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RESUMO 

LIMA, EOV. Caracterização do perfil coagulotóxico dos venenos de Bothrops 
erythromelas e Bothrops leucurus. 2023. 105 p. Dissertação (Mestre em 
Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2023. 

No Brasil, as serpentes do gênero Bothrops são as responsáveis por causar a maior 

parte dos envenenamentos, e seus sintomas são principalmente a ação hemorrágica, 

inflamação aguda e distúrbios na coagulação. Apesar de historicamente o potencial 

coagulante dos venenos de serpentes ter sido analisado apenas pelo tempo de 

formação do coágulo, sabe-se que eles podem atuar em diversos pontos da cascata 

de coagulação. Tendo em vista esses aspectos, o objetivo deste trabalho foi 

caracterizar o perfil coagulotóxico dos venenos de Bothrops erythromelas e Bothrops 

leucurus e o potencial neutralizante do soro antibotrópico. Para isso, foram realizados 

testes de análise do perfil proteico, imunorreconhecimento, análise das atividades 

enzimáticas, ação do veneno sobre fatores específicos da cascata de coagulação, 

tromboelastometria e inibição das atividades pelo soro antibotrópico. A análise do 

perfil proteico apresentou padrão característico para cada espécie, evidenciando que 

as B. erythromelas têm maior concentração de metaloproteases em seus venenos 

enquanto as B. leucurus têm fosfolipases A2 em abundância. As amostras de veneno 

de B. erythromelas foram melhor reconhecidas pelo soro antibotrópico quando 

comparadas com as amostras de B. leucurus. Não houve diferenças entre as 

amostras de B. erythromelas e B. leucurus em relação as atividades enzimáticas 

testadas, porém o soro antibotrópico apresentou melhor inibição da atividade 

proteolítica das amostras de B. erythromelas. As amostras de B. leucurus tiveram 

maior atividade trombina-símile, e foram melhor neutralizadas pelo soro antibotrópico 

na ativação de Fator X. O veneno de B. erythromelas mostrou tendência de ser mais 

pró-coagulante sobre o plasma do que os venenos de B. leucurus, e o pool de veneno 

de ambas as espécies se mostrou mais pró-coagulante do que a média dos indivíduos. 

Por fim, o soro antibotrópico inibiu melhor o potencial coagulante das amostras de B. 

leucurus do que das amostras de B. erythromelas. Conclui-se que apesar dos venenos 

utilizados neste trabalho se mostrarem pró-coagulantes, possuem diferenças com 

relação à sua capacidade coagulante sobre a cascata de coagulação plasmática. 

Palavras-chave: Veneno; Serpentes do Nordeste; Cascata de coagulação; 

Tromboelastometria. 



 
 

ABSTRACT 

LIMA, EOV. Characterization of the coagulotoxic profile of Bothrops 

erythromelas and Bothrops leucurus venoms. 2023. 105 p. Dissertation (Master’s 

in biotechnology) – Institute of Biomedical Sciences, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2023. 

In Brazil, snakes of the genus Bothrops are responsible for most cases of 

envenomation, and the symptoms are mainly hemorrhagic action, acute inflammation 

and coagulation disorders. Although historically the coagulant potential of snake 

venoms has been analyzed only by the time of clot formation, it is known that they may 

act at several stages in the coagulation cascade. Bearing these aspects in mind, the 

objective of this work was to characterize the coagulotoxic profile of Bothrops 

erythromelas and Bothrops leucurus venoms and the neutralizing potential of 

antibothropic serum. To this end, tests were carried out to analyze the protein profile, 

immunorecognition, analysis of enzymatic activities, action of the venom on specific 

factors of the coagulation cascade, thromboelastometry and inhibition of activities by 

the antibothropic serum. The analysis of the protein profile showed a specific pattern 

for each species, showing that B. erythromelas has a high concentration of 

metalloproteases in their venoms, while B. leucurus has phospholipases A2 in 

abundance. B. erythromelas venom samples were better recognized by antibothropic 

serum when compared to B. leucurus samples. There were no differences between 

the samples of B. erythromelas and B. leucurus in relation to the enzymatic activities 

analyzed, however the antibothropic serum showed better inhibition of the proteolytic 

activity of the samples of B. erythromelas. B. leucurus samples had higher thrombin-

like activity and were better neutralized by antibothropic serum in activating Factor X. 

B. erythromelas venom presented a tendency to be more procoagulant on plasma than 

B. leucurus venoms, and the venom pool of both species was more procoagulant than 

the average of the individuals. Finally, antibothropic serum inhibited the coagulant 

potential of B. leucurus samples better than B. erythromelas samples. It is concluded 

that although the venoms used in this work are shown to be procoagulant, they have 

differences regarding their coagulant capacity on the plasmatic coagulation cascade. 

Keyword: Venom; Snakes of the Northeast; coagulation cascade; 

Thromboelastometry. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Um dos mecanismos mais fascinantes da evolução foi o surgimento de 

organismos peçonhentos. A técnica de envenenamento é muito eficiente para 

enfraquecer o adversário, seja ele predador ou presa. Existem cerca de 100.000 

espécies diferentes de seres peçonhentos, que estão distribuídos em diversos filos, 

como cordados, equinodermas, moluscos, anelídeos, artrópodes e cnidários. Dentre 

esses animais, as peçonhas mais estudadas são as dos cordados, mais 

especificamente, das serpentes. A atenção maior que a comunidade científica atribui 

aos venenos de serpentes deve-se ao seu elevado risco contra a saúde humana 

(CALVETE, 2009). 

Apesar de fascinantes, a picada por serpentes peçonhentas é um problema de 

saúde pública, sendo classificada como uma doença tropical negligenciada pela OMS 

(Organização mundial de Saúde) (WHO, 2023). No Brasil, de acordo com o Ministério 

da Saúde (BRASIL, 2023), em 2021 foram registrados 29.340 casos de acidentes 

ofídicos, que resultaram em 143 óbitos (dados mais recentes disponibilizados, em 

consulta realizada em 06 de fevereiro de 2023). O baixo número de óbitos, em 

comparação ao elevado número de acidentes, é resultado da eficácia da soroterapia, 

sendo este o único tratamento disponível para o envenenamento por animais 

peçonhentos (GUTIÉRREZ et al., 2017). Além disso, estima-se que no Brasil mais de 

50% dos acidentes ofídicos sejam causados por serpentes não-peçonhentas 

(KASTURIRATNE et al., 2008).  

Em território nacional, existem apenas quatro gêneros de serpentes 

peçonhentas medicamente importantes, que são as Bothrops, Crotalus, Lachesis e 

Micrurus. Dessas serpentes, a que mais causa acidentes são as serpentes do gênero 

Bothrops, com aproximadamente 90,5% dos acidentes em território brasileiro durante 

o ano (BRASIL, 2023). Esse elevado número de acidentes pode ser devido a ampla 

distribuição geográfica das espécies pertencentes a esse gênero, que pode se 

espalhar por quase todo o território brasileiro (CARDOSO et al., 2009). 

Esses acidentes não ocorrem de forma igualitária por todo território brasileiro, 

a região do país com a maior incidência de acidentes ofídicos (número de 

casos/100.000 habitantes) é a Norte (48,8), seguida da Centro-Oeste (18,2), Nordeste 

(12,4), Sul (8,1) e Sudeste (6,2). Porém, o número de óbitos não segue esse padrão, 
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sendo a região Nordeste a primeira (com 40 óbitos), seguida da Norte (24), Sudeste 

(20), Centro-Oeste (12) e Sul (8) (BRASIL, 2023). 

O envenenamento por picada de serpentes acomete principalmente pessoas 

que vivem em zonas rurais (WHO, 2023). De acordo com o PNAD (Pesquisa Nacional 

por Amostra Domiciliar) de 2015, 15,28% da população brasileira vive em zonas 

rurais, sendo no Nordeste a maior concentração de pessoas que vivem dessa 

maneira, representando que 26,88% da população nordestina pertence a área rurais 

(IBGE, 2015). 

Observando o IDH (Índice de Desenvolvimento Humano) das regiões do Brasil, 

o Nordeste apresenta o pior índice, com o valor médio de 0,659, sendo que nenhum 

estado nordestino apresenta valor maior que 0,7 (IBGE, 2010). Unindo esses fatores 

apresentados, é possível afirmar que o Nordeste é a região mais vulnerável a picadas 

de serpentes que podem evoluir para casos mais sérios, seguindo a definição 

apresentada pela OMS (WHO, 2023) e corroborando os dados apresentados acima 

provenientes do Ministério da Saúde (IBGE, 2015). 

Apesar da OMS afirmar que o tratamento com o soro antiofídico é custoso, em 

território brasileiro ele é produzido por algumas instituições governamentais (Instituto 

Butantan em São Paulo, Instituto Vital Brazil no Rio de Janeiro, Fundação Ezequiel 

Dias em Minas Gerais e Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos no 

Paraná) e amplamente distribuído de forma gratuita pelo Sistema Único de Saúde 

(SUS). Atualmente o tratamento com soro antiofídico é o único tratamento para esse 

problema de saúde, por isso existe grande investigação para implementar e melhorar 

a eficácia do tratamento já existente (SANTOS-FILHO, 2012). 

O soro antibotrópico (utilizado para tratamento de acidentes causados por 

animais do gênero Bothrops) é feito a partir de um pool de venenos de 5 espécies 

desse gênero (B. jararaca, B. alternatus, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi 

(INSTITUTO BUTANTAN, 2022), sendo que dessas 5 apenas as espécies B. moojeni 

e B. neuwiedi se distribuem pelo nordeste brasileiro (CARDOSO et al., 2009).  

Porém, no Nordeste brasileiro também existem serpentes do gênero Bothrops 

que não estão contemplados no pool de venenos citado acima, que são as B. 

erythromelas e B. leucurus (Figura 1). As B. erythromelas, conhecidas também como 

jararaca-da-seca, ocupam as regiões da caatinga e possuem pequeno porte (cerca 

de 50 cm de comprimento). Já as B. leucurus ocupam as zonas de mata, desde a 

Paraíba até norte do Espírito Santo, e têm porte avantajado (chegando até 1,7 m de 
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comprimento). Esses fatores combinados levam a acreditar que a B. leucurus seja a 

espécie de serpente com maior importância médica do nordeste brasileiro 

(MELGAREJO, 2009). 

 

Figura 1 - Mapa da distribuição geográfica das serpentes. As manchas representam a 
distribuição de B. erythromelas (verde) e de B. leucurus (amarelo). Mapa confeccionado em 
programa QGis (v. 3.10.1) e as serpentes foram fotografadas pelo colaborador Dr. Sávio 
Sant’Anna. 

 

As toxinas que compõem os venenos de serpentes são importantes para a 

digestão dos alimentos, uma vez que estes são ingeridos inteiros (CHIPPAUX et al., 

1991; MEBS, 2001). As principais funções dessas toxinas são imobilizar, paralisar e 

matar a presa, para que a mesma possa ser ingerida de maneira segura (RICHARDS; 

BARLOW; WÜSTER, 2012). O estudo dos venenos de serpentes constitui uma área 

da pesquisa biomédica importante, principalmente em virtude de algumas de suas 

ações, tais como, neurotóxica, hemorrágica e em lesões tissulares (RAMÍREZ; 

FLETCHER; POSSANI, 1990). 

O envenenamento causado pelas serpentes do gênero Bothrops são 

caracterizados por dano tecidual local (como edema, hemorragia e necrose) e efeitos 



28 
 

sistêmicos, que resultam principalmente em distúrbios hemostáticos (FRANÇA; 

MÁLAQUE, 2009). Essas atividades fisiopatológicas são extremamente complexas e 

podem, usualmente, ser atribuídas a componentes específicos. No entanto, diferentes 

toxinas podem atuar sinergicamente e uma única toxina pode apresentar diversas 

atividades (FRANÇA; MÁLAQUE, 2009). 

Acredita-se, no entanto, que os distúrbios hemostáticos causados pelos 

venenos de uma grande variedade de espécies de serpentes desempenhem um papel 

central na fisiopatologia do envenenamento e na captura da presa (SANTORO et al., 

2008). Nesse sentido, a coagulotoxicidade de venenos ofídicos corresponde a um dos 

efeitos sistêmicos mais importantes, entretanto, é também o mais desafiador de ser 

estudado e caracterizado, devido à dificuldade inerente de trabalhar com cascatas 

enzimáticas sanguíneas (SOUSA et al., 2018). 

Aproximadamente 90% do peso seco dos venenos são constituídos por 

proteínas que têm atividade enzimática (metaloproteases, serino proteases, L-

aminoácido oxidases, fosfolipases e fosfodiesterases) ou que são desprovidas de 

atividade enzimática (desintegrinas, lectinas, miotoxinas, neurotoxinas, fatores de 

crescimento neural e endotelial, inibidores do tipo Kunitz, proteínas secretoras ricas 

em cisteína) (CALVETE; JUÁREZ; SANZ, 2007; FRY, 2005; JUÁREZ; SANZ; 

CALVETE, 2004; MARKLAND, 1998; NICOLAU et al., 2017; SERRANO et al., 2005). 

Apesar das funções de cada um destes componentes, bem como sua interação no 

envenenamento humano, ainda não estarem totalmente elucidadas (WARRELL, 

1989), algumas famílias de proteínas são conhecidas por possuírem propriedades 

coagulantes.  

As serinoproteases (SVSP) contêm um resíduo de serina no sítio ativo, que é 

estabilizado pela presença de histidina e de ácido aspártico (SERRANO; MAROUN, 

2005). Embora homogênea em suas características estruturais, as serinoproteases 

de venenos podem apresentar uma grande diversidade de perfis farmacológicos, 

atuando em diversos componentes da cascata da coagulação sanguínea e nos 

sistemas fibrinolítico e calicreína-cinina (VILCA-QUISPE et al., 2010).  

Dentro da família de serinoproteases, existem as enzimas com atividade 

semelhante a trombina, conhecidas como thrombin-like ou trombina-símile. Essas 

enzimas agem diretamente sobre o fibrinogênio, causando a liberação das fibrinas, 

porém, o coágulo formado pela ação das trombina-símile é frouxo, uma vez que essas 
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enzimas não conseguem ativar o Fator XIII da cascata de coagulação (BRAUD; BON; 

WISNER, 2000), responsável pela estabilização do coágulo (SILVERTHORN, 2007).  

As metaloproteases (SVMP) são enzimas que dependem de íons metálicos 

para serem ativadas. Metaloproteases de venenos de serpentes são associadas à 

hemorragia, à mionecrose, aos danos ao tecido epitelial e às reações que se 

manifestam na forma de inflamação ou edema (GOMES et al., 2011; GUTIÉRREZ et 

al., 2009; TEIXEIRA et al., 2005). Além disso, as metaloproteases podem apresentar 

efeitos anti ou pró-coagulantes, pois podem hidrolisar o fibrinogênio de maneira 

inespecífica, inviabilizando a liberação de fibrinas, ou podem atuar ativando o Fator X 

da cascata de coagulação (CARDOSO et al., 2009; LATINOVIĆ et al., 2020).  

As metaloproteases são divididas em 3 classes, as do tipo P-I, P-II e P-III. A 

classe P-I é caracterizada por conter apenas o domínio metaloprotease e, em geral, 

têm baixa massa molecular (20-30 kDa); a classe P-II inclui um domínio desintegrina, 

que pode se desligar do complexo, gerando desintegrinas que inibem a agregação 

plaquetária, e sua massa molecular pode variar de 30-60 kDa; as metaloproteases P-

III têm alta massa molecular (60-100 kDa), são as mais hemorrágicas desta família de 

proteínas e contêm, além dos domínios metaloprotease e desintegrina, domínios ricos 

em cisteína. A classe P-III subdivide-se em P-IIIa, a metaloprotease P-III em sua forma 

monomérica sem ter sofrido modificações pós-traducionais, P-IIIb, formada após o 

processo de proteólise entre os domínios desintegrina e rico em cisteína, P-IIIc, esta 

enzima em sua forma dimérica, e P-IIId, contendo dois domínios extra de lectina tipo 

C (FOX; SERRANO, 2008; KANG et al., 2011; TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012). 

As fosfolipases A2 (PLA2) são consideradas uma superfamília de enzimas com 

diversos grupos e subgrupos (I a XVI), que hidrolisam especificamente a ligação éster 

sn-2 de fosfolipídios produzindo lisofosfolipídios e ácidos graxos. De acordo com sua 

estrutura primária e padrão das pontes dissulfeto, as PLA2 dos venenos de serpentes 

são classificadas em grupo I, predominantes em venenos de elapídeos, e grupo II, 

mais comuns nos viperídeos (SIX; DENNIS, 2000). As PLA2 do grupo II, por sua vez, 

podem ser classificadas em função do tipo de aminoácido presente na posição 49 do 

sítio catalítico (SOARES; GIGLIO, 2003). As PLA2 catalicamente ativas possuem um 

ácido aspártico na posição 49, quando esse aminoácido é substituído, geralmente, 

por uma lisina, apresentam nenhuma atividade catalítica (KINI, 2003). 

As PLA2 exercem uma variedade de efeitos tóxicos e farmacológicos que 

incluem ação neurotóxica, miotóxica, hemolítica, edematogênica, pró-inflamatória, 
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hipotensiva, pró ou antiagregante plaquetária, anticoagulante e citotóxica 

(GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1995). A sua ação anticoagulante está relacionada a sua 

capacidade de degradar os fosfolipídeos necessários para a formação dos complexos 

tenase e protrombinase e por sua capacidade de ligação com o Fator Xa, causando 

sua inibição (KINI, 2003). 

Desde a década de 80, a maneira mais utilizada de avaliar a atividade 

coagulante dos venenos de serpentes é por meio da determinação de sua “Dose 

Mínima Coagulante” (DMC), definida por Theakston e Reid (1983) como a menor 

quantidade de veneno capaz de coagular uma solução padronizada de fibrinogênio 

ou plasma citratado em 60 segundos a 37 °C. 

Apesar de muito utilizada em todo o mundo e, por se tratar de uma metodologia 

padronizada há décadas, permitir a comparação de resultados gerados por diferentes 

grupos de pesquisa, o único parâmetro avaliado na DMC é o tempo de coagulação. 

Quando determinada utilizando plasma citratado, não é possível identificar em qual 

enzima específica da cascata de coagulação o veneno em estudo está agindo. Por 

outro lado, quando determinada utilizando o fibrinogênio isolado, apesar de sabermos 

o substrato das toxinas do veneno, não sabemos o padrão de clivagem do mesmo. 

Uma nova abordagem para caracterizar a coagulotoxicidade dos venenos de 

serpentes foi estabelecida e está sendo empregada para caracterizar esse aspecto 

do envenenamento em diferentes espécies de serpentes (DEBONO et al., 2019b, 

2019a, 2019c; SOUSA et al., 2018; YOUNGMAN et al., 2019). Essa nova abordagem 

avalia não apenas o tempo de coagulação como end point, mas também a velocidade 

de sua formação e sua resistência. Ainda, avalia a atividade dos venenos sobre 

componentes específicos do sistema hemostático e sua dependência do cálcio e de 

fosfolipídeos. Esses parâmetros permitem a caracterização de variações inter- e 

intraespecíficas relacionadas à atividade coagulante (ou anticoagulante) dos venenos 

de serpentes, mesmo que sutis. 

Apesar das evidências venômicas indicarem que os venenos de serpentes são 

compostos por um número limitado de famílias de toxinas (predominantemente 

metaloproteases, serinoproteases e fosfolipases A2), ainda existe certa preocupação 

a respeito da eficiência dos soros antiveneno no tratamento de envenenamentos 

envolvendo espécies de serpentes cujo veneno não é incluído no pool de venenos 

utilizado para a imunização dos cavalos para a produção do soro antiveneno (SOUSA 

et al., 2018). Consequentemente, como a composição dos venenos varia 
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consideravelmente entre espécies e entre populações de uma mesma espécie, a 

eficácia do antiveneno também pode variar em função das variações intra- e 

interespecíficas (AMAZONAS et al., 2018; LOMONTE et al., 2014; ROGALSKI et al., 

2017). 

Tendo em vista a relevância das espécies para a saúde pública, a não 

contemplação das espécies que compõem o pool de veneno para a produção do soro 

antribotrópico e o alto número de óbitos da região Nordeste, a realização de um estudo 

a fim de caracterizar o perfil coagulotóxico dos venenos de B. erythromelas e B. 

leucurus e sua neutralização pelo o antiveneno produzido é de extrema importância. 

 

  



32 
 

2. OBJETIVOS 

  

Para a realização do trabalho, foram adotados os seguintes objetivos.  

2.1. Objetivo geral 

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar o perfil coagulotóxico de duas 

espécies de serpente do nordeste brasileiro, a Bothrops erythromelas e a Bothrops 

leucurus, e avaliar o potencial neutralizante do soro antibotrópico em relação à 

atividade coagulotóxica dessas duas espécies.  

2.2. Objetivos específicos 

Para a realização desse trabalho, foram realizados os seguintes objetivos 

específicos: 

• Caracterização do perfil proteico das amostras de veneno; 

• Caracterização do perfil de imurreconhecimento das amostras de 

veneno pelo soro antibotrópico; 

• Análise das atividades enzimáticas das amostras de veneno e sua 

neutralização pelo soro antibotrópico;  

• Análise sobre fatores da cascata de coagulação das amostras de veneno 

e sua neutralização pelo soro antibotrópico; 

• Determinação da Dose Pró-Coagulante 50% das amostras de veneno;  

• Determinação da Dose Efetiva 50% da atividade coagulante das 

amostras de veneno.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

  

 A fim de cumprir os objetivos listados acima, foram realizadas as seguintes 

metodologias. 

3.1. Material biológico (venenos e plasma) 

Os venenos foram extraídos de espécimes de B. erythromelas e B. leucurus 

mantidos em cativeiro no Laboratório de Herpetologia do Instituto Butantan. Os 

mesmos foram obtidos por meio da extração manual conforme a padronização do 

Laboratório de Herpetologia do Instituto Butantan, aprovada pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB). Após a extração, os venenos 

foram centrifugados a 2000 x g por 15 min a 4 ºC, liofilizados e armazenados a –20 

ºC até o momento da análise. 

O plasma humano foi coletado de doadores saudáveis, sem problemas de 

coagulação pré-existente, mediante aprovação pela Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa (CONEP) (CAAE 43560620.0.0000.5493). Foram utilizados sistemas de 

coleta de sangue a vácuo, composto com vacutainer e tubo tratado com tampão citrato 

trissódico (3,2%). O plasma humano foi obtido após centrifugação a 3000 x g durante 

20 min a 24 °C. As amostras de plasma foram mantidas a - 80°C.   

3.2. Caracterização do perfil proteico das amostras de veneno 

 Para a caracterização do perfil proteico das amostras de veneno, foram 

realizados testes de dosagem de proteínas, eletroforese em gel de poliacrilamida 

contendo SDS e cromatografia líquida de alta performance.   

3.2.1. Dosagem de proteínas 

Um mg de veneno liofilizado foi ressuspendido em 1 mL de solução salina 

0,85% e o conteúdo proteico das amostras foi determinado pelo método de Bradford 

(1976), utilizando-se o reagente BioRad Protein Assay (BioRad). A determinação da 

concentração de proteínas foi realizada por meio de uma curva-padrão, utilizando-se 

soroalbumina bovina (BSA) (Sigma) como padrão. 

3.2.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) 

O perfil proteico dos venenos foi analisado por meio de SDS-PAGE. As 

amostras dos venenos foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 
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15%, de acordo com Laemmli (1970). Por canaleta, foram aplicados 20 μg de proteína. 

Os géis de poliacrilamida foram corados utilizando-se Coomassie G, de acordo com 

as recomendações do fabricante (GE Healthcare). 

3.2.3. Cromatografia liquida de alta performance (HPLC) 

Setenta e cinco μg de veneno liofilizado diluídos em 75 μL de NaCl 0,85% (1 

mg / 1 mL) foram centrifugados por 10 min a 4 °C. O sobrenadante resultante foi então 

aplicado em uma coluna C18 (Teknokroma Europa - 0,4 cm x 25 cm, partículas de 5 

μm e poros de 300 Å) no sistema JASCO. Foram utilizadas duas soluções, a primeira 

delas composta por ácido trifluoracético (TFA) 0,1% (solução A) e a segunda 

acetonitrila 95% contendo TFA 0,1% (solução B). As proteínas foram eluídas usando 

o seguinte gradiente: nos primeiros 5 min foi injetada no sistema a solução B a uma 

concentração de 5% em solução A; seguido por um aumento de 5 para 25% da 

solução B por 10 min; em seguida, um aumento de 25 para 45% da solução B por 60 

min; um aumento de 45 a 70% da solução B por 10 min; e, finalmente, um aumento 

de 70 para 100% da solução B nos últimos 10 min (CALVETE et al., 2011).  

3.3. Caracterização do perfil de imunorreconhecimento das amostras de veneno 

 Para caracterizar o perfil de imunorreconhecimento das amostras, os venenos 

foram submetidos a ensaios de Western blotting e ELISA. 

3.3.1. Western blotting 

Os venenos foram submetidos a SDS-PAGE 15% (conforme item 3.2.2. deste 

trabalho) e em seguida as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose (Hybond-P, GE Healthcare) em sistema de transferência Semi-Dry (GE 

Healthcare) por 35 min com voltagem constante (20 V). As membranas foram então 

incubadas com solução bloqueadora (leite desnatado em pó 5%) contendo Tween 20 

0,1% por 15 horas a 4°C. Em seguida, as mesmas foram incubadas com o soro 

antibotrópico (lote: 190177-08/22) (1:2.000 v/v) em solução bloqueadora por 2 horas 

à temperatura ambiente. As membranas foram então incubadas com o conjugado 

imunoenzimático (anti-IgG equino conjugada com peroxidase) (Sigma) diluído 1:5.000 

por 2 horas à temperatura ambiente. A reação foi revelada adicionando-se substrato 

cromogênico, composto por 3,3-‘diaminobenzidina (tetra-hidrocloreto), tampão 
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imidazol 0,1 M, CoCl2 0,2 M e H2O2 30%. A reação foi interrompida pela adição de 

água corrente (HARLOW, 1989). 

3.3.2. ELISA 

Placas de microtitulação foram sensibilizadas com 20 μg dos venenos em 

estudo (100 μL) por 15 horas a 4°C. As placas foram então bloqueadas com 200 μL 

de tampão carbonato (Na2CO3 34 mM e NaHCO3 15 mM) contendo soroalbumina 

bovina 3% por 1 hora a 37°C. Em seguida, foi aplicada uma diluição seriada do soro 

antibotrópico (lote: 190177-08/22) em tampão de incubação leite desnatado em pó 1% 

Tween 20 0,05% diluído em PBS pH 7,4 (100 μL/poço) e incubada novamente por 1 

hora a 37 °C em câmara úmida. Em seguida, as placas foram incubadas com o 

segundo anticorpo (anti-IgG equino conjugado com peroxidase) (1: 10.000) (100 μL). 

Após 1 hora a 37°C, a reação foi revelada pela adição de 100 μL da mistura 

cromógena e substrato da enzima (1 mg de orto-fenilenodiamino/mL em tampão 

citrato de sódio 0,2 M pH 5,0, contendo 0,01% de H2O2). A reação foi interrompida 

após 5 min pela adição de 50 μL de H2SO4 30% e a leitura da absorbância a 492 nm 

foi realizada em leitor de placas Spectra Max i3 (Molecular Devices) (HARLOW, 1989). 

3.4. Determinação das atividades enzimáticas 

 A fim de determinar as atividades enzimáticas que podem possuir influência 

sobre a cascata de coagulação, foram avaliadas duas atividades, a atividade de 

fosfolipases A2 e atividade proteolítica sobre a azocaseína.   

3.4.1. Determinação da atividade enzimática de fosfolipases A2 

A atividade fosfolipásica foi determinada de acordo com Holzer e Mackessy 

(1996). Em placas de microtitulação, 20 μg de veneno ressuspendido em solução 

salina 0,85% (20 μL) foram incubados com tampão Tris-HCl 10 mM, CaCl2 10 mM, 

NaCl 100 mM, pH 8,0 (200 μL) e com o substrato NOBA (ácido 4-nitro-3-[octanoyloxy] 

benzoico 4,16 mM diluídoem acetonitrila) (20 μL) por 20 min a 37 ºC. A absorbância 

da reação foi mensurada em leitor de placas Spectra Max i3 (Molecular Devices) 

utilizando-se o comprimento de onda de 425 nm. Uma unidade (U) de atividade 

enzimática foi definida como a quantidade de veneno que causa a liberação de 25,8 

nM de cromóforo. É definido que o aumento de 0,1unidade de absorbância 

corresponde a 25,8 nM de cromóforo liberado. A atividade específica foi expressa 
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como unidades por miligrama de proteína por minuto (U/mg/min). Os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

3.4.2. Atividade proteolítica sobre a azocaseína 

A atividade proteolítica sobre a azcaseína foi determinada conforme descrito 

por Antunes e colaboradores (2010), com modificações. Em um microtubo foram 

adicionados 10 μL de solução de veneno (1 mg/mL) e 85 μL de uma solução de 

azocaseína 4,25 mg/mL (Sigma) solubilizada em solução tampão Tris-HCl 100 mM 

CaCl2 10 mM pH 8,8. A mistura foi incubada por 90 min a 37 °C. A reação foi 

interrompida pela adição de 200 μL de ácido tricloroacético (TCA) 5%. Em seguida, 

as amostras foram centrifugadas a 1700 x g por 5 min a 4 °C e a absorbância dos 

sobrenadantes com adição e 100 μL de NaOH 0,5M foi mensurada em leitor de placas 

utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm. Uma unidade (U) de atividade 

enzimática foi definida como a quantidade de veneno que causa um aumento de 0,005 

unidade de absorbância a 450 nm. A atividade específica foi expressa como unidades 

por miligramas de proteína (U/min/mg). 

3.5. Caracterização do perfil coagulotóxico 

 A fim de caracterizar o perfil coagulotóxico das amostras de veneno, foram 

realizados testes de atividade de trombina-símile, ativação de fator X, degradação 

do fibrinogênio e a tromboelastometria.  

3.5.1 Atividade trombina-símile 

A atividade amidolítica direta das amostras de veneno sobre o substrato 

cromogênico S-2238 (Chromogenix), específico para trombina, foi avaliada de acordo 

com as recomendações do fabricante. Para este ensaio, 5 μL de veneno (1 mg/mL, 

em solução salina 0,85%) foram adicionados a 10 μL do substrato cromogênico S-

2238 (H-D- Phe-PIP-Arg-pNA⋅2HCl) (5,6 mM) e 90 μL de tampão Tris 50 mM pH 7,4 

e a reação foi monitorada a 405 nm por 5 min a 37 °C. 

3.5.2. Ativação do Fator X 

A capacidade de ativação do FX foi avaliada utilizando o substrato cromogênico 

S-2765 (N-α-Z-D-Arg-Gly-Arg- pNA 2HCl) (Chromogenix), específico para FX ativado 

(FXa), de acordo as recomendações do fabricante. Para este ensaio, a reação foi 

composta por 25 μL de veneno (1 mg/mL, em solução salina 0,9%), 2,5 μL de FX (8 
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μg/mL) (Haematological Technologies), 10 μL de CaCl2 10 mM, e tampão Tris 50 mM 

pH 7,4. A hidrólise do substrato cromogênico S-2765 foi monitorada a 405 nm por 10 

min a 37 °C. A ação direta das amostras sobre o substrato foi monitorada a 405 nm, 

por 10 min, pela incubação das mesmas a 37 °C, na ausência de FX. 

3.5.3. Degradação do fibrinogênio 

A clivagem específica do fibrinogênio pelos venenos foi determinada conforme 

descrito por Peichoto e seus colaboradores (2007), com algumas modificações. 

Duzentos microlitros de fibrinogênio bovino (2 mg/mL) foram incubados com 10 μg de 

veneno a 37 °C. Em intervalos fixos de tempo (5 min, 30 min e 90 min), alíquotas 

foram retiradas dessa mistura e desnaturadas e reduzidas por meio de fervura por 7 

min em tampão desnaturante para SDS-PAGE (SDS 4%, glicerol 20% e β-

mercaptoethanol 20%). Em seguida as amostras foram submetidas a SDS-PAGE 12% 

(item 3.2.2) e os géis foram corados utilizando-se Coomassie G, de acordo com as 

recomendações do fabricante (GE Healthcare).  

Para avaliar a degradação do fibrinogênio, os géis foram submetidos à análise 

por densitometria pelo programa Gel Analyzer (v. 19.1). A densidade das bandas das 

três cadeias do fibrinogênio de uma amostra controle foi mensurada e considerada 

como 100%. Foi então criada uma escala de degradação das cadeias do fibrinogênio, 

sendo o nível 5 correspondente a bandas com intensidade de 100%, nível 4 com 

intensidade entre 99 e 75%, nível 3 entre 74 e 50%, nível 2 entre 49 e 25%, nível 1 

entre 24 e 1% e nível 0 com cadeia totalmente clivada.   

Adicionalmente, também foram realizados testes do potencial de neutralização 

pelo soro antibotrópico e pelo EDTA 0,5 M (ácido etilenodiamino tetra-acético). As 

amostras de venenos foram pré-incubadas com soro antibotrópico ou com EDTA 0,5 

M (5 μL) por 2 min a 37 °C. Após esse período, a mistura foi adicionada ao fibrinogênio 

bovino (200 μL) e o teste seguiu como descrito acima.  

3.5.4. Tromboelastometria 

Os ensaios de coagulação com as amostras de veneno foram realizados 

seguindo os protocolos descritos por Prezoto e seus colaboradores (2018) e Whiting 

e Dinardo (2014), com modificações. O parâmetro de tempo de início da cascata de 

coagulação (CT) do perfil ROTE foi avaliado em um sistema de quatro canais 

(Pentapharm) a 37 °C, de acordo com as instruções do fabricante para o método 
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ROTEM com ativação da via intrínseca da coagulação (ensaio INTEM). O ensaio foi 

finalizado após a formação da rede de fibrina (CFT). 

Para a determinação da Dose Pró-Coagulante 50% (DP50) (definida como a 

menor dose de veneno capaz de diminuir o tempo de coagulação do plasma humano 

calcificado pela metade do seu tempo de recalcificação), quantidades crescentes de 

veneno foram diluídas em solução salina 0,9% (NaCl) (60 μL) e adicionados a uma 

solução de CaCl2 200 mM (20 μL) e plasma humano (260 μL). O parâmetro utilizado 

para a determinação da DP50 foi o início da cascata de coagulação (CT). 

Para a determinação da Dose Efetiva 50% (DE50) (definida como a quantidade 

de soro necessária para prolongar o tempo de coagulação até a metade do intervalo 

entre a DP50 e o tempo de recalcificação do plasma humano), foram utilizadas as 

DP50 de cada veneno e foram adicionadas doses fixas (0,05 μL, 0,1 μL e 0,5 μL) do 

soro antibotrópico (lote: 190177-08/22). O parâmetro utilizado para a determinação da 

DE50 foi o início da cascata de coagulação (CT). 

3.6. Soroneutralização 

Como descrito anteriormente, o soro antibotrópico produzido pelo Instituto 

Butantan é resultado da hiperimunização de cavalos com um pool de venenos de 5 

espécies do gênero Bothrops, sendo B. jararaca (50%), B. alternatus (12,5%), B. 

jararacussu (12,5%), B. moojeni (12,5%) e B. neuwiedi (12,5%). O antiveneno é 

composto por fragmentos solúveis de IgG F(ab’)2 e a potência determinada pelo 

fabricante é: 1 mL de soro antibotrópico neutraliza pelo menos 5 mg do veneno 

botrópico de referência nacional (INSTITUTO BUTANTAN, 2022). 

A soroneutralização foi avaliada nos ensaios de atividade proteolítica sobre a 

azocaseína (item 3.4.1), atividade de trombina-símile (item 3.5.1), ativação de Fator X 

(3.5.2) e degradação do fibrinogênio (item 3.5.3). Na maioria dos ensaios, os venenos 

foram pré-incubados com o soro antibotrópico (a 37 °C por 2 min), utilizando a 

proporção indicada pelo fabricante (sendo 1 mL de soro para 5 mg de veneno 

(INSTITUTO BUTANTAN, 2022). No ensaio de atividade de trombina-símile foi 

utilizada uma dose dez vezes maior do que a recomendada pelo fabricante (10 mL de 

soro para 5 mg de veneno), determinada por meio de ensaio piloto.  
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4. RESULTADOS 

 Para maior praticidade, as espécies estudadas aqui são representadas por 

siglas, sendo B. erythromelas as Be, B. leucurus as Bl e B. jararaca a Bj. 

4.1. Análise do perfil proteico das amostras de veneno 

Para avaliar o teor proteico das amostras utilizadas para este estudo foram 

realizados testes de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) 

(Figura 2) e cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC) 

(Figura 3). Esses resultados foram depois comparados com dados da literatura (ver 

item 5 desse trabalho). 

 

Figura 2 - Perfil proteico das amostras de veneno em eletroforese em gel de 
poliacrilamida contendo SDS (15%). Foram aplicados 20 µg de proteína de veneno por 
canaleta. Cada linha representa o perfil proteico individual de cada espécime utilizado, 
separado por espécie. As amostras foram analisadas em condições redutoras (com adição do 
agente 2-Mercaptoetanol) e não redutoras. O marcador de massa molecular (BioRad) está na 
primeira linha de cada gel.  

 

 Os perfis proteicos evidenciados na figura 2 por SDS-PAGE apresentaram 

algumas diferenças, como variações intra e interespecíficas. Em relação aos géis de 

amostras em condições redutoras, observou-se pouca variação individual, sendo elas 

em grande maioria com relação a diferenças de intensidade de bandas.  
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Porém, alguns pontos merecem atenção, como o indivíduo 2 de Be que 

apresenta duas bandas, uma entre 25 e 37 kDa e a outra entre 10 e 15 kDa, ambas 

são mais evidentes nesse indivíduo sendo que elas são pouco perceptíveis nas 

demais amostras de veneno desta espécie. Já em Bl os indivíduos 3, 4, 11 e 12 

apresentam maior quantidade de brandas entre 37 e 50 kDa do que os demais.  

Apesar dessa baixa variação individual apresentada nos géis sob condições 

redutoras, o perfil eletroforético apresentou variações em relação às espécies 

estudadas. Na região entre 10 e 15 kDa as amostras de Be apresentam maior riqueza 

no número de bandas com relação às amostras de Bl, porém as amostras de Bl 

apresentam uma banda mais intensa nessa mesma região quando comparadas às 

amostras de Be.  Já na região entre 25 e 37 kDa as amostras de Bl apresentaram 

maior riqueza de bandas do que as Be. A região entre 50 e 75 kDa é de grande 

intensidade nas amostras de Be e o mesmo não é observado em Bl.  

O perfil apresentado pelo pool de venenos de Bj mostrou um perfil 

“intermediário” mostrando semelhanças tanto com Be quanto com Bl. Por exemplo, o 

veneno de Bj mostra uma intensidade semelhante às Be na região entra 50 e 75 kDa, 

porém na região entre 10 e 15 kDa a intensidade das bandas apresenta maior 

similaridade com Bl. 

Já nos géis de amostras sob condições não redutoras as variações individuais 

são mais acentuadas quando comparadas com os géis sob condições redutoras. No 

caso das amostras de Be as diferenças foram poucas, apenas nas amostras 4 e 7. 

Essas não apresentam bandas que os demais indivíduos da sua espécie comumente 

apresentam. Na amostra 4 é evidente a ausência de uma banda na região entre 37 e 

50 kDa, já na amostra 7 a ausência de banda é evidenciada na região entre 10 e 15 

kDa.  

Além disso, as amostras de Bl mostraram maior variação intraespecífica nesse 

ensaio em questão. Podemos observar 3 padrões de variações, sendo o primeiro o 

caso das amostras 9 e 13 que apresentam uma diminuição da intensidade da banda 

entre 20 e 25 kDa, um aumento significativo da intensidade de bandas entre 10 e 15 

kDa e uma queda na intensidade e abundância de bandas na região de alta massa 

molecular (entre 150 a 250 kDa). 

O segundo padrão é apresentado nos indivíduos 1 e 4, pois esses apresentam 

perfis similares aos demais indivíduos (com exceção das amostras 9 e 13) porém 

também apresentam bandas com alta intensidade na região entre 10 e 15 kDa. O 
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terceiro padrão é apresentado nos indivíduos 2, 3, 7, 11 e 12, com perfis similares aos 

demais e baixa intensidade das bandas entre 10 e 15 kDa.  

Assim como nos géis em condições redutoras, os géis não reduzidos também 

mostraram padrões de variações interespecífico. Enquanto nas amostras de Be é 

evidente que as bandas de maior intensidade se encontram na região entre 50 e 75 

kDa as amostras de Bl mostram que a banda mais intensa fica na região entre 20 e 

25 kDa. Além disso, ambas espécies apresentam mais algumas diferenciações entre 

elas. As Bl possuem uma riqueza maior de bandas nas regiões entre 10 e 15 kDa e 

entre 20 a 37 kDa quando comparado com amostras de Be. 

Diferentemente do encontrado no gel sob condições redutoras, no gel de 

amostras não reduzidas o pool de veneno de Bj mostrou maior similaridade com 

amostras de Be do que com amostras de Bl. Porém é evidente que que as amostras 

de Be possuem maior intensidade das bandas na região entre 37 e 50 kDa quando 

comparadas ao pool de Bj.  

As amostras de veneno também foram analisadas por meio de cromatografia 

liquida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC), e os perfis cromatográficos 

são apresentados na figura 3. Assim como nos géis apresentados na figura 2, aqui 

também é possível observar variações intra e interespecíficas. 
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Figura 3 - Perfil cromatográfico das amostras de veneno. As amostras de veneno foram 
aplicadas (75µg) em equipamento Jasco para análise de cromatografia liquida de alta 
performance em fase reversa (RP-HPLC) em coluna C18 (Teknokroma) e a leitura foi 
mensurada em A415nm. As legendas das figuras são apresentadas com a sigla de cada 
espécie (Be - B. erythromelas, Bl - B. leucurus e Bj - B. jararaca) acompanhada da sua 
numeração. As amostras foram eluídas por meio de um gradiente descontínuo de acetonitrila 
99,9% contendo TFA 0,1% (solução B) (representado pela linha tracejada).   
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Figura 3 - Continuação. 
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Figura 3 - Continuação.  

 

  

Para realizar a análise dos perfis cromatográficos, os picos foram didaticamente 

organizados em grupos. O primeiro grupo compreende o intervalo entre 10 e 30 min 

de eluição, o segundo grupo compreende o intervalo entre 40 e 75 min e o terceiro 

grupo entre 80 e 100 min.  
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De modo geral, as amostras de Bl se mostraram mais ricas em relação ao 

número de picos apresentados em seu cromatograma quando comparadas com as 

amostras de Be. Observando os picos provenientes do segundo grupo, podemos 

observar que as amostras de Be apresentam apenas um pico, por volta dos 65 min, 

enquanto as amostras de Bl apresentam 4 picos nessa região, com alta intensidade. 

Por outro lado, observando o terceiro grupo podemos observar que as amostras de 

Be apresentam mais de 6 picos nessa região, sendo que dois deles apresentam 

leituras altas (leitura > 500.000 A415 nm) (exceto pelo indivíduo Be4), enquanto as 

amostras de Bl apresentam menos que 6 picos e apenas um deles mostra leituras 

altas (exceto o indivíduo Bl9).  

 Além das variações interespecíficas apresentadas acima, as amostras de 

veneno também mostraram variações ao nível individual. Observando o primeiro 

grupo podemos notar que os indivíduos Be3, Be4, Be5, Bl1, Bl3 e Bl6 apresentam 

picos mais intensos nessa região quando comparados com outros indivíduos de 

mesma espécie. O oposto ocorre com as amostras Be6 e Be9 que apresentam picos 

menos intensos que as demais amostras utilizadas. 

 Além disso, também foram observadas diferenças no segundo grupo pois as 

amostras Be6, Be7, Bl9 e Bl11 apresentaram picos menos intensos quando 

comparados com outras amostras (leitura < 25.000 A415 nm). Podemos observar 

também que a amostra Be7 possui o pico nessa região ainda menor do que a amostra 

Be6. Também existem diferenças na variação entre Bl9 e Bl11, pois mesmo que 

menos intenso que as demais amostras, o indivíduo Bl9 apresenta o primeiro pico (≅ 

50 min) do segundo grupo maior que os demais, entretanto isso não ocorre com o 

indivíduo Bl11, pois o primeiro pico desse grupo é menos intenso do que o segundo 

(≅ 62 min). 

 Assim como nos demais grupos, analisando o terceiro grupo de picos 

cromatográficos ainda é possível observar variações individuais. O indivíduo Be4 

apresenta nessa região picos menos intensos quando comparados com outras 

amostras, além disso, o valor de leitura do pico apresentado no segundo grupo (≅ 65 

min) é maior do que as dos picos apresentados no terceiro grupo, diferindo assim do 

padrão apresentado pelos demais indivíduos de sua espécie. Outros indivíduos que 

apresentaram diferenças foram dos Bl9 e Bl13, pois esses apresentam 2 picos de 

igual intensidade nessa região, divergindo também do padrão das amostras que 

pertencem a essa espécie.  
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 Analisando, por fim, o cromatograma do pool de Bj podemos observar 

semelhanças, tanto em relação as amostras de Be quanto as amostras de Bl. No 

primeiro grupo, em Bj, podemos observar que o primeiro pico é mais intenso, seguido 

de picos menores, o que se assemelha ao padrão encontrado em Be. No segundo 

grupo, podemos observar número de picos maior do que apresentado por Bl, porém 

de menor intensidade. Já no terceiro grupo, podemos observar uma riqueza de picos 

menor do que encontrado em Bl, porém com dois picos mais evidentes, se 

assemelhando mais ao padrão apresentado por Be.  

 Resumidamente, as amostras tanto de Be quanto de Bl apresentam diferenças 

entre elas, e cada um apresenta um padrão para a sua espécie, com algumas 

variações individuais. Como por exemplo, o pico eluido em 50 min, presente em Bl (no 

pool de Bj com baixa intensidade) e completamente ausente em Be.  

 

4.2. Análise de imunorreconhecimento das amostras de veneno pelo soro 

antibotrópico 

 A fim de avaliar o potencial de imunorreconhecimento do soro antibotrópico, as 

amostras utilizadas foram submetidas a testes de Western blotting (Figura 4) e ELISA 

(Figura 5). Novamente, foi utilizado um pool de veneno de Bj como referência. 

 Os padrões do perfil proteico de Be e Bl observados em SDS-PAGE (Figura 2) 

continuam similares nas membranas de Western blotting (Figura 4), pois este ensaio 

evidencia que a região com maior intensidade é entre 50 e 75 kDa em amostras em 

condições redutoras e não redutoras de Be, enquanto em Bl a região com maior 

intensidade é entre 10 e 15 kDa em amostras em condições redutoras e na região de 

proteínas maiores que 50 kDa em amostras em condições não redutoras. 
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Figura 4 - Western blotting das amostras de veneno. Foram aplicados 20 µg de proteína 
de veneno por canaleta em um gel de poliacrilamida contendo SDS (15%). Logo após a corrida 
as proteínas foram transferidas para uma membrana de PVDF, incubadas com o soro 
antibotrópico e em seguida com um anticorpo contra imunoglobulinas equinas (anti-horse). As 
membranas então foram reveladas e escaneadas. Cada linha representa o perfil de 
imunorreconhecimento individual de cada espécime utilizado, separado por espécie. As 
amostras foram analisadas em condições redutoras (com adição do agente 2-Mercaptoetanol) 
e não redutoras. O marcador de massa molecular (BioRad) está na primeira linha de cada 
membrana. 

 

  

Em membranas com amostras em condições redutoras, a região entre 37 e 50 

kDa foi melhor reconhecida no veneno de Be do que de Bl, dando ênfase aos 

indivíduos 2, 3, 5 e 7 de Be. Já na região entre 10 e 15 kDa é possível observar duas 

bandas evidentes em Be, porém apenas uma em Bl (com exceção dos indivíduos 9 e 

11), sendo essa a mais intensa em amostras dessa espécie. Os indivíduos 9 e 11 de 

Bl apresentam duas bandas por volta de 14 kDa que, curiosamente, são pouco visíveis 

nos géis de SDS-PAGE (Figura 2). 

 Já na região entre 20 e 25 kDa podemos observar uma banda evidente nas 

amostras de Bl, diferente do encontrado em Be. O indivíduo 3 de Bl ainda apresenta 

duas bandas nessa região. Logo acima, a região entre 25 e 37 é pouco reconhecida 

pelo soro antibotrópico, mostrando aqui bandas de baixa intensidade. Sabe-se que 
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essa é uma região rica em proteínas, pois em SDS-PAGE (Figura 2) é possível 

observar diversas bandas, principalmente em amostras de veneno de Bl.  

 Destaca-se que nas membranas das amostras em condições não redutoras 

houve um melhor reconhecimento das proteínas dos venenos quando comparado as 

amostras sob condições redutoras. Com base no padrão de bandas observado na 

análise de SDS-PAGE (Figura 2), podemos notar que as proteínas com massa 

molecular maior que 20 kDa são melhor reconhecidas em Be do que em Bl.  

 Podemos notar também que a banda de maior intensidade nos géis de SDS-

PAGE (bandas na região entre 20 e 25 kDa) nas amostras de Bl também são bem 

reconhecidas, porém com intensidade menor que apresentada anteriormente (Figura 

2). Além disso, os padrões de variações apresentados nos géis de SDS-PAGE pra Bl 

se mostram menos evidentes nas membranas de Western blotting, pois podemos 

observar aqui apenas as diferenças apresentadas nos indivíduos 9 e 13 de Bl.  

 Além disso, o soro antibotrópico reconheceu duas bandas nas amostras 5 e 7 

de Be que não estão presentes nos géis de SDS-PAGE (Figura 2). Essas bandas 

reconhecidas possuem a mesma massa molecular, são duas bandas na região de 15 

kDa e que estão ausentes nos géis de SDS-PAGE na amostra 7 e pouco evidente na 

amostra 5 de Be.  

 Por fim, as amostras de Be e de Bl apresentaram diferenças e semelhanças 

com o pool de veneno de Bj. Nas membranas de amostras em condições redutoras é 

possível notar que a região com maior intensidade fica entre 50 e 75 kDa, se 

assemelhando com o perfil apresentado por amostras de Be. Podemos notar ainda 

que na região entre 10 e 15 kDa as bandas de Bj estão mais concentradas, se 

assemelhando mais ao perfil de Bl. Podemos notar ainda que uma região (entre 20 e 

37 kDa) rica em bandas proteicas (ver Figura 2) é mal reconhecida pelo soro 

antibotrópico, mesmo no pool de Bj.  

 Já nas membranas de amostras em condições não redutoras, podemos 

observar que o pool de Bj foi melhor reconhecido pelas proteínas do soro 

antibotrópico, quando comparado com o teste realizado em condições redutoras. O 

padrão apresentado por Bj assemelhou-se mais ao apresentado pelas amostras de 

Be do que Bl. Nesse ponto, podemos notar que as amostras de Be tendem a ter um 

melhor reconhecimento pelas proteínas do soro antibotrópico do que as amostras de 

Bl, o que pode ser confirmado pelo teste de ELISA (Figura 5). 
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Figura 5 - Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA). As amostras de veneno foram 
incubadas (10 µg) em placas de 96 poços durante a noite. As placas foram então lavadas e 
incubadas com soro antibotrópico, em seguida com anticorpo contra imunoglobulinas equinas 
(anti-horse) e a reação foi revelada e realizada a leitura a 425 nm em leitor de placas Spectra 
Max i3 (Molecular Devices). A figura mostra a absorbância das amostras de B. erythromelas 
(a), B. leucurus (b) e do pool de B. jararaca (c). Além disso, a figura também mostra a 
comparação da média das espécies de B. erythromelas e de B. leucurus (d). Foi realizado o 
teste t para análise estatística (GraphPad Prism v. 8.0.1) (* p < 0,0001).  

 

  

O ensaio de ELISA é complementar ao teste de Western blotting, pois as 

membranas de Western blotting fornecem informações qualitativas enquanto o ELISA 

fornece informações quantitativas. Aqui podemos observar que as amostras de Be 

são significativamente melhor reconhecidas pelos anticorpos do soro antibotrópico 

quando comparadas com as amostras de Bl. 

 Comparando com os resultados de Western blotting (Figura 4), podemos 

observar que nas membranas que contêm amostras em condições não redutoras, os 

indivíduos de Be possuem bandas mais intensas quando comparadas aos indivíduos 

de Bl. Os valores de absorbância do pool de Bj se assemelharam bastante com a 
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média de Be, o que também podemos observar no Western blotting em condições não 

redutoras (Figura 4). 

 Podemos também observar que a variação em amostras Be é menor do que 

nas amostras de Bl. Dos indivíduos que tiveram os maiores valores de absorbância (> 

1,5) em Bl (indivíduos 1, 2, 11 e 12), todos já foram citados anteriormente nos 

apontamentos sobre variações apresentadas nesse trabalho. Os indivíduos Bl1, Bl2, 

Bl11 e Bl12 foram apontados como tendo um padrão de variação encontrado no gel 

de SDS-PAGE sob condições não redutoras (Figura 2). Já os indivíduos Bl1 e Bl11 

foram citados como amostras que apresentaram alterações nos picos de RP-HPLC, 

Bl1 relacionadas ao primeiro grupo e Bl11 ao segundo grupo (Figura 3). 

 Curiosamente, outros indivíduos de Bl evidenciaram variações iguais às 

apresentadas pelas amostras citadas acima e não mostraram valores elevados de 

absorbância no teste de ELISA (Figura 5). O indivíduo Bl4, por exemplo, apresentou 

variação em SDS-PAGE em condições não redutoras (Figura 2) similar ao 

apresentado pelo indivíduo Bl1 e teve baixo valor absorbância (1,06) no ensaio de 

ELISA. Já nas variações apresentadas no RP-HPLC (Figura 3), mais duas amostras 

de Bl apresentaram variações semelhantes a Bl1, que são os indivíduos Bl3 e Bl6 e 

ambas apresentam valores baixos de absorbância (1,20 e 1,14 respectivamente) no 

ensaio de ELISA. A amostra Bl9 apresentou variação similar a apresentada por Bl11, 

podendo ser observado na figura 3, mas a Bl9 apresentou o menor valor de 

absorbância no ensaio de ELISA (1,03). 

4.3. Análise das atividades enzimáticas 

 Sabe-se que algumas proteínas do veneno ofídico possuem ação contra 

componentes da cascata de coagulação sanguínea. Dentre essas proteínas estão as 

fosfolipases A2, as metaloproteases e as serinoproteases. As fosfolipases A2 podem 

aumentar o tempo de coagulação e podem se ligar ao fator Xa causando sua inibição 

(ver item 1 dessa dissertação). Por esse motivo foi analisada a atividade dessa enzima 

(Figura 6). 
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Figura 6 - Atividade fosfolipásica das amostras de veneno. As amostras de venenos foram 
aplicadas (20 µg) em placas de 96 poços juntamente com o substrato sintético ácido 4-nitro-
3-[octanoyloxy] benzoico (NOBA). A placa foi incubada a 37°C por 60 min e as leituras foram 
mensuradas por leitor de placa Spectra Max i3 (Molecular Devices). 

 

  

Em relação à atividade de fosfolipase A2 sob o substrato específico NOBA não 

houve diferenças significativas entre amostras de Be e Bl. Em ambas as espécies foi 

possível observar variações. A amostra de Be com maior atividade foi o indivíduo 2 

(148,7 U/min/mg de veneno) enquanto em Bl foi o indivíduo 2 (128,0 U/min/mg de 

veneno). Observando a figura 2, para os géis de SDS-PAGE em condições redutoras, 

é possível ver que em Be2 a região entre 10 e 15 kDa é levemente mais intensa que 

as demais amostras dessa espécie, podendo se relacionar com essa atividade mais 

alta. Porém, em Bl2, observando tanto o gel de SDS-PAGE em condições redutoras 

quanto não redutoras, não podemos observar diferenças entre esse indivíduo e as 

demais amostras dessa espécie. 

 Para avaliar a atividade de metaloproteases e serinoproteases foi realizado o 

teste de atividade proteolítica sobre a azocaseína (Figura 7). Esse teste não mostra 

especificidade para nenhuma das duas proteases citadas. Além disso, foi também 

analisado o potencial inibitório do soro antibotrópico para a atividade proteolítica.  
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Figura 7 - Atividade proteolítica das amostras de veneno sobre a azocaseína. As 
amostras de veneno (10 μg) foram incubadas com a azocaseína por 90 min a 37 °C. Depois 
desse período foram adicionados 200 μL de ácido tricloroacético (5%) e em seguida as 
amostras foram centrifugadas. A leitura do sobrenadante foi realizada em leitor de placa 
Spectra Max i3 (Molecular Devices). A atividade inibitória pelo soro antibotrópico foi realizada 
com a pré-incubação das amostras de veneno com o soro antibotrópico por 30 min a 37 °C. 
As legendas representam as amostras sem a ação do soro antibotrópico (Ven) e sob a ação 
do soro antibotrópico (Ven+SAB). A figura mostra a atividade proteolítica de B. erythromelas 
(a), B. leucurus (b), do pool de B. jararaca (c) e da comparação entre as médias de B. 
erythromelas e B. leucurus (d). Foi realizado o teste t para avaliar o potencial inibitório e a 
para a comparação entre as médias de B. erythromelas e B. leucurus. As diferenças de p < 
0,0001 foram consideradas significativas e marcadas com *. 

 

  

Assim como no teste de atividade fosfolipásica, no ensaio de atividade 

proteolítica não houve diferença estatística entre as amostras de Be e Bl (Figura 7.d). 

Também foram evidenciadas variações individuais em ambas as espécies. Três dos 

indivíduos de Be obtiveram valores de atividade superior e 0,4 U/min/mg de veneno, 

que foram as amostras 2, 8 e 10. Enquanto nas amostras de Bl apenas dois indivíduos 

apresentaram atividade superior a 0,4 U/min/mg de veneno que foram a amostra 1 e 

6.  

 Apesar do indivíduo 10 apresentar a maior atividade proteolítica entre as 

amostras de Be (0,44 U/min/mg de veneno), essa amostra não apresenta nenhuma 

variação em relação a sua composição proteica, tanto nos géis de SDS-PAGE (Figura 

2) quanto nos cromatogramas provenientes de RP-HPLC (Figura 3). Já a amostra Bl1, 
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a que possui maior atividade proteolítica dentre as da sua espécie (0,43 U/min/mg de 

veneno), foram observadas variações nos géis de SDS-PAGE em condições não 

redutoras, como citado anteriormente (Figura 2). Porém, a amostra que apresentou o 

mesmo padrão de Bl1, a Bl4, possui atividade de apenas 0,31 U/min/mg (Figura 7).  

 Apesar de não apresentarem diferenças significativas entre as médias das 

atividades proteolíticas, as amostras de Be foram melhor inibidas quando submetidas 

a pré-incubação com o soro antibotrópico. As amostras Be1, Be2 e Be3 apresentaram, 

respectivamente, inibição significativa de 13,8%, 18,4% e 9,8%. Enquanto não houve 

nenhuma inibição considerada significativa nas amostras de Bl. A melhor inibição 

apresentada nesse ensaio foi a proveniente do pool de Bj, que mostrou inibição de 

20,6%. 

4.4. Caracterização do perfil coagulotóxico 

 Para a realização da caracterização do perfil coagulotóxico das amostras de 

veneno, foram desenvolvidos testes que avaliam a ação dos venenos sob pontos 

específicos da cascata de coagulação, que foram a atividade trombina-símile (Figura 

8) e a ativação de Fator X (Figura 9). 

Observando a figura 8 é possível notar que as amostras de Be possuem pouca, 

ou nenhuma, atividade trombina-símile. Entretanto, as amostras tanto de Bl quanto o 

pool de Bj apresentam atividade semelhante à trombina, com leitura em 405 nm na 

faixa entre 1,0 e 1,5. Neste ensaio, todas as amostras de Bl (exceto a Bl1) foram 

inibidas pelo soro antibotrópico, sendo que a melhor amostra inibida foi Bl10 (63,2% 

de inibição).  

Apesar da baixa atividade trombina-símile das amostras de Be, foi possível 

observar inibição significativa em Be4 e Be5 (67,5% e 29,3%, respectivamente). O 

valor de leitura encontrado no pool de Bj foi similar a média encontrada em Bl, porém, 

o soro não apresentou uma inibição significativa da atividade semelhante à trombina 

do pool de Bj. 
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Figura 8 - Atividade de trombina-símile das amostras de veneno. Os venenos (5 μg) e a 
mistura veneno + soro antibotrópico (5 μg + 10 μL), foram aplicados em placas de 96 poços e 
incubados a 37 °C por 30 min. Em seguida, foi adicionado o substrato cromogênico (S-2238) 
e realizada a incubação a 37 °C por 5 min. A leitura foi mensurada com o leitor de placas 
Spectra Max i3 (Molecular Devices). Os valores são expressos pela média das absorbâncias 
e seu desvio padrão. Foi realizada a análise pelo teste t para avaliar as diferenças 
apresentadas. A figura mostra a absorbância de B. erythromelas (a), B. leucurus (b), do pool 
de B. jararaca (c) e da comparação entre a média de B. erythromelas e B. leucurus (d). As 
diferenças de p < 0,0001 foram consideradas significativas e marcadas com *. 

 

  

A figura 9 mostra a capacidade das amostras do veneno de ativarem o Fator X 

da cascata de coagulação. Podemos observar que as amostras de Be mostram 

grande variação em relação aos valores encontrados para esse ensaio, já as amostras 

de Bl evidenciam um perfil mais homogêneo. 
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Figura 9 - Ativação de Fator X. As amostras de veneno (25 μg) e a mistura veneno + soro 
antibotrópico (25 μg + 5 μL) foram aplicados em placas de 96 poços e incubadas a 37°C por 
30 min. Em seguida, foi adicionado o substrato cromogênico (S-2765), CaCl2 10 mM e o Fator 
X bovino (Sigma). A placa então foi incubada a 37°C por 10 min e a leitura foi realizada em 
leitor de placa Spectra Max i3 (Molecular Devices). Os valores são expressos pela média das 
absorbâncias e seu desvio padrão. Foi realizada a análise pelo teste t para avaliar as 
diferenças apresentadas. A figura mostra a absorbância de B. erythromelas (a), B. leucurus 
(b), do pool de B. jararaca (c) e da comparação entre a média de B. erythromelas e B. leucurus 
(d). As diferenças de p < 0,0001 foram consideradas significativas e marcadas com *. 

 

  

Os indivíduos de maior variação da espécie Be foram o Be6 e Be7, 

apresentando leituras em 405 nm de aproximadamente 0,04 e 0,14. Ambas as 

amostras já foram citadas anteriormente em variações encontradas em RP-HPLC e 

na atividade de fosfolipase A2. A amostra de veneno Be6 apresentou picos no primeiro 

grupo menos elevados quando comparados com outros indivíduos de sua espécie dos 

cromatogramas (Figura 4). Já o indivíduo Be7 apresentou a maior atividade 

fosfolipásica de seu grupo (Figura 6.a). 

 Analisando o potencial inibitório do soro antibotrópico sobre a capacidade de 

ativação do Fator X das amostras de veneno, observamos que o soro teve melhor 

ação inibitória nas amostras de Bl do que nas amostras de Be. Nove indivíduos de Bl 

(de Bl1 a Bl9) foram inibidas significativamente pelo soro antibotrópico, enquanto 

nenhuma amostra de Be apresentou neutralização estatisticamente significativa.  
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 Dos nove indivíduos de Bl que foram neutralizados pelo soro antibotrópico, 

apenas um deles apresentou inibição inferior a 50%, que foi a amostra Bl1. Esse 

indivíduo não se destacou em nenhum teste envolvendo anticorpos até o momento, 

pois mostrou leitura média no teste de ELISA em relação aos outros indivíduos de sua 

espécie (Figura 4.b), e não apresentou inibição da atividade proteolítica (Figura 6.b) e 

nem da atividade trombina-símile (Figura 7.b), quando incubado com o mesmo 

anticorpo. 

 O potencial do pool de veneno de Bj de ativar o Fator X da cascata de 

coagulação se mostrou menor que a média encontrada em Bl. Além disso, o soro 

antibotrópico não foi capaz de neutralizar significativamente a atividade do pool de 

venenos de Bj de ativar o Fator X. 

 Também foi analisada a atividade fibrinogenolítica das amostras de veneno, 

apresentada na figura 10, na tabela 1 e no apêndice A. O fibrinogênio é uma das 

moléculas mais importantes da cascata de coagulação sanguínea, pois é a partir dele 

que se forma a rede de fibrina para a formação do coágulo (SILVERTHORN, 2007). 

Sabe-se também que o fibrinogênio possui três cadeias principais (alfa - α, beta - β e 

gama - γ) e nesse ensaio podemos ver o potencial que as amostras de veneno têm 

de clivar essas cadeias.  
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Figura 10 - Atividade fibrinogenolítica dos pools de B. erythromelas, B. leucurus e B. 
jararaca. As amostras de veneno (ven), a mistura veneno + soro antibotrópico (ven+SAB) e 
a mistura veneno + EDTA (ven+EDTA) foram incubadas a 37°C por 2 min. Em seguida, foram 
adicionados à mistura 200 µL de fibrinogênio humano (2 mg/mL) e incubados a 37°C. 
Alíquotas de 15 µL foram retiradas do ensaio em intervalos fixos de 5 min (t1), 30 min (t2) e 
90 min (t3) e adicionadas ao tampão de amostra contendo o agente redutor 2-Mercaptoetanol. 
As amostras foram então analisadas por meio de SDS-PAGE (12%). 

 

  

Em relação a atividade fibrinogenolítica, os pools de Be e de Bl não 

apresentaram diferenças, sendo que em 5 min ambas as amostras degradaram 

totalmente a cadeia alfa e parcialmente a cadeia beta do fibrinogênio (Figura 10), 

porém com diferentes intensidades (Tabela 1). Nos intervalos subsequentes, não 

clivaram totalmente a cadeia beta, só houve uma clivagem parcial que aumentou com 

o tempo de incubação. O pool de veneno de Bj também mostrou um padrão similar ao 

apresentado pelo pool de Be e de Bl.  

 Porém, quando comparamos a neutralização pelo soro antibotrópico da 

atividade fibrinogenolítica é possível notar uma diferença entre os pools de Be e de 

Bl. O pool de Be, quando incubado com o soro antibotrópico, no intervalo de 30 min 

de incubação (t2) mostra uma banda referente a cadeia beta mais intensa do que no 

pool de Bl (Figura 10 e Tabela 1). Isso indica que o soro antibotrópico neutraliza 

melhor o pool de Be do que de Bl para a atividade fibrinogenolítica. 
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 Ao analisarmos todos os pools em relação a sua neutralização pelo soro 

antibotrópico, podemos observar que apenas o pool de Bj apresenta parcialmente a 

cadeia alfa do fibrinogênio nos tempos iniciais (Figura 10). Além disso, também é 

possível notar uma clivagem parcial da cadeia beta desde o tempo inicial (Tabela 1). 

 Já a neutralização com EDTA se mostrou mais eficaz no pool de venenos de 

Bj pois é possível visualizar a banda de cadeia alfa no tempo de 5 min (t1) e no tempo 

de 90 min (t2) mais intensa do que nos pools de Be e de Bl para o mesmo tempo de 

incubação (Figura 10 e Tabela 1). 

 Observa-se também que a inibição com EDTA foi mais eficaz do que em 

relação ao soro antibotrópico em todos os venenos analisados (Figura 10, Tabela 1 e 

Apêndice A) uma vez que apenas é possível observar a cadeia alfa nas amostras que 

foram incubadas com EDTA.  

 Para melhor avaliar e comparar os resultados da atividade fibrinogenolítica, foi 

criada uma escala para determinar o grau de clivagem das cadeias do fibrinogênio, 

com base na análise por densitometria (ver item 3.5.3 deste trabalho). A tabela 1 

resume a atividade fibrinogenolítica de todas as amostras de veneno seguindo a 

escala citada acima.  
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Ven Ven + SAB Ven + EDTA  

5 min 30 min 90 min 5 min 30 min 90 min 5 min 30 min  90 min 

Be1 
α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Be2 
α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Be3 
α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Be4 
α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 5 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 5 

α - 5 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 5 
β – 5 

Be5 
α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 5 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

Be6 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 2 

α - 5 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

Be7 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 5 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Be8 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Be9 
α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Be10 
α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 3 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bl1 
α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 0 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

α - 2 
β - 5 

Bl2 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 5 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bl3 
α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 3 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

α - 2 
β - 5 

Bl4 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 2 
β - 5 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

Bl5 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bl6 
α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 3 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bl7 
α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bl8 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bl9 
α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bl10 
α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 0 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bl11 
α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

Bl12 
α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bl13 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 0 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

Bep 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 4 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Blp 
α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 1 

α - 0 
β - 1 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 3 
β - 5 

Bj 
α - 0 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 0 
β - 1 

α - 2 
β - 4 

α - 1 
β - 3 

α - 0 
β - 2 

α - 5 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

α - 4 
β - 5 

Tabela 1 - Atividade fibrinogenolítica das amostras de veneno. Escala de degradação das 
cadeias de fibrinogênio apresentada pela sigla das cadeias (alfa - α, beta - β e gama - γ) 
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seguido pelo número, sendo 5 a cadeia menos degradada e 0 a cadeia completamente 
degradada. 

 

Apesar dos pools de Be e de Bl mostrarem perfis similares entre eles, podemos 

observar que ambas as espécies apresentaram variações, tanto na sua atividade 

quanto na neutralização pelo soro antibotrópico e pelo EDTA. Segundo a escala 

proposta, podemos observar que todos os indivíduos de Be apresentam nível maior 

que 3 no tempo inicial, enquanto apenas 5 indivíduos de Bl apresentaram condições 

similares, indicando assim que as amostras de Bl degradam mais rapidamente o 

fibrinogênio quando comparado as amostras de Be.  

Além disso, a tabela 1 também mostra que as amostras de Bl são mais 

fibrinogenolíticas do que as a amostras de Be, pois apenas 3 indivíduos de Be (Be1, 

Be2 e Be3) degradaram completamente a cadeia β do fibrinogênio. Já em Bl, podemos 

observar essa mesma característica em 10 amostras (exceto Bl2, Bl4 e Bl5). 

 Dos indivíduos que não foram neutralizados pelo soro antibotrópico, destacam-

se as amostras Be2, Be9, Bl1, Bl2 e Bl9. No ensaio de ELISA, o indivíduo Bl9 

apresentou a menor leitura (Figura 5) quando comparados com os indivíduos de sua 

espécie, mostrando que a quantidade de anticorpo que se liga a esses venenos é 

menor. Entretanto, a amostra Bl2 é que apresenta maior leitura no teste de ELISA 

(Figura 5) quando comparado a indivíduos de sua espécie, e mesmo assim, não 

mostrou inibição para o teste de atividade fibrinogenolítica. 

 Adicionalmente, a maioria dos indivíduos apresentaram a inibição pelo soro 

antibotrópico em pelo menos um dos três intervalos de tempos utilizados. Entre os 

indivíduos de Be, apenas dois (Be4 e Be7) apresentaram inibição nos três intervalos, 

enquanto em Bl, cinco indivíduos (Bl4, Bl7, Bl8, Bl12 e Bl13) apresentaram a mesma 

característica (Tabela 1). Dentre todas as amostras individuais, apenas Bl4 mostrou 

degradação parcial da cadeia α, no intervalo de 5 min (t1), quando incubado com o 

soro antibotrópico (Tabela 1 e Apêndice A). 

 Ao total, 13 indivíduos conseguiram degradar completamente a cadeia beta no 

tempo de 90 min, e o tratamento com o soro antibotrópico conseguiu diminuir esse 

número para 7 indivíduos.  

 Quando as amostras foram incubadas com o EDTA, um agente quelante de 

metal, podemos observar que nenhum indivíduo foi capaz de clivar completamente a 

cadeia α do fibrinogênio (Tabela 1). Em três indivíduos (Be7, Bl1 e Bl2) podemos notar 



61 
 

que a degradação da cadeia α aumenta conforme o tempo de incubação, pois 

mostraram diminuição nos níveis de clivagem nos três intervalos de tempo analisados.  

 Diferentemente da DMC (dose mínima coagulante), os ensaios de 

tromboelastometria fornecem mais dados em relação ao coágulo sanguíneo. 

Enquanto a DMC fornece apenas dados do tempo de coagulação, a 

tromboelastometria fornece dados referentes ao início da coagulação (CT), formação 

da rede de fibrina (CFT) e ângulo de amplitude do coágulo (α). 

 A tabela 2 mostra resultados referentes a determinação da Dose Pró-

Coagulante 50% (DP50), que é definida como a menor dose de veneno (expressa em 

ng/mL) capaz de diminuir o tempo de coagulação do plasma humano calcificado pela 

metade do seu tempo de recalcificação (~600s).  

 

  Dose Pro-Coagulante 50% (ng/mL) 

  Be Bl Be pool Bl pool Bj pool 

  Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio 

1 6,07 0,96 8,38 0,54 6,95 1,05 14,04 2,72 80,49 6,96 

2 7,84 0,23 425,49 30,07             

3 5,47 1,71 23,37 4,79             

4 2,17 0,49 7,04 0,64             

5 2,77 0,23 320,03 24,47             

6 31,61 1,49 8,21 1,44             

7 23,68 3,02 10,93 1,00             

8 12,36 0,82 24,03 3,06             

9 4,58 0,72 0,74 0,00             

10 8,78 0,89 7,93 0,50             

11     1,95 0,41             

12     5,99 1,59             

13     5,51 5,86             

Média 10,53 9,67 65,35 138,29       

Tabela 2 - Dose Pro-Coagulante 50% (DP50) das amostras de veneno. Médias dos valores 
de DP50 expressos em ng/mL e seu respectivo desvio padrão. Ao final da coluna de Be (B. 
erythromelas) e Bl (B. leucurus), é apresentada a média dos indivíduos. As figuras referentes 
à definição da DE50 se encontram no Apêndice B. 

 

Observando o panorama da DP50 de todos os indivíduos, fica evidente a 

variação que eles apresentam, principalmente nos indivíduos da espécie Bl. Enquanto 

os indivíduos mais e menos pró-coagulante de Be possuem valores de DP50 2,17 
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ng/mL e 31,61 ng/mL os indivíduos mais e menos pró-coagulante de Bl possuem DP50 

de 1,95 ng/mL e 425,49 ng/mL. 

Apesar das DP50 não apresentarem diferenças estatísticas entre os grupos de 

Be e Bl (p > 0,1) os indivíduos pertencentes a espécie Be tendem a ter um perfil mais 

pró-coagulante quando comparados com os indivíduos de Bl. Ao analisarmos o pool 

dos indivíduos estudados, podemos observar que os valores das suas DP50 seguem 

o mesmo padrão das médias individuais tanto de Be quanto de Bl, mostrando uma 

tendencia de Be ser mais pró-coagulante do que Bl (Figura 11). Apesar da DP50 dos 

pools seguirem o mesmo padrão mencionado acima, podemos ver que ambos os 

pools são mais pró-coagulantes que as médias dos indivíduos (DP50 BePool = 6,95 

ng/mL, BeMédia = 10,53 ng/mL, BlPool = 14,04 ng/mL, BlMédia = 65,35 ng/mL) 

(Tabela 2). 

 

Figura 11 - Determinação da Dose Pro-Coagulante 50% dos pools de veneno de B. 
erythromelas e B. leucurus. Foram analisadas 6 doses dos pools de venenos em 
equipamento de tromboelastometria (ROTEM), juntamente com o CaCl2 (20 µL), o plasma 
humano (260 µL) e solução salina (quantidade suficiente para completar 360 µL). Os ensaios 
foram realizados pelo teste de ativação por contato (INTEM). 

 

 Além das variações apresentadas acima, podemos também observá-las em 

outros parâmetros fornecidos pela tromboelastometria (Apêndice B). O tempo de 

formação da rede de fibrina (CTF) que demonstra o tempo de formação de um coágulo 

firme (maior que 20 mm), apresentou dois tipos de variações, uma (1) em que com o 

aumento da quantidade de veneno menor é o tempo de formação da rede de fibrina, 
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e outra (2) em que o aumento da quantidade de veneno causa uma resposta aleatória 

em relação ao tempo de formação da rede de fibrina.  

Em amostras de Be, 6 indivíduos apresentaram o padrão 1, 4 indivíduos 

apresentaram o padrão 2 e em 1 indivíduo não foi possível identificar a formação da 

rede de fibrina (CFT). Já em Bl, apenas 3 indivíduos apresentaram o padrão 1 e os 

demais indivíduos apresentaram o padrão 2 (Apêndice B). 

 Para avaliar o potencial inibitório do soro antibotrópico contra a ação pró-

coagulante das amostras de veneno, foi mensurada a dose efetiva 50% (DE50) 

(Tabela 3), que foi definida como a quantidade de soro necessária para prolongar o 

tempo de coagulação até a metade do intervalo entre a DP50 e o tempo de 

recalcificação do plasma humano, calculada a partir do tempo de CT. 

 

  Dose Efetiva 50% (ul) 

  Be Bl Be pool Bl pool Bj pool 

  Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio 

1 0,204 0,011 0,141 0,034 0,277 0,015 0,154 0,016 0,232 0,008 

2 0,152 0,028 0,219 0,011       

3 0,218 0,042 0,261 0,014       

4 0,187 0,012 0,209 0,006       

5 0,314 0,051 0,209 0,011       

6 0,23 0,015 0,172 0,024       

7 0,211 0,001 0,197 0,01       

8 0,189 0,001 0,21 0,02       

9 0,245 0,017 0,166 0,007       

10 0,255 0,012 0,167 0,033       

11    0,129 0,012       

12    0,197 0,03       

13    0,229 0,042       

Média 0,221 0,044 0,193  0,037       

Tabela 3 - Dose Efetiva 50% das amostras de veneno. É apresentada a média dos valores 
da quantidade de soro antibotrópico (expressa em µL). Ao final da coluna de Be (B. 
erythromelas) e Bl (B. leucurus), é apresentada a média dos indivíduos. As figuras referentes 
à definição da DE50 se encontram no Apêndice C. 

 

 Assim como nos testes citados anteriormente, também é possível observarmos 

variações nos valores de DE50. Os indivíduos que melhor foram neutralizados pelo 

soro antibotrópico de ambas as espécies (Be2, DE50 = 0,152 ± 0,028, e Bl1, DE50 = 

0,141 ± 0,034) apresentam diferenças significativas (p < 0,01) em relação aos 
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indivíduos menos neutralizados (Be5, DE50 = 0,314 ± 0,051 e Bl3, DE50 = 0,261 ± 

0,014). 

 Assim como na determinação da DP50, aqui também podemos observar que 

as médias individuais de DE50 não representam a DE50 dos pools, mas seguem o 

mesmo padrão. Apesar das médias dos indivíduos não apresentarem diferença 

significativa entre as espécies de Be e Bl (p = 0,11), os valores de DE50 dos pools de 

Be e Bl apresentam, sendo que o pool de Bl é significativamente melhor neutralizado 

pelo soro antibotrópico do que o pool de Be (p < 0,0001). 
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5. DISCUSSÃO 

 Os organismos peçonhentos podem apresentar diferentes efeitos no 

envenenamento de suas presas, sendo os distúrbios na coagulação um deles. 

Disfunções coagulopáticas causadas pela peçonha ofídica podem agravar os efeitos 

do envenenamento, tanto local quanto sistêmico, impossibilitando a difusão de toxinas 

e favorecendo sua ação local, podendo causar hemorragias internas devido ao 

consumo dos fatores de coagulação, resultando na coagulopatia de consumo 

(HUTTON; WARRELL, 1993). 

 Apesar dos efeitos coagulotóxicos poderem agravar casos de envenenamento, 

o potencial coagulante dos venenos ofídicos foi, historicamente, analisado pela DMC 

(THEAKSTON; REID, 1983). Essa técnica permite a comparação de resultados 

encontrados de diferentes serpentes, porém, considera apenas o tempo de formação 

do coágulo, não sendo possível analisar outros parâmetros da formação do coágulo.  

 Mesmo existindo a dificuldade inerente de se trabalhar com cascatas 

enzimáticas, o uso de abordagens mais complexas permite a análise de diversos 

aspectos do coágulo, como rapidez de formação do coágulo, tempo de formação da 

rede de fibrina e a ação em fatores de coagulação (DEBONO et al., 2019b, 2019a, 

2019c; SOUSA et al., 2018; YOUNGMAN et al., 2019). Esses parâmetros permitem a 

caracterização mais detalhadas das ações coagulantes dos venenos de serpentes, 

possibilitando fazer comparações, mesmo que as diferenças sejam sutis.  

 Com isso, as metodologias abordadas neste trabalho tiveram como objetivo 

caracterizar o perfil proteico, analisar o imurreconhecimento pelo soro antibotrópico, 

caracterizar as atividades enzimáticas e o perfil coagulotóxico. 

 A análise do perfil proteico das amostras de veneno das serpentes B. 

erythromelas e B. leucurus, realizada eletroforese (SDS-PAGE) e cromatografia 

líquida de alta performance em fase reserva (RP-HPLC) apresentaram dados 

semelhantes aos encontrados na literatura, sendo comparados com perfis 

apresentados por espécies pertencentes ao gênero Bothrops (DA SILVA AGUIAR et 

al., 2020; HATAKEYAMA et al., 2021; TASIMA et al., 2022). 

 No ensaio de SDS-PAGE sob condições redutoras, podemos observar que 

indivíduos B. erythromelas possuem maior riqueza de bandas na região de 10 a 15 

kDa quando comparados com amostras de B. leucurus, porém as amostras de B. 

leucurus apresentam uma banda de grande intensidade nessa região. Nessa região, 
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há predominância de fosfolipases A2 (PLA2) e lectinas do tipo C (CTL) (AMORIM et 

al., 2018).  

 O maior número de bandas de B. erythromelas na região mencionada pode 

estar relacionado à abundância de CTLs encontradas no proteoma de B. 

erythromelas. Jorge e seus colabores (2015) demonstraram que a abundância relativa 

de CTL pode chegar a 21,6% do total de proteínas. Já a banda de grande intensidade 

encontrada em B. leucurus nessa região se deve ao fato de as PLA2 serem as 

proteínas mais abundantes (33,6%) nos venenos de B. leucurus (DIAS et al., 2022). 

 Na região entre 50 e 75 kDa são encontradas metaloproteases (SVMP) do tipo 

P-II e P-III e L-aminoácido oxidases (LAAO) (ZELANIS et al., 2016). Nessa região 

também podemos observar diferenças entre espécies de B. erythromelas e B. 

leucurus. As amostras de B. erythromelas possuem bandas intensas nessa região, 

correlacionando assim com o seu proteoma, pois segundo Jorge e seus colaboradores 

(2015) as SVMP são as proteínas mais abundantes em seu veneno, podendo chegar 

a 49,8%. A segunda família de proteína mais abundante em B. leucurus são as LAAOs 

(29,2%) (DIAS et al., 2022) e as amostras de indivíduos dessa espécie também 

mostram bandas intensas nessa região.  

 Já nos géis de SDS-PAGE sob condições não redutoras a banda de maior 

intensidade em B. leucurus apresenta entre 20 e 25 kDa. Nessa região são 

encontradas preferencialmente SVMP do tipo P-I e serionoproteases (SVSP) 

(HATAKEYAMA et al., 2021). Porém, o proteoma de B. leucurus apresentado por Dias 

e seus colaboradores (2022) mostra que as SVMP compõem apenas 12,9% e as 

SVSP 14,5%.  

 Outro ponto importante são os padrões de variações encontrados nos venenos 

de B. leucurus e observados nos géis de SDS-PAGE não reduzidos. Sabe-se que os 

venenos das serpentes estão sujeitos a variações causadas por diversos fatores, tais 

como o sexo, o desenvolvimento ontogenético e a distribuição geográfica 

(CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991; MENEZES et al., 2006; MODAHL; DOLEY; 

KINI, 2010; ZELANIS et al., 2007). Nesse caso, não podemos atribuir os padrões de 

variações a nenhum dos fatores citados acima, visto que nenhuma variação é 

exclusividade de algum sexo, todos os venenos foram extraídos de animais adultos e 

todos são provenientes da mesma cidade (ver Apêndice D). 

 Os cromatogramas também apresentaram variações em relação a intensidade 

dos picos apresentados. Com base na literatura (GALIZIO et al., 2018; TASIMA et al., 



67 
 

2022), podemos sugerir que os picos de aproximadamente 20 min correspondem às 

desintegrinas, o pico de 50 min é majoritariamente composto de PLA2 D-49, os picos 

entre 60 e 75 min são PLA2 K-49, serinoproteases, lectinas do tipo C e CRISP, e nos 

picos após aos 80 min são encontradas as metaloproteases e as L-aminoácido 

oxidases.  

 Jorge e seus colaboradores (2015) não encontraram PLA2 D-49 no proteoma 

de B. erythromelas, isso explicaria a ausência do pico de 50 min nos cromatogramas 

nos venenos de B. erythromelas. A abundância dos picos onde são encontradas as 

PLA2s nos cromatogramas de B. leucurus são comparáveis a alta intensidade das 

bandas nos géis de SDS-PAGE sob condições redutoras. Assim como nos géis de 

SDS-PAGE, as amostras de veneno de B. erythromelas possuem picos 

correspondentes às metaloproteases mais intensos do que as serpentes B. leucurus. 

 Essas informações citadas acima correspondem aos dados já publicados do 

proteoma de cada uma dessas espécies. A família de proteínas mais abundante no 

veneno de B. erythromelas são as metaloproteases (JORGE et al., 2015), já em B. 

leucurus, a família de proteína mais abundante em sua composição proteica são as 

PLA2 (DIAS et al., 2022). 

 Outro passo importante para o cumprimento dos objetivos propostos foi a 

análise de imurreconhecimento das amostras de veneno, por meio do teste de 

Western blotting e ELISA.  

 Nas membranas de Western blotting sob condições redutoras podemos 

observar que as proteínas que possuem maior abundância em seus respectivos 

proteomas são as melhor reconhecidas pelo soro antibotrópico. A região de maior 

intensidade nas amostras de veneno de B. erythromelas é entre 50 e 75 kDa, região 

que corresponde as SVMP (ZELANIS et al., 2016), sendo essa a proteína mais 

abundante em sue proteoma (JORGE et al., 2015). Já nos indivíduos de B. leucurus 

a região de maior intensidade é entre 10 e 15 kDa, região onde são encontradas as 

PLA2 (AMORIM et al., 2018), sendo essas as proteínas mais abundantes em seu 

proteoma (DIAS et al., 2022).  

 As membranas de Western blotting sob condições redutoras apresentaram um 

baixo reconhecimento das proteínas presentes na área entre 20 e 50 kDa. Os géis de 

SDS-PAGE sob condições redutoras apresentam uma riqueza de bandas nessa 

mesma região. Essa é uma região rica em SVSP (ZELANIS et al., 2016) e as proteínas 

pertencentes a essa família possuem baixa imunogenicidade (LEE; TAN; TAN, 2021). 
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 Ao comparar as membranas sob condições redutoras e não redutoras, é 

possível afirmar que o soro antibotrópico reconheceu melhor as amostras sem a ação 

do agente redutor. Isso pode estar relacionado à conformação das moléculas, pois 

nas amostras sem ação do agente redutor as toxinas estão mais similares às 

encontradas em seu estado natural.   

 Observando as membranas de Western blotting sob condições não redutoras 

as amostras de indivíduos de B. erythromelas mantêm o padrão apresentado acima, 

sendo que as proteínas com maior intensidade estão na região das SVMP. Porém, o 

mesmo não acontece nas amostras de B. leucurus, pois nas membranas em 

condições não redutoras a banda com maior reconhecimento está na região entre 20 

e 25 kDa, nessa região existe a predominância de SVSP e SVMP P-I (HATAKEYAMA 

et al., 2021).  

 Além disso, as amostras de veneno pertencentes à espécie B. erythromelas 

foram melhor reconhecidas pelos anticorpos do soro antibotrópico do que as amostras 

de B. leucurus. O perfil de reconhecimento de bandas apresentadas pelo pool de 

veneno de B. jararaca se assemelham mais às amostras de B. erythromelas do que 

às de B. leucurus. Apesar das famílias de proteínas dos venenos serem as mesmas, 

a abundância relativa delas é diferente, e o proteoma geral de B. jararaca (NICOLAU 

et al., 2017) se assemelha mais à abundância relatada para B. erythromelas (JORGE 

et al., 2015) do que à de B. leucurus (DIAS et al., 2022).     

 O ensaio de ELISA corrobora as observações anteriores, que o soro 

antibotrópico reconhece melhor o veneno das amostras pertencentes à B. 

erythromelas do que B. leucurus (p < 0,0001). Isso pode estar relacionado com a 

quantidade de SVSP encontrada em cada uma das espécies: enquanto as B. 

erythromelas podem ter 6% de SVSP na composição proteica de seu veneno (JORGE 

et al., 2015), as amostras de B. leucurus possuem 14,5% (DIAS et al., 2022). 

 Aqui também podemos relacionar os valores individuais de ELISA com os perfis 

encontrados no Western blotting. O indivíduo Be3 possui o maior valor de leitura no 

ensaio de ELISA, e o mesmo possui bandas mais intensas no ensaio de Western 

blotting sob condições redutoras. Já em B. leucurus, o indivíduo Bl9 apresenta a 

menor valor de leitura no ELISA, e também apesenta bandas menos intensas tanto 

no Western blotting, tanto em condições redutoras quanto não redutoras. 

 Assim como visto no ensaio de Western blotting, no teste de ELISA o pool de 

veneno de B. jararaca mostra imunorreconhecimento semelhante à média dos 
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indivíduos de B. erythromelas. O soro antibotrópico mostrou bom reconhecimento das 

espécies de B. erythromelas e B. leucurus, mesmo essas espécies não fazendo parte 

do pool de venenos utilizado para a hiperimunização de cavalos para obtenção dos 

soros antiofídicos (INSTITUTO BUTANTAN, 2022). 

 Também foram caracterizadas as atividades enzimáticas, como a atividade 

fosfolipásica e a atividade proteolítica. As PLA2s apresentam diversos efeitos 

fisiopatológicos, tais como mionecrose, anticoagulação, inibição da agregação 

plaquetária, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, hipotensão arterial, aumento da 

permeabilidade microvascular e formação de edema (RODRIGUES et al., 2020; 

TEIXEIRA et al., 2003), e essa gama de efeitos está relacionada com os seus sítios 

catalítico e farmacológicos (KINI, 2003). Além das atividades citadas acima, as PLA2s 

também possuem efeitos sobre a cascata de coagulação, pois podem se ligar ao Fator 

Xa, causando sua inibição (KINI, 2005). 

 Sabe-se que existem diversas variações de PLA2, e que uma pequena 

modificação é capaz de determinar se essa enzima possui ou não atividade catalítica. 

As PLA2s que possuem um Ácido Aspártico na posição 49 (D-49) possuem atividade 

enzimática, enquanto as PLA2s que possuem uma Lisina na posição 49 (K-49) não 

(KINI, 2003). Por conta disso, muitas vezes não é possível fazer uma correlação direta 

entre atividade fosfolipásica e abundância de fosfolipases no veneno, porém não 

foram encontradas PLA2 K-49 em B. erythromelas, tanto em seu proteoma (JORGE 

et al., 2015) quanto nos perfis cromatográficos. O pico próximo dos 50 min (ausente 

em todas as amostras de B. erythromelas) é característico das PLA2 K-49. 

 O indivíduo Be7 possui a menor atividade fosfolipásica quando comparado a 

outras amostras pertencentes à mesma espécie, e observando o gel de SDS-PAGE 

em condições não redutoras podemos observar que esse indivíduo não possui uma 

banda evidente na região entre 10 e 15 kDa, onde se encontram as PLA2s (ZELANIS 

et al., 2016). 

 Os valores encontrados de atividade fosfolipásica não mostraram diferenças 

significativas entre o veneno das serpentes B. erythromelas e B. leucurus (p = 0,27). 

E, segundo a literatura, não difere da atividade fosfolipásica de outras serpentes do 

gênero Bothrops, como B. jararacussu (DA SILVA AGUIAR et al., 2020) e B. moojeni 

(HATAKEYAMA et al., 2021), sendo que em todos os trabalhos foi utilizado o mesmo 

substrato específico.  
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 Quando o veneno foi previamente incubado com o soro antibotrópico, não foi 

possível observar valores de neutralização, e o mesmo já foi documentado por 

Queiroz e seus colaboradores (2008) para venenos de algumas espécies do gênero 

Bothrops, incluindo B. erythromelas e B. leucurus.  

 Além das PLA2s, outras duas famílias de proteínas exercem influências na 

cascata de coagulação sanguínea, as SVMP e as SVSP (CARDOSO et al., 2009; 

HUTTON; WARRELL, 1993). Por esse motivo, também foi mensurada a atividade 

proteolítica sobre a azocaseína, um substrato não específico.  

 Os valores de atividade proteolítica foram semelhantes ao encontrado em 

outras espécies do gênero Bothrops, como B. jararacussu (DA SILVA AGUIAR et al., 

2020) e B. atrox (TASIMA et al., 2020) sobre o mesmo substrato. Apesar de não 

apresentarem diferenças em relação a atividade proteolítica (p = 0,11), mostram 

diferenças em relação a neutralização. O soro antibotrópico neutraliza melhor a 

atividade proteolítica de B. erythromelas do que as de B. leucurus. 

 O grupo de B. erythromelas teve uma inibição de 0,57% quando pré-incubado 

com o soro antibotrópico nas proporções indicadas pelo fabricante. De todos os 

indivíduos B. erythromelas, destacam-se os indivíduos Be1, Be2 e Be3, pois tiveram 

diminuição de 13,8%, 18,4% e 9,8%, respectivamente, de suas atividades 

proteolíticas.  

 Já em B. leucurus, quando os venenos foram pré-incubados com o soro 

antibotrópico nas doses recomendados pelo fabricante, tiveram atividade cerca de 

3,54% maior do que os venenos sem a ação do soro. Queiroz e seus colaboradores 

(2008) também mostraram um aumento da atividade proteolítica quando pré-

incubados com o soro antibotrópico, não só para B. leucurus mas também para B. 

erythromelas.  

 Adicionalmente, a atividade proteolítica do pool de B. jararaca se mostrou 

similar às atividades de B. erythromelas e B. leucurus, sem diferenças estatísticas 

entre elas. Porém a inibição do veneno de B. jararaca pelo soro antibotrópico foi 

melhor do que em ambos os venenos, pois quando pré-incubados com o soro, o pool 

de B. jararaca apresentou diminuição de 20,6% da atividade proteolítica, corroborando 

assim com os dados encontrados por Queiroz e seus colaboradores (2008), pois de 

todas as espécies do gênero Bothrops, o soro inibiu melhor a atividade proteolítica de 

B. jararaca do que das demais. 
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 Essa diferença na inibição entre as espécies estudadas pode estar relacionada 

a dois fatores. Em relação ao veneno de B. erythromelas ser melhor inibido do que o 

de B. leucurus, isso pode estar novamente relacionado a quantidade de SVSP que 

cada grupo apresenta. Como essa é uma enzima importante para a atividade 

proteolítica, a espécie que tiver maior concentração de SVSP tende a ser menos 

inibida pela baixa imunogenicidade da molécula (LEE; TAN; TAN, 2021). 

 Já a melhor inibição de B. jararaca do que das demais serpentes, tanto nesse 

estudo quanto no estudo apresentado por Queiroz e seus colaboradores (2008), pode 

estar relacionada à presença majoritária de venenos de B. jararaca e ausência dos 

venenos de B. erythromelas e B. leucurus no pool de venenos que é aplicado em 

equinos para obtenção do soro antibotrópico.  

 Uma das moléculas mais importantes para a coagulação sanguínea é a 

trombina (SILVERTHORN, 2007), pois ela possui uma ação direta no fibrinogênio, 

liberando monômeros de fibrina para se formar a rede de fibrina. Além disso, a 

trombina também causa a retroalimentação positiva da cascata de coagulação.  

 Sabe-se que existem proteínas, pertencentes a família das SVSP, presentes 

nos venenos ofídicos que possuem atividade semelhante à trombina, e que são 

chamadas de trombina-símile (traduzido de thrombin-like) (ULLAH et al., 2018). Elas 

podem ser encontradas em venenos de diversas serpentes, como B. atrox (ITOH et 

al., 1988), B. jararaca (NISHIDA et al., 1994) e B. leucurus (MAGALHÃES et al., 2007).  

 Quando as amostras de veneno foram submetidas ao teste de atividade de 

trombina-símile, pudemos observar uma diferença significativa (p < 0,0001) 

comparando os resultados de B. erythromelas e B. leucurus (Figura 8.d). Apesar 

dessa diferença ser esperada, nos surpreende que os indivíduos de B. erythromelas 

apresentam essa atividade, uma vez que foi descrito que serpentes da espécie B. 

erythromelas não possuem trombina-símile na composição de seu veneno (LOTTO et 

al., 2021). 

 Como citado na metodologia (ver item 3.6 dessa dissertação) para esse ensaio, 

foi utilizado uma dose 10 vezes maior do que a recomendada pelo fabricante. Isso 

pode estar relacionado ao fato de as trombina-símile pertencerem a uma família que 

possui baixa imunogenicidade e por serem glicosiladas, o que pode interferir na 

interação antígeno e anticorpo (LEE; TAN; TAN, 2021). 

 Apesar do pool de veneno de B. jararaca possuir atividade semelhante ao grupo 

das amostras de B. leucurus, o mesmo não apresentou inibição pelo soro 
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antibotrópico, mesmo com o aumento da concentração dos anticorpos na pré-

incubação. Além do pool de B. jararaca, um indivíduo de B. leucurus também não 

apresentou diminuição da atividade de trombina-símile quando pré-incubado com o 

soro antibotrópico, que foi o indivíduo Bl1.  

 Além do ensaio de atividade semelhante à trombina, também foram realizados 

testes de ativação do Fator X. O Fator X também é um importante componente da 

cascata de coagulação, pois ele é o primeiro fator da via comum. Sua ativação, além 

de formar o coágulo, causa uma retroalimentação positiva da via extrínseca 

(SILVERTHORN, 2007).  

 A Figura 9 mostra um padrão heterogêneo nas amostras de B. erythromelas e 

mais homogêneo nas amostras de B. leucurus. Não é possível observar diferenças 

estatísticas entre B. erythromelas e B. leucurus, e os valores apresentados pelo pool 

de veneno de B. jararaca se mostram parecidos com ambas as espécies. Sousa e 

seus colaboradores (2018) encontraram valores semelhantes em B. atrox e B. 

jararaca, mesmo utilizando metodologia diferente. 

 Como descrito anteriormente, as PLA2s podem se ligar ao Fator X ativo (Fator 

Xa) causando assim sua inibição (KINI, 2003). Nesse ensaio, podemos observar que 

o indivíduo com a maior capacidade de ativar o Fator X é o Be7, esse indivíduo é o 

que possui a menor atividade fosfolipásica do grupo e não apresenta a banda 

correspondente à PLA2 no gel de SDS-PAGE sob condições não redutoras. Esses 

fatores em conjunto podem ser o gerador dessa alta capacidade de ativar o Fator X 

nessa amostra. Só é possível fazer essa correlação porque não foram encontradas 

PLA2 não enzimáticas no veneno de B. erythromelas (JORGE et al., 2015). 

 Os ativadores de Fator X dos venenos de serpentes podem pertencer à família 

tanto das metaloproteases quanto das serinoproteases (CARDOSO et al., 2009). 

Possivelmente, por conta desse fato que nesse ensaio não foi necessário aumentar a 

dose de soro antibotrópico para se observar uma neutralização das amostras. 

Podemos observar que as amostras de B. leucurus foram melhor neutralizadas pelo 

soro antibotrópico (64,1% de neutralização) do que as de B. erythromelas. 

 Algumas amostras de B. leucurus chegaram a mais de 70% de diminuição da 

ativação do Fator X quando pré-incubadas com o soro antibotrópico (Bl2, Bl3, Bl4, Bl5, 

Bl6 e Bl8). Sousa e seus colaboradores (2018) observaram inibição discreta da 

ativação do Fator X do veneno de B. atrox e B. jararaca (0,8% de inibição), 

assemelhando-se mais aos resultados encontrados para o pool de B. jararaca, pois 
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esse não mostrou diminuição significativa da sua capacidade de ativar o Fator X sob 

ação do soro antibotrópico. 

 Sabe-se que existem enzimas presentes nos venenos ofídicos capazes de 

degradar as cadeias α e β do fibrinogênio, e raramente atuam sobre a cadeia γ 

(MARKLAND, 1998; SWENSON; MARKLAND, 2005). Assim como em outras 

serpentes do gênero Bothrops (OLIVEIRA, 2014) as espécies B. erythromelas e 

B. leucurus mostraram a hidrólise da cadeia α e em seguida da cadeia β do 

fibrinogênio, sem mostrar qualquer alteração na cadeia γ em todos os intervalos de 

tempos analisados.  

 Todos os indivíduos, seja de B. erythromelas ou de B. leucurus, apresentaram 

degradação total da cadeia α e degradação parcial da cadeia β no intervalo de 5 min. 

Porém, é possível notar diferenças entre as amostras de ambas as espécies, pois 

todos os indivíduos de B. erythromelas apresentaram a cadeia β em nível superior a 

3 de degradação, no intervalo de 5 min, enquanto em B. leucurus apenas 3 indivíduos 

apresentaram condições iguais. 

 Comparando os dados da atividade fibrinogenolítica e atividade proteolítica, foi 

possível encontrar uma relação nas amostras de B. erythromelas. Os indivíduos Be1, 

Be2 e Be3 apresentaram níveis elevados de atividade proteolítica do grupo e foram 

os únicos que apresentaram degradação total da cadeia β. Apesar da degradação do 

fibrinogênio ser causado pelas proteases presentes nos venenos de serpentes (LU et 

al., 2005) não foi encontrado relação entre a atividade fibrinogenolítica e atividade 

proteolítica em amostras de Bl. 

 Podemos então afirmar que as amostras de veneno de B. leucurus possuem 

maior atividade fibrinogenolítica do que nos venenos de B. erythromelas. Como a 

atividade fibrinogenolítica dos venenos de Be e de Bl foram neutralizados por EDTA, 

podemos afirmar que as metaloproteases são as principais moléculas que agem na 

degradação das cadeias α e β do fibrinogênio em ambas as espécies (OLIVEIRA, 

2014).  

 Ao analisar os dados anteriores, é possível supor que as amostras de B. 

leucurus possuem maior potencial pró-coagulante do que as amostras de B. 

erythromelas, uma vez que exercem atividade significativamente mais alta de 

trombina-símile e apresentam um padrão mais homogêneo na ativação do Fator X. 

Porém, esse padrão não é observado quando o veneno entra em contato com o 

plasma humano no ensaio de tromboelastometria.  
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 Podemos observar que a DP50 do pool de B. erythromelas é de 6,95 ng/mL 

enquanto a DP50 do pool de B. leucurus é de 14,04 ng/mL (Figura 10). Já se sabe 

que o veneno de B. erythromelas tem atividade pró-coagulante marcante, mesmo com 

a ausência de trombina-símile, pois contam com ativadores de Fator X e de 

protrombina (FURTADO et al., 1991; SANTORO et al., 2015). Porém, Sanchez e seus 

colaboradores (1992) mostram que a Dose Mínima Coagulante sobre o plasma é 

menor em B. leucurus (1,4 mg/L) do que em B. erythromelas (2,4 mg/L), dado oposto 

do visto aqui.  

 Ao analisarmos as DP50 dos indivíduos de ambas as espécies, é possível notar 

que as amostras de B. leucurus possuem uma variação maior do que a encontrada 

em B. erythromelas. Isso também pode ser observado quando comparamos dois 

trabalhos envolvendo o veneno de B. leucurus. Lira-da-Silva (2009) encontrou uma 

DMC sobre o plasma de 85,98 mg/L enquanto Sanchez e seus colaboradores (1992) 

encontraram uma DMC de 1,4 mg/L, ambos utilizando a metodologia padronizada por 

Theakston e Reid (1983). 

 Outro dado importante que podemos observar analisando os dados de 

tromboelastometria é a variação do tempo de formação da rede de fibrina (CFT). Esse 

estágio é marcado pela firmeza do coágulo, evidenciada quando o coágulo chega a 

comprimento de 20 milímetros (WHITING; DINARDO, 2014). Um dos componentes 

essenciais para a firmeza do coágulo é o Fator XIII da cascata de coagulação 

(SILVERTHORN, 2007). 

 Para o valor de CFT é possível observar uma diferença entre os venenos de B. 

erythromelas e B. leucurus. Seis das amostras de B. erythromelas apresentam valores 

de CFTs lineares, ou seja, quanto mais veneno é colocado mais rápida é a formação 

da rede de fibrina, enquanto em B. leucurus, apenas três indivíduos mostram esse 

padrão. Os demais indivíduos apresentam outro padrão, em que o valor de CFT 

independe da quantidade de veneno na mistura.  

 Assim como em outros trabalhos que compararam o potencial coagulante das 

amostras individuais e do pool dessas amostras (GALIZIO et al., 2018), neste estudo 

também podemos observar que o pool é mais pró-coagulante do que a média 

individual do grupo. Enquanto a média da DP50 dos grupos de B. erythromelas e de 

B. leucurus representam respectivamente 10,53 ng/mL e 65,35 ng/mL, os seus 

respectivos pools representam doses de 6,95ng/mL e 14,04ng/mL.  
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 Essa potencialização da atividade pró-coagulante dos pools em relação as 

amostras individuais podem ser devido a ação sinérgica das proteínas do veneno. 

Algumas amostras de veneno podem apresentar proteínas específicas que são 

potencializadas quando misturadas, devido a ações intermoleculares entre as próprias 

proteínas do veneno e entre essas proteínas e as proteínas exógenas (LAUSTSEN, 

2016), como no caso as enzimas da cascata de coagulação. 

 O potencial inibitório do soro antibotrópico foi determinado pela DE50, 

possibilitando observar que o pool de veneno de B. leucurus foi melhor neutralizado 

do que o pool de B. erythromelas. Esse resultado é esperado quando consideramos 

a neutralização dos ensaios coagulantes in vitro, como a atividade trombina-símile  e 

ativação do Fator X. Em ambos os ensaios, os indivíduos de B. leucurus foram melhor 

neutralizados do que os de B. erythromelas.  

 Curiosamente, o pool de veneno de B. jararaca se mostrou intermediário quanto 

à neutralização pelo soro antibotrópico quando comparado com os venenos de ambas 

as espécies, e isso se repete também nos testes coagulotóxicos. Por se tratar do 

veneno de uma espécie que corresponde a 50% do pool de venenos botrópicos 

utilizado para a produção do soro, contra a ação de duas espécies de serpentes que 

não fazem parte desse pool (INSTITUTO BUTANTAN, 2022), esperava-se que o 

veneno de B. jararaca seria o melhor inibido nos ensaios realizados. Porém, apenas 

na atividade proteolítica sobre a azocaseína o pool de B. jararaca foi melhor inibido 

pelo soro antibotrópico do que os indivíduos de B. erythromelas e de B. leucurus.   
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6. CONCLUSÃO 

 Este estudo mostrou variações intra e interespecíficas entre os venenos de B. 

erythromelas e B. leucurus, em diferentes ensaios realizados em relação à 

composição proteica, ao imurreconhecimento e neutralização, às atividades 

enzimáticas e à coagulotoxicidade.  

 Em relação a ensaios de composição proteica, podemos observar que o 

veneno das serpentes B. leucurus mostraram maior variação quando comparados 

com as amostras de B. erythromelas. Essas variações apresentadas não possuem 

correlação com sexo, idade, alimentação e distribuição geográfica desses animais.  

  Os ensaios de imurreconhecimento e de neutralização mostraram que os 

venenos de B. erythromelas são melhor reconhecidos (teste de ELISA) pelo soro 

antibotrópico e são melhor inibidos com relação à atividade proteolítica do que os 

venenos de B. leucurus. Porém, com relação aos ensaios de trombina-símile, ativação 

de Fator X e inibição da atividade coagulante (DE50), os venenos das serpentes B. 

leucurus foram melhor inibidos do que os venenos de B. erythromelas.  

  Ambas as espécies não mostraram diferenças significativas em relação às 

atividades enzimáticas (fosfolipásica e proteolítica). Porém, quando avaliamos a 

atividade sobre fatores específicos da cascata de coagulação, podemos afirmar que 

as serpentes B. erythromelas possuem ação sobre o Fator X (com maior 

heterogeneidade) enquanto as serpentes B. leucurus além da ação sob o Fator X (com 

maior homogeneidade) apresentam também atividade trombina-símile. Os venenos 

das serpentes B. erythromelas tendem ser mais pró-coagulante do que as B. leucurus.   
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APÊNDICES 

Apêndice A -  Atividade fibrinogenolítica do veneno dos indivíduos de B. erythromelas 
e B. leucurus. As amostras de veneno (ven), a mistura veneno + soro 
antibotrópico (ven+SAB) e a mistura veneno + EDTA (ven+EDTA) foram 
incubadas a 37°C por 2 min. Em seguida, foram adicionados à mistura 200 
µL de fibrinogênio humano (2 mg/mL) e incubados a 37°C. Alíquotas de 15 µL 
foram retiradas da reação em intervalos fixos de 5 min (t1), 30 min (t2) e 90 
min (t3) e adicionadas em tampão de amostra contendo o agente redutor 2-
Mercaptoetanol. As amostras foram analisadas por meio de SDS-PAGE 
(12%). 
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Apêndice B -  Atividade Pró-Coagulante. Foram analisadas 6 doses das amostras de 
venenos em equipamento de tromboelastometria (ROTEM), juntamente com o 
CaCl2 (20 µL), o plasma humano (260 µL) e solução salina (quantidade 
suficiente para completar 360 µL). Os ensaios foram realizados pelo teste de 
ativação por contato (INTEM). 
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Apêndice C -  Neutralização da atividade pró-coagulante pelo soro antibotrópico. Foi 
incubada a DP50 de cada uma das amostras de venenos em equipamento de 
tromboelastometria (ROTEM), juntamente com o CaCl2 (20 µL), o plasma 
humano (260 µL), doses fixas de soro antibotrópico (0,05 µL, 0,1 µL e 0,5 µL) 
e solução salina 0,9% (quantidade suficiente para completar 360 µL). Os 
ensaios foram realizados pelo teste de ativação por contato (INTEM). 
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Apêndice D - Informações dos animais utilizados no estudo. 

B. erythromelas 

Amostra ID Peso (g) Cumprimento (cm) Sexo Localização 

Be1 1401-02 400 80-89 ♀ Ibitira - BA 

Be2 1401-05 80 60,5-70 ♂ Ibitira - BA 

Be3 1502-05 300 78-86,5 ♀ Ibitira - BA 

Be4 1601-05 76 55-64 ♂ Ibitira - BA 

Be5 1601-08 254 77-86 ♀ Ibitira - BA 

Be6 0904 356 86-95 ♀ Ibitira - BA 

Be7 0904 325 81-90 ♀ Ibitira - BA 

Be8 1109 585 86-96,5 ♀ Ibitira - BA 

Be9 1201-04 280 72-81,5 ♂ Ibitira - BA 

Be10 1401-08 210 70-81,5 ♀ Ibitira - BA 

      

B. leucurus 

Amostra ID Peso (g) Cumprimento (cm) Sexo Localização 

Bl1 0901-06 1615 150-169,3 ♀ Porto Seguro - BA 

Bl2 0901-11 775 113-127 ♂ Porto Seguro - BA 

Bl3 0901-12 1415 138-164 ♀ Porto Seguro - BA 

Bl4 0901-13 1685 148-167 ♀ Porto Seguro - BA 

Bl5 1201-08 970 123-140 ♀ Porto Seguro - BA 

Bl6 1201-18 615 102-113 ♂ Porto Seguro - BA 

Bl7 1401 400 101-117 ♂ Porto Seguro - BA 

Bl8 1402 535 117-135 ♂ Porto Seguro - BA 

Bl9 1504 1240 147-16+2 ♀ Porto Seguro - BA 

Bl10 1601-03 295 96-109 ♂ Porto Seguro - BA 

Bl11 1603-05 275 91-105 ♀ Porto Seguro - BA 

Bl12 1603-13 333 98-111 ♀ Porto Seguro - BA 

Bl13 1603-14 255 90-105 ♂ Porto Seguro - BA 

 

 


