região côncava também está presente um resíduo de serina 

(Ser160), também presente no rCdtPLI2 (Figura 2.25), que participa de interações de 

hidrogênio com a CB-Cdt. Portanto, uma vez que esse resíduo está exposto, é possível que 

tenha sido glicosilado pela P. pastoris e interfira com a atividade do rCdtPLI2. Adicionalmente, 

estão presentes também outros resíduos de serina e um de treonina (Figura 2.25), que são 

passíveis de sofrerem glicosilação. Sendo assim, é de suma importância determinar em quais 

resíduos do rCdtPLI2 foram incorporadas glicosilações pela P. pastoris. 

 

 

 

 

 

 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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CdtsbβPLI      -------------ALYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARAKMISVEFTQVSSL47 

rCdtPLI2       HHHHHHENLYFQGVLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSL60 

                            .********************************:* *********** 

 

CdtsbβPLI      GVEALQGLPNLQELHLSNNRLKSLPSGLFRNLPQLHTLDLSRNFLEDLPPEIFINASSLT107 

rCdtPLI2       GMEALQGLPNLQELHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLT120 

               *:********************:**.***************.*:********* ****** 

 

CdtsbβPLI      HLSLSENQLAELRPSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLKELTSLDLSFNLIHRL167 

rCdtPLI2       HLSLSENQLAELRPSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRL180 

               ********************************************:***********:*** 

 

CdtsbβPLI      TTGMFSGLDNLERLVLESNPIQCIMGRTFHWRPKLSVLSLKNSSLTHVIMGVFQ-LDQLE226 

rCdtPLI2       APEMFSGLDNLERLVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLE240 

               :  *********************: :****:***************:*****: ***** 

 

CdtsbβPLI      LLDLSDNEFTTLDPPVHKPSANFSLDLSGNPWACDCRLENLLRWLKDHNIHLYSKEEFVC286 

rCdtPLI2       LLDLSDNELSTMDDPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVC300 

               ********::*:* **:*****:******* *************:*************** 

 

CdtsbβPLI      ASPKHFKGEHATSLQTSQICPC 308 

rCdtPLI2       ASPKHFKGERATSLQTYQICPC 322 

               *********:****** ***** 

Figura 2.25 – Alinhamento entre as sequências do CdtsbβPLI (GenBank MH479024) e rCdtPLI2. Resíduos 

conservados e relacionados com interação com a CB-Cdt estão destacados em azul. Em vermelho, são destacados 

resíduos não conservados. Possíveis sítios de N-glicosilação estão destacados em amarelo. 

 

2.4.14 Determinação da massa molecular do rCdtPLI2 

 

A massa molecular do rCdtPLI2 foi determinada por MALDI-TOF MS (Figura 2.26).  

 
Figura 2.26 – Determinação da massa molecular do rCdtPLI2 glicosilado. A amostra do inibidor foi diluída 

na matriz de ácido sinapínico e os dados foram adquiridos no modo linear positivo pelo espectrômetro de massas 

Ultraflex II MALDI TOF/TOF (Bruker). 
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O rCdtPLI2 apresenta massa molecular teórica de 36717,88 Da e a massa determinada 

foi de 41643,599 Da. Há uma diferença de 4925,719 Da que corresponde às modificações pós-

traducionais: glicosilações e oxidação dos resíduos de cisteína para formação das ligações 

dissulfeto. Esse valor representa, aproximadamente, 12% de glicosilações presente na estrutura 

do rCdtPLI2. Considerando que existe cerca de 6% de N-glicosilações (Figura 2.22), há 

também, possivelmente, por volta de 6% de O-glicosilações na estrutura do rCdtPLI2.  Observa-

se ainda que existe algum componente com m/z de 83247,862 (Figura 2.26). É provável que 

esse pico representa duas moléculas de rCdtPLI2 que sofreram agregação após a etapa de 

cromatografia em fase reversa e que foram ionizadas com apenas um próton. Os picos largos 

no espectro são devido às diferentes populações do inibidor causadas pela heterogeneidade das 

glicosilações e isótopos  (DAI et al., 2015). 

 

2.4.15 Avaliação preliminar da atividade do rCdtPLI2 deglicosilado sobre PLA2s de 

serpentes 

 

Para avaliar a atividade inibitória do rCdtPLI2 pós-reação de deglicosilação sobre CB-

Cdc e CTx-Cdc, o inibidor foi deglicosilado sob condições não desnaturantes (Figura 2.27). 

Sendo assim, foi necessário maior tempo de reação com a PNGase F do que o realizado 

anteriormente.  

 
Figura 2.27 – Perfil eletroforético do rCdtPLI2 glicosilado e deglicosilado em SDS-PAGE 10% para 

avaliação das reações de deglicosilação com PNGase F e α-manosidade. A corrida foi realizada sob 110 V. Os 

géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250, mas suas imagens foram adquiridas em preto e branco 

pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridos artificialmente pelo software Image Lab™. A) Reação 

de N-deglicosilação com PNGase F. Poços: 1) rCdtPLI2 pós-N-deglicosilação; 2) rCdtPLI2 controle da reação. A 

seta alaranjada indica a presença da PNGase F. B) Reação de deglicosilação com α-manosidade. Poços: 1) 
rCdtPLI2 pós-deglicosilação; 2) rCdtPLI2 controle da reação. A seta alaranjada indica a subunidade de 66 kDa da 

α-manosidase. 
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 Observou-se redução de ~8% em massa do inibidor pós-N-deglicosilação (Figura 

2.27A), valor comparável ao obtido anteriormente considerando a acurácia do SDS-PAGE (± 

10%) para estimativa de massa molecular (WEBER; OSBORN, 1969). Com relação à digestão 

com a enzima alfa-manosidase, observa-se no final do gel de SDS-PAGE (Figura 2.27B) que a 

migração das amostras foi prejudicada possivelmente pela diminuição de sua solubilidade e, 

consequentemente, leva a um resultado errôneo na estimativa da massa molecular.   

No ensaio de inibição da atividade fosfolipásica, verificou-se que o rCdtPLI2 ainda 

glicosilado e armazenado na geladeira foi capaz de causar uma pequena redução na atividade 

da CB-Cdc (Figura 2.28A).  

 
Figura2.28 – Avaliação da atividade do rCdtPLI2 deglicosilado sobre PLA2 de serpentes. As toxinas (2 μg) 

CB-Cdc e CTx-Cdc foram incubadas com  o rCdtPLI2 deglicosilado (2 ou 4 μg) e o substrato NOB (500 µM) a 

37 °C (C e D). As enzimas também foram incubadas com o rCdtPLI2 glicosilado armazenado na geladeira (A) ou 

controle da reação de N-deglicosilação (B) nas mesmas proporções. A absorbância das amostras foi lida em 425 

nm, tendo 600 nm como referência, após 120 min de incubação. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados 

foram comparados ao controle positivo (2 μg de CTx-Cdc ou CB-Cdc) e estão expressos como a média ± o desvio 
padrão, analisados por ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Dunnett (**p<0,01; ***p=0,0001; 

****p<0,0001). O controle negativo (PLI) foi realizado com 4 μg de inibidor. 
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Uma explicação para isso seria o re-enovelamento do inibidor com o tempo em um 

tampão adequado, pois a eluição em TFA e acetonitrila na última etapa cromatográfica pode ter 

alterado o enovelamento adequado do inibidor. Esse tempo na geladeira pode ter permitido que 

parte das moléculas voltasse à sua configuração mais adequada e, mesmo estando hiper-

glicosilado, pode ter sido capaz de interagir com a enzima, ainda que com menor eficiência. 

Quando deglicosilado com a PNGase F (Figura 2.28C), ocorreu aumento na atividade 

enzimática da toxina conforme aumentou-se a quantidade de inibidor utilizado, fato este 

também verificado quando na presença do rCdtPLI2 glicosilado, mas que foi submetido às 

mesmas condições da reação (37 °C, 6 h, 300 rpm) (Figura 2.28B). 

Muitos fatores são conhecidos por afetar a estabilidade/função de uma proteína, como 

pH, força iônica, presença de solvente orgânico e temperatura. No caso da temperatura, com o 

seu aumento, ligações responsáveis por manter a proteína em seu estado nativo enovelado vão 

se desfazendo até chegar um momento em que não é mais possível a proteína manter sua 

conformação nativa e se desenovela (FIELDS et al., 2015). Como foi realizado um longo 

período de incubação para digestão da amostra, acredita-se que a temperatura tenha causado 

alguma mudança na estrutura tridimensional do rCdtPLI2 fazendo com ainda fosse capaz de 

interagir com a CB-Cdc, mas incapaz de inibir sua ação e até mesmo facilitando o acesso do 

substrato à enzima, como evidenciado pelo aumento da atividade catalítica da CB-Cdc (Figura 

2.28). 

Com relação à inibição da CTx-Cdc, tanto para o rCdtPLI2 glicosilado armazenado na 

geladeira (Figura 2.28A) como para o inibidor glicosilado submetido às condições da digestão 

pela PNGase F (Figura 2.28B) e o inibidor digerido com PNGase F (Figura 2.28C), observou-

se um aumento na atividade catalítica da CTx-Cdc conforme aumentou-se a quantidade de 

inibidor utilizado no ensaio. Fato semelhante já foi verificado e discutido anteriormente (Figura 

2.21). A hipótese é que a interação do rCdtPLI2 com a CTx-Cdc esteja impedindo a correta 

formação desse complexo e facilitando o acesso do substrato à subunidade básica do complexo, 

que apresenta atividade catalítica. 

No entanto, após a digestão do rCdtPLI2 com a alfa-manosidase, houve inibição da 

atividade catalítica de ambas as toxinas (Figura 2.28D), sem diferença estatística quando 

comparadas as amostras de PLA2 com inibidor versus a amostra contendo apenas com inibidor, 

evidenciando que a hiper-glicosilação realizada pela P. pastoris tem interferência na atividade 

do inibidor de fosfolipases rCdtPLI2.  
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De fato, observa-se na sequência primária do rCdtPLI2 (Figura 2.29) a presença de 

muitos resíduos de serina e treonina próximos a (ou em) regiões de interação de β-PLI com a 

CB-Cdt (FORTES-DIAS et al., 2019). Além disso, ressalta-se novamente o papel da Ser160 que 

participa de interações de hidrogênio com a CB-Cdt (FORTES-DIAS et al., 2019) e a 

glicosilação desse resíduo poderia levar à perda/diminuição de atividade do inibidor. 

Adicionalmente, potenciais sítios para N-glicosilações parecem estar localizados em regiões 

mais distantes da face de interação com a CB (Figura 2.29). 

CdtsbβPLI      -------------ALYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARAKMISVEFTQVSSL 47 

rCdtPLI2       HHHHHHENLYFQGVLYCPPTPAPESVTEFVCNSPSLREFPTGFPARTKSISVEFTQVSSL 60 

                            .********************************:* *********** 

 

CdtsbβPLI      GVEALQGLPNLQELHLSNNRLKSLPSGLFRNLPQLHTLDLSRNFLEDLPPEIFINASSLT 107 

rCdtPLI2       GMEALQGLPNLQELHLSNNRLKTLPNGLFRNLPQLHTLDLSNNLLEDLPPEIFTNASSLT 120 

               *:********************:**.***************.*:********* ****** 

 

CdtsbβPLI      HLSLSENQLAELRPSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLKELTSLDLSFNLIHRL 167 

rCdtPLI2       HLSLSENQLAELRPSWFESLEKLRILGLDHNQVKEIPISCFDKLEELTSLDLSFNLLHRL 180 

               ********************************************:***********:*** 

 

CdtsbβPLI      TTGMFSGLDNLERLVLESNPIQCIMGRTFHWRPKLSVLSLKNSSLTHVIMGVFQ-LDQLE 226 

rCdtPLI2       APEMFSGLDNLERLVLESNPIQCIVKKTFHWHPKLSVLSLKNSSLTHIIMGVFDPLDQLE 240 

               :  *********************: :****:***************:*****: ***** 

 

CdtsbβPLI      LLDLSDNEFTTLDPPVHKPSANFSLDLSGNPWACDCRLENLLRWLKDHNIHLYSKEEFVC 286 

rCdtPLI2       LLDLSDNELSTMDDPVYKPSANLSLDLSGNRWACDCRLENLLRWIKDHNIHLYSKEEFVC 300 

               ********::*:* **:*****:******* *************:*************** 

 

CdtsbβPLI      ASPKHFKGEHATSLQTSQICPC 308 

rCdtPLI2       ASPKHFKGERATSLQTYQICPC 322 

               *********:****** ***** 
Figura 2.29 – Alinhamento entre as sequências do CdtsbβPLI (GenBank MH479024) e rCdtPLI2 com 

destaque para as glicosilações. Resíduos conservados e relacionados com interação com a CB-Cdt estão em 

negrito e azul. Em negrito e vermelho, estão resíduos não conservados. Potenciais sítios para N-glicosilação são 

destacados em amarelo enquanto possíveis sítios para O-glicosilação no rCdtPLI2 estão destacados em verde. 

 

Alguns PLIs nativos do sangue de serpentes apresentam resíduos de asparagina 

conservados e N-glicosilados, mas essa glicosilação não parece interferir com sua atividade in 

vitro (LIZANO et al., 2000; NOBUHISA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2008; SOARES et al., 

2003). Isso também é observado para o CNF de C. d. terrificus cuja porção de carboidrato não 

é essencial para sua atividade inibitória (FORTES-DIAS et al., 2014). Entretanto, é possível a 

interferência de hiper-glicosilações realizadas por P. pastoris na atividade inibitória de um PLI 

expresso nesse sistema (SANTOS-FILHO et al., 2014). Sendo assim, será considerada, 

posteriormente, a expressão do CdtPLI2 em um sistema heterólogo diferente para evitar tais 

modificações realizadas pela P. pastoris. 
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2.4.16 Avaliação da atividade do rCtPLI2 deglicosilado sobre diferentes peçonhas ofídicas 

e suas PLA2s 

 

Foram avaliados 20 μg das peçonhas de B. jararacussu. B. neuwiedii, B. moojeni, C. d. 

cascavella, C. d. collilineatus e C. d. terrificus e 40 μg das peçonhas de B. jararaca e L. muta 

(que apresentaram menor atividade fosfolipásica em uma avaliação preliminar), sempre 

respeitando a quantidade de 1 μg de inibidor deglicosilado para cada 10 μg de peçonha.  

Em todos os casos, o rCdtPLI2 deglicosilado reduziu efetivamente a atividade 

enzimática de PLA2 (Figura 2.30). Embora alguns inibidores isolados do sangue de serpentes 

do gênero Bothrops não tenham demonstrado ação frente à CB de C. d. terrificus (OLIVEIRA 

et al., 2008; SOARES et al., 2003), o rCdtPLI2 de C. d. terrificus além de inibir a ação 

enzimática da CB e da CTx também foi eficaz na inibição de peçonhas laquética e botrópicas. 

 
Figura 2.30 – Atividade inibitória do rCdtPLI2 deglicosilado sobre a atividade fosfolipásica de diferentes 

peçonhas ofídicas brasileiras. As peçonhas (20 μg de B. jararacussu, B. neuwiedii, B. moojeni, C. d. cascavella, 

C. d. collilineatus e C. d. terrificus ou 40 μg de B. jararaca e L. muta) foram incubadas com o rCdtPLI2 
deglicosilado (2 ou 4 μg, mantendo proporção em massa de 10 μg peçonha: 1 μg inibidor) e o substrato NOB (500 

µM) em 37 °C. A absorbância das amostras foi lida em 425 nm, tendo 600 nm como referência, após 120 min de 

incubação. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados de cada peçonha na presença do inibidor foram 

comparados aos seus respectivos controles positivos (peçonha na ausência do inibidor) e estão expressos como a 

média ± o desvio padrão, analisados por ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Dunnett (*p≤0,05; 

***p≤0,001; ****p≤0,0001). Abreviações: B, peçonha branca; deglic, deglicosilado. 

 

As amostras de peçonhas avaliadas também foram submetidas a eletroforese em gel de 

poliacrilamida (Figura 2.31) para estimar seu conteúdo de fosfolipases através da densitometria 
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das bandas de proteínas do gel. PLA2s de peçonhas de serpentes, geralmente, apresentam massa 

molecular entre 10-20 kDa (XIAO et al., 2017), portanto, foi avaliada qual a proporção dos 

componentes presentes nessa faixa de massa em cada peçonha (Figuras 2.31 e 2.32, Tabela 2.1). 

Também constam na tabela 2.1, as PLA2 já isoladas das peçonhas analisadas no experimento e 

as proporções de PLA2s já descritas na literatura para cada peçonha avaliada. 

 
Figura 2.31 – Perfil eletroforético de diferentes peçonhas ofídicas brasileiras com importância médica. 

Foram aplicados 70 μg de cada peçonha no gel de SDS-PAGE 13,5% e a corrida foi realizada sob 110 V. O gel 

foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250, mas a imagem foi adquirida em preto e branco pelo sistema Gel 

Doc™ EZ Gel Documentation e colorida artificialmente pelo software Image Lab™. Abreviação: B, peçonha 

branca. 

 

As peçonhas do gênero Crotalus apresentam alta proporção de PLA2s em sua 

composição, podendo chegar até cerca de 90% (Tabela 2.1). Nas peçonhas analisadas, foram 

estimados entre 59-67% de PLA2 (Tabela 2.1). Sabe-se que grande parte dessas enzimas está 

formando o complexo da crotoxina, mas outras PLA2s também estão presentes nessas peçonhas, 

podendo chegar a até 18% (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2019; 

VIEIRA et al., 2013). Um exemplo é a intercro, uma PLA2 com atividade catalítica e 

características estruturais semelhantes à CB, mas provavelmente incapaz de formar o complexo 

neurotóxico da crotoxina junto com a crotapotina (VIEIRA et al., 2013).  

Além disso, os componentes da crotoxina (CA e CB) podem apresentar diferentes 

isoformas (BEGHINI et al., 2000; FAURE et al., 1994; FUSCO et al., 2015), porém, 

normalmente são referidos apenas como crotapotina ou PLA2 de Crotalus, o que leva a uma 

dificuldade na diferenciação dessas isoformas. A inibição da atividade das peçonhas crotálicas 
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avaliadas é um reflexo direto da inibição tanto da PLA2 básica como do complexo da crotoxina, 

como já avaliado na inibição dessas enzimas anteriormente (Figura 2.28). 

 
Figura 2.32 – Densitometria das bandas de proteínas do SDS-PAGE realizado com peçonhas brasileiras de 

interesse médico. A densitometria foi realizada pelo software Image Lab™. Os retângulos verdes indicam as 

bandas utilizadas na estimativa da proporção de PLA2 em cada peçonha.

Bothrops jararacussu

Bothrops neuwiedii

Bothrops moojeni

Bothrops jararaca

Crotalus durissus cascavella (B)

Crotalus durissus terrificus (B)

Crotalus durissus collilineatus

Lachesis muta
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Tabela 2.1 – PLA2 e componentes entre 10-20 kDa nas peçonhas botrópicas, crotálicas e laquética avaliadas na presença do inibidor rCdtPLI2 

deglicosilado. 

Peçonha 

Proporção de 

PLA2 (%) já 

descrita na 

literatura 

Proporção de 

componentes (%) 

entre 10-20 kDa por 

SDS-PAGE 

PLA2s já descritas na literatura 
Resíduo 

49 
pI 

Atividade 

catalítica 
Miotoxicidade Referências 

B. jararacussu 25-35 [1] 47 SIIISPIIA 

SIIISPIIB 

SIIISPIIIA 

SIIISPIIIB 

J-I 

SIII-SPI 

SIII-SPII 

SIII-SPIII 

BthTX-I (SIII-SPIV, Bj VII) 

BthTX-II 

BthA-I 

Bj IV 

Bj V 

Bj VIII 

ND 

D49 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

K49 

D49 

D49 

D49 

D49 

K49 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

N 

B 

B 

A 

B 

B 

B 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

baixa 

N 

S 

S 

S 

S 

N 

S (pouca)  

S (pouca) 

S (pouca) 

S (pouca) 

S (pouca) 

N 

N 

N 

S 

S 

N 

S 

ND 

S 

[2] 

B. neuwiedii 8 [3] 46 BnSP-5a, BnSP-6a 

BnMG-6a, BnMG-6b, BnMG-6c 

BnSP-7 

P-1 

P-2 

P-3 

B. neuwiedii myotoxin I 

ND 

ND 

K49 

ND 

ND 

ND 

K49 

B 

B 

B 

A 

A 

A 

B 

ND 

ND 

N 

S 

S 

S 

N 

S 

S 

S 

N 

N 

ND 

S 

[4] 
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Peçonha 

Proporção de 

PLA2 (%) já 

descrita na 

literatura 

Proporção de 

componentes (%) 

entre 10-20 kDa por 

SDS-PAGE 

PLA2s já descritas na literatura 
Resíduo 

49 
pI 

Atividade 

catalítica 
Miotoxicidade Referências 

BnuTX-I 

Bn IV 

K49 

K49 

B 

B 

N 

N 

S 

S 

B. moojeni 11-20 [5] 42 BmooTX-I 

BmTX-I 

BM-PLA2 

MjTX-I 

MjTX-II 

MjTX-III 

MjTX-IV 

BmooPLA2 

BomoTX  

D49 

D49 

D49 

K49 

K49 

K49 

K49 

D49 

K49 

A 

B 

A 

B 

B 

B* 

B* 

A 

B 

S 

S 

S 

N 

N 

N 

N 

S 

ND 

S 

S 

ND 

S 

S 

ND 

ND 

N 

ND 

[6] 

B. jararaca 3-6 [7] 21 BJ-PLA2 

BJ-PLA2-I 

Jar-III 

D49 

D49 

ND 

A 

A 

B 

S 

S 

N 

ND 

ND 

S (pouco) 

[8] 

L. muta 10,8 [9] 46 Lmr-PLA2  

LM-PLA2-II  

LM-PLA2-I 

LmTX-I 

LmTX-II 

LmutTX 

D49 

D49 

D49 

D49 

D49 

K49 

A 

A 

A 

B 

B 

B 

S 

S 

S 

S 

S 

N 

N 

S 

S 

ND 

ND 

ND 

[10] 

C. d. cascavella 90 [11] 59 Crotapotina (CA) 

PLA2 (CB) 

- 

ND 

A 

B 

N 

S 

N 

S 

[12] 
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Peçonha 

Proporção de 

PLA2 (%) já 

descrita na 

literatura 

Proporção de 

componentes (%) 

entre 10-20 kDa por 

SDS-PAGE 

PLA2s já descritas na literatura 
Resíduo 

49 
pI 

Atividade 

catalítica 
Miotoxicidade Referências 

C. d. 

collilineatus 

72-78 [13] 67 Crotapotina (CA) 

PLA2 (CB) 

- 

D49 

A 

B 

N 

S 

N 

S 

[14] 

C. d. terrificus 48-90 [15] 63 Crotapotina (CA) 

PLA2 (CB) 

Intercro 

- 

D49 

D49 

A 

B 

B 

N 

S 

S 

N 

S 

S 

[16] 

Abreviações: A, ácida; B, básica; B*, básica (determinada por similaridade); N, neutra; BthTX-I, bothropstoxin-I; BthTX-II, bothropstoxin-II; ND, não determinado; MjTX-I, 

myotoxin-I; MjTX-II, myotoxin-II 

[1] SOUSA et al., 2013 

[2] ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2002; BONFIM et al., 2001; CINTRA et al., 1993; DOS SANTOS et al., 2008; HOMSI-

BRANDEBURGO et al., 1988; KETELHUT et al., 2003; PEREIRA et al., 1998; PONCE-SOTO et al., 2006 

[3] SOUSA et al., 2013 

[4]  ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; CORRÊA et al., 2016; DANIELE, BIANCO, FIDELIO, 1995; DANIELE et al., 1997; GEOGHEGAN et al., 1999; RODRIGUES et 

al., 1998; SOARES et al., 2000; TOYAMA et al., 2011; VIDAL, CATTANEO, STOPPANI, 1972 
[5] AGUIAR et al., 2019; AMORIM et al., 2018 

[6] ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; CALGAROTTO et al., 2008; LOMONTE et al., 1990; NONATO et al., 2001; PERCHUC et al., 2010; REICHL et al., 1989; 

SANTOS-FILHO et al., 2008; SILVEIRA et al., 2013; SOARES et al., 2000; ZHANG et al., 2017 

[7] NICOLAU et al., 2017; SOUSA et al., 2013 

[8] ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; CEDRO et al., 2018; SERRANO et al., 1999 

[9] PLA et al., 2013 

[10] CORDEIRO et al., 2015; DAMICO et al., 2005; DINIZ-SOUSA et al., 2018; FULY et al., 2002 

[11] BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010 

[12] BEGHINI et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2003; RANGEL-SANTOS et al., 2004 

[13] BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2018 

[14] BEGHINI et al., 2000; PONCE-SOTO et al., 2002, 2007; RANGEL-SANTOS et al., 2004; TOYAMA et al., 2005 

[15] CALVETE et al., 2010; GEORGIEVA et al., 2010; MELANI et al., 2015, capítulo 1 deste trabalho 
[16] BEGHINI et al., 2000; FAURE et al., 1994; FUSCO et al., 2015; HENDON; FRAENKEL, 1971; HERNANDEZ-OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2002; 

RANGEL-SANTOS et al., 2004; RÜBSAMEN, BREITHAUPT, HABERMANN, 1971; TOYAMA et al., 2003; VIEIRA et al., 2013
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No caso da peçonha laquética, existem PLA2 tanto ácidas como básicas que apresentam 

atividade catalítica, além de uma PLA2 básica sem atividade enzimática (Tabela 2.1). Além 

disso, Pla e colaboradores (2013) relataram  a presença de cerca de 10% de PLA2 

cataliticamente ativa na peçonha de L. muta rhombeata e a Lmr-PLA2 (ácida e cataliticamente 

ativa) corresponde a cerca de 6% das proteínas dessa peçonha (CORDEIRO, 2013). Embora 

dados da literatura demonstrem que β-PLIs possam ser mais específicos para PLA2 com 

características básicas (OHKURA et al., 1997) e como não houve diferença estatística 

significante entre a amostra de peçonha com o inibidor e a amostra que continha apenas o 

inibidor, infere-se que o rCdtPLI2 deglicosilado seja capaz de inibir a ação enzimática tanto de 

PLA2 básicas como ácidas. 

 As peçonhas botrópicas também apresentam PLA2 ácidas e básicas em uma mesma 

peçonha (Tabela 2.1). As PLA2s básicas são geralmente cataliticamente inativas, sendo a 

miotoxicidade uma de suas principais ações (ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; 

GEOGHEGAN et al., 1999; XIAO et al., 2017) (Tabela 2.1). Por sua vez, as PLA2 botrópicas 

ácidas são, em geral, cataliticamente ativas (Tabela 2.1) embora também já tenha sido relatado 

que possam apresentar ação miotóxica (KETELHUT et al., 2003; SANTOS-FILHO et al., 

2008). Essa ação miotóxica de PLA2 cataliticamente ativa seria resultado da hidrólise dos 

fosfolipídeos de membrana celular, resultando na liberação de lisofosfolipídeos, instabilidade 

da membrana e necrose do músculo esquelético (LOMONTE; GUTIÉRREZ, 2011). 

Entre as peçonhas do gênero Bothrops analisadas, a peçonha de B. jararaca é a que 

apresenta uma menor proporção (mas ainda grande) de PLA2 em sua composição (Tabela 2.1). 

Nesse caso, mesmo utilizando o dobro de peçonha no ensaio, a atividade fosfolipásica não foi 

tão elevada na ausência do inibidor, mas foi possível verificar a diminuição de atividade quando 

o rCdtPLI2 deglicosilado foi adicionado (Figura 2.30).  

Embora nessa peçonha também existam PLA2 tanto ácidas como básicas, essa baixa 

atividade catalítica provavelmente está relacionada a uma maior proporção de Jar-III (PLA2 

básica sem atividade catalítica) (ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000) em relação a outras PLA2 

(ácidas cataliticamente ativas). Cedro e colaboradores (2018) encontraram 0,35% de BJ-PLA2-

I (PLA2 ácida com atividade enzimática), mas não descarta que essa enzima seja a mesma (BJ-

PLA2) isolada anteriormente por Serrano et al. (1999) cuja proporção encontrada foi de 0,2% 

na peçonha. Além disso, deve-se levar em consideração que outras PLA2 ainda podem estar 

presentes no proteoma da peçonha de B. jararaca visto a grande quantidade de transcritos já 
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identificados na glândula de peçonha dessa serpente que codificam essa família de enzimas 

(CIDADE et al., 2006; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2015).  

A peçonha de B. jararacussu apresenta PLA2s cataliticamente ativas tanto ácidas como 

básicas além de uma grande proporção (~25%) da miotoxina BthTX-I, que é desprovida de 

atividade enzimática (DOS SANTOS et al., 2008) (Tabela 2.1). A BthTX-II, embora seja uma 

D49-PLA2 básica miotóxica, apresenta baixa atividade catalítica que parece ser resultado de 

mutações extras em pontos estratégicos, como 5º resíduo N-terminal que participa do canal que 

fornece o acesso do substrato ao sítio catalítico (PEREIRA et al., 1998).  

Por sua vez, a peçonha de B. neuwiedii apresenta PLA2s ácidas cataliticamente ativas e 

miotoxinas básicas sem atividade catalítica (Tabela 2.1). Fato semelhante ocorre com a peçonha 

de B. moojeni cujas PLA2 básicas, geralmente, não apresentam atividade catalítica (exceção 

para a BmTX-I uma D49-PLA2 miotóxica) (Tabela 2.1). Sendo assim, a inibição dessas 

peçonhas pelo rCdtPLI2 deglicosilado corrobora a ideia de que esse inibidor é capaz de interagir 

com PLA2s ácidas e impedir a atividade enzimática desses componentes.  

Para melhor avaliar a ação do rCdtPLI2 deglicosilado frente a PLA2 ácidas e básicas, 

sua atividade inibitória foi novamente testada na presença da CB-Cdc (PLA2 básica), CTx-Cdc 

(PLA2 dimérica predominantemente ácida) e Lmr-PLA2 (PLA2 ácida). As PLA2 de Crotalus 

foram isoladas como já descrito anteriormente. Já a Lmr-PLA2 de L. muta foi isolada como 

descrito por Cordeiro et al. (2015) e o resultado do isolamento encontra-se na figura 2.33. 

 
Figura 2.33 – Isolamento da Lmr-PLA2. A) Filtração molecular da peçonha de L. muta na coluna HiPrep™ 

16/60 Sephacryl® S100 HR. A coluna foi previamente equilibrada com tampão acetato de sódio 50 mM com NaCl 

0,15 M (pH 6) e as frações eluídas nessa mesma solução. A eluição foi monitorada pelo sistema Äkta pure em 214 

nm. B) Cromatografia de fase reversa da fração LmS-G. A fração foi aplicada em uma colua C18 (250 x 4,6 mm, 

Phenomenex) previamente equilibrada com TFA 0,1%. A eluição das frações seguiu um gradiente de ACN (0-

80%) em TFA 0,1%, ou seja, 100% da solução B. A eluição foi monitorada pelo sistema Äkta purifier UPC-10 

(GE Healthcare) em 280 nm. 
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O rCdtPLI2, deglicosilado com a enzima α-manosidase como discutido anteriormente, 

foi incubado em diferentes proporções com as toxinas (13,8x10-5 μmol) (Figura 2.34). A partir 

da proporção de 1:50 (inibidor:toxina), não foi possível a inibição da CB-Cdc e da Lmr-PLA2 

(Figura 2.34). No caso desta última, a proporção de 1:5 foi suficiente para reduzir drasticamente 

a atividade enzimática. Já para a CB-Cdc, na proporção de 1:5 é possível observar uma redução 

de cerca de 73% da atividade enzimática dessa enzima. Por sua vez, no caso da CTx-Cdc, a 

partir da proporção de 1:10 já não houve diferença na redução da atividade em relação ao 

controle positivo e, na proporção de 1:5, a atividade foi reduzida em, aproximadamente, 65% 

(Figura 2.34). 

 
Figura 2.34 – Avaliação da inibição de PLA2s ácidas e básicas pelo rCdtPLI2 deglicosilado em diferentes 

proporções. CB-Cdc, CTx-Cdc e Lmr-PLA2 (13,8x10-5 μmol) foram incubadas com o rCdtPLI2 deglicosilado em 

diferentes proporções inibidor:toxina (1:5, 1:10, 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000) e o substrato NOB (500 µM) em 37 

°C. A absorbância das amostras foi lida em 425 nm, tendo 600 nm como referência, após 120 min de incubação. 

O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram comparados ao controle positivo (13,8x10-5 μmol de CB-

Cdc, CTx-Cdc ou Lmr-PLA2) e estão expressos como a média ± o desvio padrão, analisados por ANOVA seguido 

do teste de comparações múltiplas de Dunnett (*0,05<p≤0,01; **p<0,01; ****p<0,0001). 
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Fortes-Dias e colaboradores (2019) destacaram a importância na interação com o 

inibidor CdtsbβPLI de uma região R1 que contém resíduos do N-terminal e da folha beta da 

CB-Cdt. Esses resíduos encontram-se destacados em amarelo na figura 2.35. Além disso, 

também são relevantes os resíduos Phe24, Trp31 e Trp70 que interagem com o inibidor através 

de interações hidrofóbicas (Figura 2.35, destaque em azul).  

 
Figura 2.35 – Alinhamento de sequências das fosfolipases CB-Cdt, CB-Cdc e Lmr-PLA2. O 

alinhamento foi gerado pelo servidor Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
Resíduos não conservados estão em vermelho e resíduos conservados de cisteína foram destacados em 

cinza. Resíduos do N-terminal e da folha-beta que fazem parte da interação com β-PLIs estão com 

destaque amarelo. Com destaque em azul, estão os resíduos que fazem interações hidrofóbicas com β-

PLIs. A numeração da sequência está de acordo com o padronizado por Renetseder et al. (1985). 

 

A CB-Cdc (sp|P0CAS2) apresenta 91% de identidade e 95% de similaridade com a CB-

Cdt (sp|P24027) utilizada no estudo de Fortes-Dias et al. (2019). As regiões comentadas 

anteriormente são altamente conservadas entre essas duas isoformas, havendo apenas uma 

mutação conservativa na posição 16. Portanto, sugere-se que a interação do rCdtPLI2 

deglicosilado com a CB-Cdc ocorra nos mesmos sítios descritos para a CB-Cdt. Outro ponto 

importante é que os resíduos acima citados não fariam parte de interações CB-CB em solução, 

podendo estar disponíveis para interação com o rCdtPLI2 mesmo que a toxina assuma um 

estado tetramérico (MARCHI-SALVADOR et al., 2008).   

Por sua vez, a Lmr-PLA2 (sp|B3EWP6) apresenta 63 e 78% de identidade e 

similaridade, respectivamente, com a CB-Cdt (sp|P24027) entre os resíduos alinhados, mas 

apenas a sequência parcial da Lmr-PLA2 está disponível nos bancos de dados. Comparando-se 

a região N-terminal da Lmr-PLA2 com a CB-Cdt, observa-se que embora ocorra uma mutação 

não conservativa na posição 7 (K → D), há uma mutação conservativa na posição 16 (K → R), 

assim como ocorre na CB-Cdc, e outros resíduos importantes para a interação com β-PLIs 

também estão presentes (Figura 2.35). Sendo assim, há indícios de que esses resíduos da região 

N-terminal também possam participar da interação entre Lmr-PLA2 e rCdtPLI2. Nada se pode 

concluir a respeito das regiões de folha-beta e de interações hidrofóbicas uma vez que não se 

conhece a sequência da Lmr-PLA2 nessas regiões.  

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Com relação à CTx-Cdc, como já discutido anteriormente, esse componente é um 

complexo formado por duas PLA2 associadas não covalentemente: uma básica (CB) e outra 

ácida (CA), no qual a subunidade ácida permite que a subunidade básica alcance receptores na 

junção neuromuscular, podendo levar até à parada respiratória no envenenamento crotálico 

(FAURE; XU; SAUL, 2011; FERNANDES; AGUIAR; DAHER, 2008).  

Alguns resíduos importantes para a interação CA-CB fazem parte da região R1 (Lys10, 

Arg14, Lys16) e da região de interações hidrofóbicas (Phe24, Trp31 e Trp70) na CB que são 

passíveis de interação com β-PLIs (FAURE; XU; SAUL, 2011; FORTES-DIAS et al., 2019). 

Adicionalmente, os resíduos Trp31 e Trp70 apresentam grande relevância na estabilidade do 

complexo ao interagirem com Asp89 e Asp99 na cadeia β da CA, dificultando o acesso do 

substrato ao sítio catalítico. No entanto, a presença de uma Ser na primeira posição N-terminal 

da CB mudaria a posição do Trp70, facilitando acesso do substrato e justificando as diferentes 

atividades enzimáticas encontradas entre as isoformas de crotoxina (FAURE; XU; SAUL, 

2011). 

Além disso, um estudo do γ-PLI CNF/CICS de C. d. terrificus mostrou que esse inibidor 

é capaz de causar a dissociação do complexo CA-CB através de uma competição com a CA e 

ligação à CB, formando um complexo não tóxico (FAURE; XU; SAUL, 2011). Portanto, como 

alguns sítios de interação dos β-PLIs são os mesmos em que ocorre a interação CA-CB, 

acredita-se que o rCdtPLI2 deglicosilado possa também ser capaz de deslocar a CA e ligar-se à 

CB-Cdc, bloqueando o acesso do substrato ao sítio catalítico e inibindo sua atividade 

enzimática.  

 Com relação às serpentes do gênero Bothrops, o envenenamento causado por elas 

apresenta tanto ações locais como sistêmicas, sendo característicos: intensa inflamação, 

miotoxicidade e alterações na coagulação sanguínea, manifestando-se  com dor, edema, bolhas, 

sangramento, necrose tecidual e, até mesmo, hemorragias sistêmicas e insuficiência renal 

(OLIVEIRA et al., 2017). Um dos grandes desafios no seu tratamento é o desenvolvimento de 

inibidores capazes neutralizar ações locais, impedindo, por exemplo, a miotoxicidade, que, 

muitas vezes, não é eficientemente neutralizada pela terapia convencional (BRYAN-QUIRÓS 

et al., 2019).  

É amplamente relatado que as PLA2 presentes nessas peçonhas estão intrinsicamente 

relacionadas com os efeitos miotóxicos e inflamatórios observados (GUTIÉRREZ; 

LOMONTE, 1995; TEIXEIRA et al., 2009). Além disso, algumas PLA2 de serpentes da família 
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Viperidae (incluindo as do gênero Bothrops) têm mostrado ação anticoagulante (KETELHUT 

et al., 2003; VERHEIJ et al., 1980; XIAO et al., 2017) e, recentemente, foi proposto que a  

PLA2 BomoTX de B. moojeni é capaz de induzir dor através da excitação de neurônios 

sensoriais via liberação de ATP, com consequente ativação de receptores purinérgicos 

(ZHANG et al., 2017). 

Muitos estudos têm mostrado a importância da região C-terminal das Lys49-PLA2 no 

desenvolvimento de sua ação miotóxica (FERNANDES et al., 2014). Essa região é composta 

por uma combinação de aminoácidos básicos e hidrofóbicos, sendo o segmento 117-122 o 

determinante-chave para interação com a membrana celular, além da participação da Lys20 

(CHIOATO et al., 2002; DOS SANTOS; SOARES; FONTES, 2009; FERNANDES et al., 

2014). Adicionalmente, destaca-se a importância dos resíduos Lys80 e Lys127, que auxiliam no 

ancoramento à membrana (DOS SANTOS; SOARES; FONTES, 2009).  

Uma comparação de Lys49-PLA2 miotóxicas com a CB de Crotalus revela que não são 

conservados os sítios hidrofóbicos e nem os resíduos 10, 14, 74 e 87 capazes de interagir com 

β-PLIs nas PLA2s básicas de Crotalus (Figura 2.36A). Entretanto, são conservadas as lisinas 

das posições 7, 14 e 78, que também participam dessas interações e, além disso, as lisinas 20 e 

80 das Lys49-PLA2 botrópicas localizam-se próximas às regiões R1 e de folha beta para 

interação com β-PLIs. Portanto, esses resíduos básicos e também a região básica e hidrofóbica 

da porção C-terminal, que fica exposta para interação com a membrana celular, poderiam ser 

alvo de interações com PLIs. No entanto, novos estudos são necessários para confirmar esta 

hipótese. 

Com relação às miotoxinas que são Asp49-PLA2, a porção C-terminal também está 

convenientemente localizada para interagir com membranas e também apresenta resíduos 

hidrofóbicos e carregados positivamente expostos ao solvente, podendo levar a um mecanismo 

de miotoxicidade similar ao proposto para as Lys49-PLA2 (FERNANDES et al., 2014). Além 

disso, sabe-se que a hidrólise de fosfolipídeos de membrana catalisada pelas Asp49-PLA2 é 

necessária para seu efeito miotóxico, embora não seja o fator determinante, uma vez que 

existem Asp49-PLA2 que não induzem a miotoxicidade (SALVADOR et al., 2017).  

Uma comparação dessas enzimas com as PLA2s básicas de Crotalus (Figura 2.36B) 

revelou que, em geral, não há conservação dos resíduos envolvidos na interação CB-PLI e 

também não apresentam as lisinas 20 e 80 envolvidas com a miotoxicidade das Lys49-PLA2.  

Sendo assim, existe a possibilidade que o rCdtPLI2 possa interagir com a região básica C-
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terminal dessas proteínas. Estudos de docking para o mapeamento das interações entre 

miotoxinas e o rCdtPLI2 poderiam confirmar esta hipótese. 

 
Figura 2.36 – Alinhamento de sequências de PLA2s botrópicas A) Lys49 e B) Asp49 com CB-Cdt e CB-Cdc. 

O alinhamento foi gerado pelo servidor Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Resíduos 

conservados de cisteína foram destacados em cinza. Resíduos do N-terminal e da folha-beta que fazem parte da 

interação da CB com β-PLIs estão com destaque amarelo. Com destaque em azul, estão os resíduos que fazem 

interações hidrofóbicas da CB com β-PLIs. Em negrito e vermelho estão os resíduos relacionados com a 

miotoxicidade de Lys49-PLA2s. A numeração da sequência está de acordo com o padronizado por Renetseder et 

al. (1985). 

 

2.4.17 Avaliação preliminar in vivo da ação antiedematogênica do rCdtPLI2 

 

Foram realizados dois ensaios para a avaliação preliminar in vivo da ação 

antiedematogênica do rCdtPLI2 e os resultados estão expressos nas figuras 2.37 e 2.38.  Em 

um primeiro momento, foram avaliados 8 grupos experimentais (Figura 2.37). Os animais neste 

experimento apresentaram peso médio de 13,9 g, variando entre 10,8-19 g/animal. Os grupos-

controle consistiram em animais inoculados com o rCdtPLI2 glicosilado ou após a reação de 

deglicosilação com a enzima alfa-manosidase. O edema induzido nesses grupos utilizando 

apenas o inibidor foi de, aproximadamente, 20% (Figura 2.37), similar ao obtido por Bordon et 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/


Capítulo II: Resultados e discussão    148 
__________________________________________________________________________________ 

__________________________________________________________________________________ 

Gisele Adriano Wiezel 
 

al. (2012) utilizando apenas solução tamponante. Para inoculação das toxinas, a massa de toxina 

(μg) utilizada por Bordon et al. (2012) foi convertida em μmol. Para a administração das 

amostras de toxina incubadas com o rCdttPLI2,  utilizou-se a proporção de 1 μmol inibidor: 2 

μmol toxina, sendo a proporção de inibidor maior do que a proporção analisada no ensaio de 

inibição da atividade enzimática realizado anteriormente de 1:5 (Figura 2.34).  

As PLA2 e crotoxina de Crotalus são toxinas que apresentam um pronunciado efeito 

edematogênico (BORDON et al., 2012; RANGEL-SANTOS et al., 2004). É possível observar 

que a CB-Cdc e CTx-Cdc induziram, aproximadamente, 50% de aumento na pata dos 

camundongos nos grupos em que os animais foram inoculados apenas com as toxinas (Figura 

2.37).  

Nos grupos em que os camundongos foram inoculados com a CTx-Cdc, os animais já 

estavam quietos e passivos com apenas 60 min de experimentação e, com 140 min, todos os 

animais haviam morrido. Embora tenha sido utilizada a mesma concentração de Ctx do que 

Bordon e colaboradores (2012), as mortes podem estar relacionadas ao menor peso dos animais 

neste experimento e/ou à maior neurotoxicidade da CTx-Cdc do que a CTx de C. d. terrificus 

visto que existem 2 grandes grupos de crotoxina: as que são mais neurotóxicas e menos 

enzimaticamente ativas e as que são menos neurotóxicas, porém com maior atividade 

enzimática (FAURE; BON, 1987; FAURE et al., 1994; FAURE et al., 1991; FAURE; XU; 

SAUL, 2011).  

Por sua vez, nos grupos em que a CTx-Cdc foi previamente incubada com o rCdtPLI2 

(tanto glicosilado como após a reação de deglicosilação), observa-se que houve uma redução 

da indução de edema (Figura 2.37A) embora os resultados ainda não tenham sido 

estatisticamente diferentes do grupo inoculado apenas com a CTx-Cdc. Entretanto, houve 

redução de ~13% na área sob a curva do grupo em que a CTx-Cdc foi pré-incubada com o 

rCdtPLI2 deglicosilado em comparação ao grupo em que foi administrada apenas a CTx-Cdc 

(Figura 2.37A). 

Esse resultado pode ser um sinal de que o rCdtPLI2 é capaz de inibir a ação dessa toxina 

in vivo, mas uma nova avaliação deve ser realizada para confirmar essa suspeita. Um dos 

motivos para uma pequena redução no edema seria o fato de que, in vivo, existe a possibilidade 

de que a concentração de inibidor necessária para inibição da PLA2 seja maior do que a utilizada 

in vitro. Portanto, uma maior proporção inibidor:PLA2 deveria ser avaliada. Já nos grupos em 

que os camundongos foram inoculados apenas com a CB-Cdc, não ocorreram mortes no 
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decorrer do experimento. Todavia, os resultados foram inconclusivos para a ação inibitória do 

rCdtPLI2 tanto glicosilado quanto após a reação de deglicosilação (Figura 2.37B). 

 

 
Figura 2.37 – Experimentação animal 1 da avaliação preliminar in vivo da ação antiedematogênica do 

rCdtPLI2. A) A avaliação da ação inibitória sobre a CTx-Cdc durou 120 min. A incubação da toxina com inibidor 

seguiu a proporção 1:2 (toxina:inibidor). Os resultados foram comparados ao controle positivo de indução de 

edema (13,8x10-5 μmol de CTx-Cdc) e estão expressos como a média ± o desvio padrão, analisados por two-way 

ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Bonferroni (****p<0,0001). B) A avaliação da ação 

inibitória sobre a CB-Cdc durou 240 min. A incubação da toxina com inibidor seguiu a proporção 1:5 
(toxina:inibidor). Os resultados foram comparados ao controle positivo de indução de edema (13,8x10-5 μmol de 

CB-Cdc) e estão expressos como a média ± o desvio padrão. Abreviações: PLI deglic: PLI deglicosilado pela α-

manosidade; PLI glic: PLI glicosilado. 
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Já existem relatos na literatura de PLIs presentes no sangue de serpentes que apresentam 

ações in vivo contra ações de PLA2. O αBjussuMIP reduziu ~30% a atividade enzimática de 

Asp49-BthTX-II e Asp49-PrTX-III, mas apenas ~10% a atividade da Asp49-CB de C. d. 

terrificus na proporção de 1:5 (inibidor:PLA2) (OLIVEIRA et al., 2008). Por sua vez, ensaios 

in vivo utilizando a mesma proporção inibidor:PLA2 mostraram que esse inibidor foi capaz de 

reduzir  em torno 65% do edema e 70% da atividade miotóxica causada por Lys49-PLA2. Em 

contrapartida, menor ação foi vista para Asp49-PLA2: redução de ~25% do edema e ~35% da 

atividade miotóxica causada por essas toxinas (OLIVEIRA et al., 2008). No entanto, não houve 

redução significativa da atividade enzimática da CB e esta não foi avaliada nos estudos in vivo 

(OLIVEIRA et al., 2008).  

Resultados similares também foram vistos com o BjMIP, um α-PLI de B. jararaca 

(SOARES et al., 2003). Soares e colaboradores verificaram que o BjMIP apresenta maior 

inibição sobre Lys49-PLA2 do que sobre Asp49-PLA2. Além disso, BjMIP não inibiu ação 

miotóxica da CB. Por sua vez, o rBaltMIP, a versão recombinante de um α-PLI de B. alternatus, 

inibiu de forma semelhante a miotoxicidade e o edema causado pelas Lys49-BthTX-I e Asp49-

BThTX-II (SANTOS-FILHO et al., 2016). Entretanto, foi utilizada maior proporção de 

inibidor: 2:1 (inibidor:toxina). Em um estudo anterior, não houve diferença estatística na 

miotoxicidade e edema induzidos por Lys49-BthTX-I e Asp49-BThTX-II na presença de 

rBaltMIP na proporção 1:5 (inibidor:toxina) (SANTOS-FILHO et al., 2014). 

Com relação aos γ-PLIs, o BoaγPLI de Boa constrictor, serpente popularmente 

conhecida como jiboia, diminuiu efeitos miotóxicos e edematogênicos de Asp49-PLA2 de C. d. 

terrificus e Lys49-PLA2 de B. jararacussu (RODRIGUES et al., 2020). A redução foi de ~10% 

em 30 min de experimentação, mas houve maior redução na área calculada sob a curva do 

gráfico. Outro γ-PLI, o γBjPLI de B. jararaca, reduziu a atividade enzimática, edematogênica 

(~30%) e mionecrótica (~50%) da PLA2 de C. d. terrificus (SERINO-SILVA et al., 2018). 

Entretanto, nesse estudo também é observado que o γBjPLI, por si só, causou um grande volume 

de edema assim como o γCdcPLI de C. d. collilineatus (GIMENES et al., 2014), o que não 

ocorreu com o rCdtPLI2.  

 Alguns animais fornecidos para o primeiro experimento estavam muito abaixo do peso 

e, por isso, foram mantidos por 10 dias no biotério para que crescessem e atingissem um peso 

maior. Sendo assim, optou-se por fazer um novo experimento com esses animais (peso médio 
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de 26,2 g, variando entre 23-30 g), mas utilizando metade da concentração de CTx-Cdc a fim 

de se evitar novas mortes dos camundongos. 

A Figura 2.38 mostra os resultados dos primeiros 60 min de experimento. Observa-se 

que houve uma pequena redução (~7%) durante 30 min iniciais no edema induzido pela CTx-

Cdc quando esta esteve na presença do inibidor deglicosilado (Figura 2.38). Já na área sob a 

curva, obteve-se uma redução de ~17%. Esses resultados indicam a possibilidade do rCdtPLI2 

deglicosilado apresentar ações in vivo contra a atividade da CTx-Cdc, devendo ainda ser 

repetido com um maior número de animais visto que foi realizada apenas uma avaliação 

preliminar.  

 
Figura 2.38 – Experimentação animal 2 da avaliação preliminar in vivo da inibição do edema causado pela 

CTx-Cdc. Para as amostras em que houve incubação da toxina com o inibidor, seguiu-se a proporção 1:1 

(inibidor:toxina). Os resultados foram comparados ao controle positivo de indução de edema (6,9x10-5 μmol de 

CTx-Cdc) e estão expressos como a média ± o desvio padrão, analisados por two-way ANOVA seguido do teste 

de comparações múltiplas de Bonferroni (*0,05<p≤0,01; ****p<0,0001). Abreviações: PLI deglic: PLI 

deglicosilado pela α-manosidade; PLI glic: PLI glicosilado. 

 

2.4.18 Propagação do vetor brCdtPLI2_pET-28a(+) para expressão do CdtPLI2 em E. 

coli 

 

Tendo em vista a interferência da glicosilação na atividade do rCdtPLI2 produzido P. 

pastoris, optou-se por expressar o inibidor de PLA2 em outro sistema heterólogo: a bactéria E. 

coli. O inibidor expresso nesse sistema será chamado de brCdtPLI2 (br = bacterial 

recombinant) apenas para diferenciação do inibidor produzido em levedura (rCdtPLI2), pois 

ambos apresentam a mesma estrutura primária.  
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Aproximadamente 30% dos produtos biofarmacêuticos disponíveis no mercado são 

provenientes de sistemas bacterianos (OVERTON, 2014). A produção de proteínas 

recombinantes em sistema de expressão procariótico apresenta como grandes vantagens uma 

cinética de crescimento muito rápida e um alcance de alta densidade celular nas culturas. Além 

disso, meios ricos e complexos podem ser feitos rapidamente a partir de componentes baratos 

e a transformação das células com o DNA exógeno é rápida e fácil (ROSANO; CECCARELLI, 

2014). 

O gene codificador do brCdtPLI2 foi clonado no vetor pET-28a(+), dando origem ao 

vetor recombinante brCdtPLI2_pET-28a(+), produzido pela empresa GenScript. Como foram 

entregues apenas 4 µg do vetor, células competentes de E. coli DH5α foram transformadas 

apenas para posterior propagação e multiplicação do plasmídeo. O plasmídeo foi extraído e o 

resultado visualizado através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 2.39).  

 

Figura 2.39 – Eletroforese em gel de agarose do vetor brCdtPLI2_pET-28a(+) após propagação e extração 

da E. coli DH5α. A corrida foi realizada sob voltagem constante de 90 V. GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo 

Scientific) foi usado como padrão de pares de bases. Abreviação: pb: pares de base. Poços: 1) marcador de pares 

de bases; 2) brCdtPLI2_pET-28a(+) (89,8 ng/µL); 3) brCdtPLI2_pET-28a(+) (89,1 ng/µL); 4) brCdtPLI2_pET-

28a(+) (64,8 ng/µL); e 5) brCdtPLI2_pET-28a(+) (68 ng/µL). 

 

No total, foram obtidos ~31 µg de brCdtPLI2_pET-28a(+). O vetor pET-28a(+) 

apresenta 5,4 kb. Com a inserção do gene que codifica o brCdtPLI2 entre os sítios de restrição 

das enzimas NcoI e XhoI, o seu tamanho aumentou para 6,2 kb. O vetor brCdtPLI2_pET-28a(+) 

apresenta um formato circular fechado e compacto e, por essa razão, migra de uma forma 
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diferente na malha do gel e não apresenta uma correspondência com seu tamanho real (ISHIDO; 

ISHIKAWA; HIRANO, 2010), como já discutido anteriormente para o vetor pPICZαA-

CdtPLI2. Sendo assim, a eletroforese em gel de agarose (Figura 2.39) mostra um excelente 

resultado para a extração do vetor clonado, mas não é possível a estimativa de seu tamanho por 

esse gel.  

 

2.4.19 Expressão e purificação do brCdtPLI2 em E. coli BL21(DE3)pLysS 

 

Diferentes linhagens de E. coli podem ser utilizadas na expressão de proteínas 

recombinantes (GOPAL; KUMAR, 2013). A linhagem BL21(DE3) apresenta o gene que 

codifica a polimerase T7 introduzido no seu genoma e, além disso, foram deletados os genes 

Lon e OmpT, que codificam duas proteases que degradam proteínas exógenas à célula (GOPAL; 

KUMAR, 2013). Por sua vez, a linhagem BL21(DE3)pLysS, além de apresentar os genes 

anteriores, apresenta também um plasmídeo que codifica a enzima lisozima, inibindo possível 

atividade residual da RNA polimerase T7  e favorecendo um maior controle da expressão ao 

prevenir a expressão gotejante (do inglês “leaky expression”) (GOPAL; KUMAR, 2013). 

Embora a E. coli não realize modificações pós-traducionais como as realizadas por 

leveduras (DALY; HEARN, 2005), esse fato pode representar uma vantagem na expressão do 

brCdtPLI2 uma vez que a glicosilação realizada pela P. pastoris no rCdtPLI2 interfere em sua 

atividade, como já discutido anteriormente. A indução da expressão do brCdtPLI2 em sistema 

bacteriano foi realizada em E. coli BL21(DE3)pLysS na presença de 0,5 mM de IPTG durante 

6 h e na temperatura de 18 °C. 

 Alíquotas do precipitado e do sobrenadante obtidos após a lise celular foram submetidos 

à avaliação de sua atividade inibitória frente a atividade enzimática da CB-Cdc (Figura 2.40). 

Grande inibição da atividade da CB-Cdc foi vista com ambas as amostras, indicando a presença 

no inibidor. Inicialmente, optou-se por isolar o inibidor do sobrenadante utilizando o mesmo 

protocolo de purificação já padronizado para o rCdtPLI2: cromatografia de afinidade em resina 

de níquel, filtração molecular e cromatografia de fase reversa (Figura 2.41).  
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Figura 2.40 – Inibição da atividade fosfolipásica pela cultura celular de E. coli BL21(DE3)pLysS. A CB-Cdc 

foi incubada com o brCdtPLI2 e o substrato NOB em 37 °C. A absorbância das amostras foi lida em 425 nm, tendo 

600 nm como referência após 60 min de incubação. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram 

comparados ao controle positivo (CB-Cdc) e estão expressos como a média ± o desvio padrão, analisados por 

ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Bonferroni (**p<0,01; ***p<0,001).  
 

Na cromatografia de afinidade o inibidor brCdtPLI2 foi eluído com a concentração de 

100 mM de imidazol (Figura 2.41A) e essa fração foi, então, submetida à etapa de filtração 

molecular para retirada do imidazol (Figura 2.41B). A proteína de interesse foi eluída entre 1,5-

3 mL. Os picos de absorbância em volumes de eluição superiores a 4,5 mL correspondem a 

saída do imidazol e outros sais que estavam presentes na amostra. Após a cromatografia de fase 

reversa (Figura 2.41C), o brCdtPLI2 foi isolado com sucesso. Todavia, após a remoção do 

solvente, ocorreu a formação de agregados insolúveis do brCdtPLI2 ou sua precipitação, 

fazendo com que a amostra não ficasse totalmente solúvel quando novamente em solução 

(dados não mostrados).  
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Figura 2.41 – Purificação do brCdtPLI2. A) Cromatografia de afinidade. SDS-PAGE 13,5% para visualização 

do resultado foi realizada sob 90 V. Nos poços estão indicadas as concentrações de imidazol para cada gradiente. 

As bandas de proteínas foram coradas por Coomassie Brilliant Blue G250, mas as imagens dos géis foram 

adquiridas em preto e branco pelo sistema Gel Doc™ EZ Gel Documentation e coloridas artificialmente pelo 
software Image Lab™. B) Filtração molecular na coluna HiTrap™ Desalting (5 mL, GE Healthcare) da fração 

contendo o brCdtPLI2. A coluna foi previamente equilibrada com TFA 0,05% e o inibidor eluído nessa mesma 

solução. C) Cromatografia de fase reversa da fração proveniente da filtração molecular (indicada pela seta) e que 

foi aplicada na coluna Jupiter® 5µ C4 300 Å (250 x 4,6 mm, Phenomenex) previamente equilibrada com TFA 

0,1%. A eluição das frações seguiu um gradiente de ACN (0-80%) em TFA 0,1%. As etapas B) e C) foram 

monitoradas pelo sistema Äkta pure (GE Healthcare) em 280 nm. Abreviações: E: efluente da cromatografia; P: 

precipitado do lisado celular; S: sobrenadante do lisado celular.  

 

Mesmo com a difícil solubilização do brCdtPLI2, sua ação inibitória foi avaliada frente 

à atividade enzimática da CB-Cdc (Figura 2.42) e verificou-se que o inibidor foi capaz de 

diminuir a atividade da toxina, muito embora fosse esperado uma redução mais relevante nessa 

atividade. É possível que o uso de solvente orgânico (acetonitrila) possa causar mudanças na 

estrutura do inibidor, levando ao prejuízo de sua função. 

A partir dos resultados obtidos anteriormente com o rCdtPLI2, observa-se que a 

glicosilação realizada pela P. pastoris, embora possa prejudicar sua atividade, tem importância 

fundamental na solubilidade do inibidor, favorecendo o seu processo de purificação. A presença 
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de domínios ricos em leucina confere um centro hidrofóbico adequado para ligações proteína-

proteína (BELLA et al., 2008) que poderiam facilitar a formação de agregados. Sendo assim, 

tem-se uma necessidade de otimizar protocolo de isolamento do brCdtPLI2 para que se evite a 

remoção do solvente na amostra, favorecendo as interações proteína-proteína e, 

consequentemente, a formação de agregados insolúveis. 

 

 
Figura 2.42 – Avaliação da inibição da atividade enzimática da CB-Cdc pelo brCdtPLI2. A CB-Cdc (1 μg) 

foi incubada com o brCdtPLI2 (1 ou 2 μg) e o substrato NOB (500 µM) em 37 °C. A absorbância das amostras foi 

lida em 425 nm, tendo 600 nm como referência, após 120 min de incubação. O ensaio foi realizado em triplicata 
e os resultados foram comparados ao controle positivo (CB-Cdc) e estão expressos como a média ± o desvio 

padrão, analisados por ANOVA seguido do teste de comparações múltiplas de Dunnett (*p<0,05; **p<0,01).
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O avanço das técnicas “ômicas” tem permitido o estudo de peçonhas animais e sua 

produção. Neste trabalho, foi realizado um estudo aprofundado do venoma da serpente C. d. 

terrificus e atestada a importância da utilização de diferentes bancos de dados para revelar os 

componentes produzidos na glândula de peçonha. O banco de dados contendo as sequências da 

análise transcriptômica forneceu uma visão verdadeiramente integrativa da peçonha dessa 

serpente. No entanto, essa integração está intrinsicamente relacionada à qualidade do banco de 

dados. Portanto, o uso de um banco de dados geral pode ajudar a completar algumas lacunas no 

proteoma que não foram cobertos devido à presença de fragmentos de sequências no banco de 

dados do transcriptoma. Neste estudo também foi verificado que existe uma grande diversidade 

de transcritos relacionados a componentes de peçonha, mas a serpente parece focar sua 

produção, pelo menos em um primeiro momento, àqueles componentes envolvidos na morte de 

sua presa (cadeias ácida e básica da crotoxina). Embora tenha sido revelada a presença de 

muitas classes de toxinas, a grande maioria da peçonha (~73% do proteoma) corresponde a 

apenas 7 transcritos identificados na biblioteca de cDNA, e o uso de técnicas mais sensíveis 

permitiu a descrição de novos componentes em serpentes do gênero Crotalus. 

Ademais, o inibidor de PLA2 CdtPLI-2 identificado na glândula de peçonha através da 

abordagem transcriptômica foi expresso com sucesso em dois sistemas heterólogos: P. pastoris 

e E. coli. Sua versão recombinante produzida em levedura (rCdtPLI2) não é reconhecida pelo 

soro anticrotálico comercial e apresenta várias glicosilações produzidas pela levedura. Estas 

glicosilações são responsáveis pela baixíssima atividade apresentada por esse inibidor. Porém, 

com a retirada do açúcar, o rCdtPLI2 deglicosilado se apresenta como uma molécula promissora 

para ser utilizado como um adjuvante na terapia do envenenamento, pois inibe ações de 

diferentes PLA2s de peçonhas de serpentes brasileiras de interesse médico. Por outro lado, sua 

versão bacteriana (brCdtPLI2) já é produzido em sua forma ativa, sem glicosilações, mas seu 

isolamento tem se mostrado uma tarefa desafiadora devido à baixa hidrossolubilidade desse 

inibidor, embora esse seja um aspecto possível de ser aperfeiçoado futuramente, visando a 

aplicação farmacológica desse componente.
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APÊNDICE – Distribuição dos transcritos da glândula de peçonha de C. d. terrificus seguindo 

a classificação de ontologia gênica (GO) 
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ANEXO A – Aprovação da etapa de experimentação animal para construção da biblioteca de 

cDNA da glândula de peçonha de C. d. terrificus. 
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ANEXO B – Aprovação do ensaio de atividade antiedematogênica do rCdtPLI2. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


