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Resumo 

 

As fosfolipases A2 representam uma classe de enzimas com importante 

aplicação na medicina. Entretanto, o rastreamento direto em células tem sido 

difícil devido à ausência de um marcador estável, efetivo e específico para essas 

enzimas. Os pontos quânticos de tamanhos mágicos (MSPQs) são nanocristais 

de tamanho extremamente pequeno e com propriedades físicas únicas. Além 

disso, são excelentes marcadores luminescentes biocompatíveis e podem ser 

conjugados com várias biomoléculas. Neste trabalho, nós etiquetamos a 

BaltPLA2, uma fosfolipase A2 isolada da peçonha de Bothrops alternatus, com 

MSPQs de seleneto de cádmio/sulfeto de cádmio (CdSe/CdS). A bioconjugação 

foi confirmada usando espectros de infravermelho e microscopia de fluorescência, 

os quais demonstraram que os CdSe/CdS MSQDs interagem com a BaltPLA2 

sem interferir em sua atividade catalítica. Essa sonda permitiu o rastreamento da 

BaltPLA2 desde sua entrada através da membrana plasmática até sua 

incorporação no núcleo dos mioblastos. Estudos complementares foram 

realizados a fim de avaliar a atividade antiviral da BatPLA2 contra o vírus da 

dengue. Nossos testes mostraram a diminuição de aproximadamente 72% 50%, 

56% da citotoxicidade causada pela infecção pelo DENV nos ensaios virucida, 

pós-tratamento e adsorção, respectivamente. Assim, os resultados demonstraram 

a atividade antiviral da BaltPLA2 e que esta proteína pode ser uma importante 

ferramenta para o desenvolvimento de alternativas terapêuticas no futuro. 

 

Palavras-chave: fosfolipase A2; pontos quânticos de tamanhos mágicos, antiviral, 

dengue. 



 

Abstract 

 

Phospholipases A2 represent a family of enzymes with important application 

in medicine. However, direct tracking in cells has been difficult due to the absence 

of a stable, effective and specific marker for these enzymes. Magic-sized quantum 

dots (MSQDs) are nanocrystals of extremely small size and with unique physical 

properties. In addition, they are excellent biocompatible luminescent markers and 

can be conjugated to various biomolecules. In this work, we labelled BaltPLA2, a 

PLA2 isolated from Bothrops alternatus snake venom, with Cadmium selenide 

(CdSe)/cadmium sulphate (CdS) MSQDs. Bioconjugation was confirmed using 

infrared spectra and fluorescence microscopy, which demonstrated that the 

CdSe/CdS MSQDs interact with BaltPLA2 without interfering with its catalytic 

activity. This probe allowed the tracking of BaltPLA2 since its entry through the 

plasma membrane to its incorporation into the myoblast nucleus. Complementary 

studies were carried out to evaluate the antiviral activity of BatPLA2 against the 

dengue virus. Our tests showed a decrease of approximately 72% 50%, 56% of 

the cytotoxicity caused by DENV2 infection in the virucidal, post-treatment and 

adsorption assays, respectively. Thus, the results demonstrated the antiviral 

activity of BaltPLA2 and that this protein could be an important tool for the 

development of therapeutic alternatives in the future. 

 

KEYWORDS: phospholipase A2; magic-sized quantum dot; antiviral, dengue. 
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APRESENTAÇÃO 
 

Esta tese de doutorado foi elaborada de acordo com as normas 

estabelecidas pelo Programa de Pós Graduação em Genética e Bioquímica da 

Universidade Federal de Uberlândia. 

De forma concomitante ao desenvolvimento da tese, finalizamos os testes 

de caracterização da BaltPLA2, que deram origem ao artigo intitulado “BaltPLA2: A 

new phospholipase A2 from Bothrops alternatus snake venom with antiplatelet 

aggregation activity” publicado na revista “Protein & Peptide Letters” (Fator de 

impacto = 1.039) (Anexo I), o qual pode ser localizado pelo doi 

10.2174/0929866525666181004101622.  

O presente trabalho teve por objetivo descrever a bioconjugação e o 

rastreamento in vitro da BaltPLA2 utilizando pontos quânticos de tamanhos 

mágicos de CdSe/CdS. Como resultado, obtivemos a publicação do artigo 

intitulado “In vitro tracking of phospholipase A2 from snake venom conjugated with 

magic-sized quantum dots”  na revista “International Journal of Biological 

Macromolecules” (Fator de impacto = 3.671) (Anexo II), o qual pode ser localizado 

pelo doi 10.1016/j.ijbiomac.2018.10.185. A fim de complementar os estudos com 

a BaltPLA2, realizamos ensaios de interação da mesma com o DNA de mioblastos 

e testes antivirais contra o vírus da dengue sorotipo 2, os quais serão submetidos 

posteriormente a outra revista como requisito para homologação de tese no 

Programa de Pós Graduação em Genética e Bioquímica da Universidade Federal 

de Uberlândia.  

Nosso trabalho foi realizado no Laboratório de Biologia Molecular e Celular 

da Universidade Federal de Uberlândia em parceria com o Laboratórios de 

Imunoparasitologia "Dr. Mario Endsfeldz Camargo", Laboratório de Virologia, 

Laboratório de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores (LNMIS) e com 

Centro de Pesquisa em Biomecânica, Biomateriais e Biologia Celular (CPBio), 

todos desta mesma universidade. Ainda, tivemos o apoio do Instituto de Química 

da Universidade Estadual Paulista (UNESP) - Campus Araraquara - São Paulo. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Serpentes peçonhentas e odifismo no Brasil 
 

As serpentes estão entre os animais de relevância médico-científica 

(FATIMA & FATAH, 2014; MUKHERJEE et al., 2011). Desde o ano de 2009 a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) integrou os acidentes ofídicos à lista de 

doenças tropicais negligenciadas (WARRELL, 2010), visto que o envenenamento 

por serpentes peçonhentas é a causa de expressiva morbidade em regiões 

tropicais e subtropicais (CHIPPAUX, 2017; FEITOSA et al., 2015; 

KASTURIRATNE et al., 2008; GUTIÉRREZ et al., 2006).  

De acordo com o Ministério da Saúde, a maioria dos casos de acidentes 

com serpentes peçonhentas no Brasil é provocada por animais da família 

Viperidae, destacando-se quatro gêneros: Bothrops (jararaca), Crotalus 

(cascavel), Lachesis (surucucu) e Micrurus (coral) (BRASIL, 2018). Conforme o 

Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) do Ministério da 

Saúde, em 2016 no Brasil, houve 23.162 casos de acidentes ofídicos. Destes, 

80,77% são causados pelas serpentes peçonhentas do gênero Bothrops, seguido 

por Crotalus (9,45%), Lachesis (2,24%) e Micrurus (1,04%) (Figura 1A). 

Estatisticamente, ainda em 2016, a morte decorrente dos agravos por acidentes 

botrópicos corresponde a mais de 78% comparada aquela associada aos outros 

gêneros. Esses dados refletem a grande importância do envenenamento ofídico 

por espécies do gênero Bothrops no país (Figura 1B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Bothrops alternatus  

  

Figura 1. Casos de ofidismo no Brasil (A) e óbito pelos agravos notificados (B) 
no ano de 2016.  

 

A B 

Fonte: BRASIL, 2018. 
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As serpentes da espécie Bothrops alternatus (Figura 2A) integram a família 

Viperidae e são amplamente distribuídas em algumas áreas da América do Sul, 

incluindo o norte da Argentina, Paraguai, Uruguai (CACCIALI et al., 2016; COLA; 

CHIARAVIGLIO, 2011; CAMPBELL & LAMAR, 2004). No território brasileiro, 

estes animais vivem nas regiões sul, sudeste e em parte da região central (Figura 

2B) (MELGAREJO, 2003). Preferencialmente, essas serpentes habitam áreas 

úmidas nas imediações de rios e córregos, além de serem encontradas em locais 

de lavouras (MESQUITA & BRITES, 2003).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: MELGAREJO et al., 2003 

 

1.2. Peçonhas de serpentes e importância médico-científica 

 

As serpentes produzem peçonha por meio de glândulas especializadas 

com a finalidade de paralisar e pré-digerir suas presas (SILVA, 2011). Fatores 

como a idade do animal, sexo, dieta, espécie e condições ambientais interferem 

de forma decisiva na composição quantitativa e qualitativa das peçonhas ofídicas 

(VÉLEZ et al., 2017; ZELANIS et al., 2012; MENEZES et al., 2006; CHIPPAUX et 

al., 1991). Constitutivamente, essas peçonhas são uma complexa mistura de 

componentes orgânicos e inorgânicos tais como proteínas, lipídeos, carboidratos, 

cátions metálicos, nucleosídeos, aminoácidos e aminas biogênicas, dentre outros

 

Figura 2. (A) Exemplar da espécie Bothrops alternatus. Foto: Márcio Borges-Martins. 
(B) Distribuição geográfica da espécie Bothrops alternatus no Brasil. 
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 (MENALDO et al., 2013; STÚBAL et al., 2013; CUNHA & MARTINS et al., 2012; 

IZIDORO et al., 2006; CHIPPAUX et al., 1991; BIEBER, 1979).   

Nas últimas décadas, os avanços dos estudos de transcriptoma e das 

ferramentas de proteômica facilitaram o estudo da composição proteica das 

peçonhas de serpentes. Grande parte das proteínas encontradas pertence às 

classes das metaloproteases (svMP), serino proteases (svSP), L-aminoácido 

oxidases (svLAAO) e fosfolipases A2 (svPLA2) (TASOULIS & ISBISTER, 2017), as 

quais apresentam variados efeitos fisiopatológicos após o envenenamento ofídico 

(SANHAJARIYA et al., 2018; HERRERA et al., 2013; GUTIÉRREZ et al., 2009).  

Os efeitos fisiopatológicos motivados, principalmente, por essas classes de 

toxinas são divididos em locais e sistêmicos, alterando a homeostasia tecidual e o 

bom funcionamento dos órgãos. No local da picada, há a presença de necrose, 

edema, dor, quadros hemorrágicos e de infiltrados inflamatórios (DELAFONTAINE 

et al., 2017; GUTIÉRREZ et al, 2016; MAMEDE et al., 2016; KURUPPU et al., 

2007). A distribuição sistêmica das toxinas é facilitada pelo sistema vascular e 

linfático, ocasionando alterações cardíacas, cerebrais, pulmonares e até a morte 

do indivíduo (PANIAGUA et al., 2015; HERRERA et al., 2013).   

As implicações hemorrágicas e inflamatórias do envenenamento são 

resultantes, especialmente, da atuação de duas classes de toxinas, as svPLA2 e 

as svMP. A ação das svPLA2 proporciona a produção de mediadores inflamatórios 

que atuam na formação de edema e alterações de permeabilidade vascular 

(CASAIS-E-SILVA et al., 2016). Os danos nos vasos sanguíneos também são 

gerados pelas svMP, induzindo o extravasamento de líquido e aumento de 

permeabilidade, o que resulta na formação de edema e episódios hemorrágicos 

(BALDO et al., 2010; FERNANDES et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2005). A lesão 

vascular e o infiltrado inflamatório gerado pela atividade conjunta dessas duas 

toxinas contribuem para o surgimento de necrose tecidual (BUSTILLO et al., 

2015; GUTIÉRREZ et al., 2009).  

Apesar de atuarem em menor proporção, as svSP também são capazes de 

influenciar na resposta inflamatória local, por meio da ativação de componentes 

do sistema complemento (MENALDO et al., 2013), e influenciar nos quadros 

hemorráricos, degradando componentes da membrana basal do endotélio 

(GUTIÉRREZ et al., 2005), além de exercerem ações fibrinogenolíticas, ativação
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de  protrombina e fator X da coagulação, inibição da agregação plaquetária e 

apoptose (SANCHEZ et al., 2017; KINI & KOH, 2016; BERGER et al., 2008; DÍAZ 

et al., 2005). 

Ainda que as svPLA2, as svMP e as svSP contribuam para os quadros 

hemorrágicos do acidente ofídico, as svLAAO também são importantes 

clinicamente, um vez que podem causar citotoxicidade celular, além de apoptose 

das células endoteliais e consequente extravasamento de sangue para o 

interstício (STÁBELI et al., 2007; ARAKI et al., 1993). 

Apesar de todos os efeitos fisiopatológicos decorrentes do acidente ofídico, 

as peçonhas de serpentes contêm inúmeras toxinas com atividades de interesse 

para a medicina e algumas já se tornaram medicamentos (AKEF, 2017). Em 

1970, um estudo realizado no Brasil demonstrou a atividade anti-hipertensiva de 

um peptídeo ativo extraído da peçonha de Bothrops jararaca que proporcionou o 

desenvolvimento do medicamento Captopril® (CUSHMAN et al., 1977; FERREIRA 

et al., 1970). Outros medicamentos baseados em toxinas ofídicas também foram 

desenvolvidos e aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA), alguns 

deles estão descritos na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Exemplos de medicamentos desenvolvidos a base de toxinas da 
peçonha de serpentes.  

 
Nome genérico Espécie de origem Mecanismo de 

ação 
Referência 

Enalapril Bothrops jararaca Inibidor da enzima 
conversora de 
angiotensina 

UDUPA et al., 
1997 

Reptilase Bothrops atrox ou 
Bothrops moojeni 

Provoca a quebra de 
cadeias do 
fibrinogênio 

STOCKER et 
al.,1976 

Hemocoagulase Bothrops atrox/ 
Bothrops jararaca 

Ocasiona a quebra 
das cadeias do 
fibrinogênio e 

ativação do fator X 
e/ou da protrombina  

QIU et al., 
2017 

 

Ao longo dos anos, os estudos do potencial terapêutico das toxinas de 

serpentes têm se intensificado. Várias propriedades/aplicações biológicas dessas 

moléculas foram descritas, incluindo antibacterianas (FERREIRA et al., 2011), 
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antiparasitárias (ADADE et al., 2014), anticoagulantes (QUEIROZ et al., 2014), 

analgésicas (ZHAO  et al., 2017), antitumorais (URRA & ARAYA-MATURANA, 

2017), antiagregação plaquetária (DIAS et al., 2018; MATIAS et al., 2017) e 

antivirais (MULLER et al., 2014).  

1.3. Fosfolipases A2 da peçonha de serpentes  
 

As fosfolipases são uma complexa família de proteínas encontradas em 

diversos organismos como bactérias, vertebrados e plantas (HUANG et al., 2015; 

CANONNE et al., 2011; ISTIVAN & COLOE, 2006). São divididas em A1, A2, B, C 

e D de acordo com o sítio de clivagem na molécula de glicerofosfolipídeo. Aquelas 

que clivam na posição sn-1 e sn-2 são denominadas como fosfolipases A1 e A2, 

respectivamente, enquanto as fosfolipases B atuam em ambas as posições. As 

fosfolipases C clivam a ligação fosfodiéster na região proximal ao glicerol e as 

fosfolipases D na ligação fosfodiéster próxima ao grupo X (DJORDJEVIC, 2010) 

(Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de DJORDJEVIC (2010). 

 

As fosfolipases A2 são distribuídas em seis grupos principais: fosfolipases 

A2 citosólicas (cPLA2s), fosfolipases A2 independentes de cálcio (iPLA2), 

fosfolipases associadas à lipoproteínas (Lp-PLA2s), fosfolipases adiposas 

(AdPLA2s), fosfolipases lisossomais (LPLA2s) e as fosfolipases A2 secretadas 

(sPLA2), sendo este último grupo o mais abundante (GLUKHOVA et al., 2015; 

LESLIE et al., 2015; MURAKAMI et al., 2015; RAMANADHAM et al., 2015; PANG 

 

Figura 3. Sítios de clivagem dos glicerofosfolipídeos pelas fosfolipases. Em vermelho 
está representada a cadeia de glicerol dos fosfolipídeos. As setas indicam os sítios 
de atuação dessas proteínas.  
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et al., 2012; CARLQUIST et al., 2007). As sPLA2 dividem-se em 10 grupos e (I, II, 

III, V, IX, X, XI, XII, XIII, XIV) e subgrupos (DENNIS et al., 2011; SCHALOSKE & 

DENNIS, 2006 ). Aquelas pertencentes às peçonhas de serpentes da família 

Viperidae se enquadram no subgrupo IIA (SCHALOSKE & DENNIS, 2006). São 

enzimas com baixo peso molecular (14-18 kDa) e compostas de sete pontes 

dissulfeto em suas composições, as quais conferem estabilidade à estrutura 

secundária e resistência a ação de proteases (OJEDA et al., 2018; GHAZARYAN 

et al., 2015). 

As sPLA2 das peçonhas de serpentes (svPLA2) apresentam 120-125 

resíduos de aminoácidos com regiões altamente conservadas entre as espécies 

(OLIVEIRA et al., 2018; ARIAS et al., 2017; TIMILSINA et al., 2013; VIJA et al., 

2009; BERGH et al., 1989). Uma delas contém o aspartato na posição 49 (Asp-

49) onde se encontra o sítio catalítico dependente de íons Ca2+, o qual é 

essencial para a ativação enzimática (GALBIATTI et al., 2012; DENNIS et al., 

2011). O sítio de ligação dessas enzimas ao Ca2+ é constituído pelo grupo β-

carboxil do resíduo Asp-49 juntamente com o grupo carbonil dos resíduos de 

tirosina e glicina (DENNIS et al., 2011; FLEER et al., 1981).  Após a ligação 

desses íons, ocorrem mudanças conformacionais e ativação enzimática, 

essenciais para a hidrólise dos fosfolipídeos, primariamente a fosfatidilcolina 

(AKUBUGWO et al., 2016; BALSINDE et al., 2002). Apesar do Asp-49 ser o 

principal componente característico das svPLA2 enzimaticamente ativas, outros 

resíduos de aminoácidos são característicos do loop de ligação ao cálcio (Ca2+-

binding loop) e são importantes para suas atividades enzimáticas, como a tirosina 

nas posições 28 (Tyr-28) e 52 (Tyr-52), além de glicina nas posições 30 (Gly-30) e 

32 (Gly-32). Enquanto as posições 48 e 99 contêm os resíduos de histidina e 

aspartato, respectivamente (Figura 4) (PEREIRA et al., 1998; BERGH et al., 

1989). 
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Por outro lado, a substituição do Asp-49 por uma lisina (Lys-49) confere 

ausência de atividade enzimática ao subgrupo das svPLA2 Lys-49 (LOMONTE & 

RANGEL, 2012; MARAGANORE 1984). Apesar dessa substituição ser a mais 

encontrada nesse grupo, outros resíduos de aminoácidos também podem ocupar 

essa posição, como a serina, arginina, glutamina e asparagina (CONLON et al., 

2013; MURAKAMI et al., 2008; WEI et al., 2006; BAO et al., 2005). 

A ação das svPLA2 sobre os tecidos do organismo gera distúrbios 

fisiopatológicos após o envenenamento ofídico, como efeitos miotóxicos, 

cardiotóxicos, neurotóxicos e alterações inflamatórias e hemostáticas (MAMEDE 

et al. 2016; BERNARDES et al., 2015; MOREIRA et al., 2014; RODRIGUES et al. 

2014; TONELLO et al., 2012; RIGONI et al., 2008; MONTECUCCO et al., 2008; 

SANTOS-FILHO et al. 2008).  

O mecanismo de indução de danos celulares pelas svPLA2 Asp-49 e 

svPLA2 Lys-49 ocorre de forma diferente.  A hidrólise de fosfolipídeos de 

membrana ocasionada pela atuação das svPLA2 Asp-49 geram alterações 

irreversíveis às células, sendo que essa ação enzimática libera derivados 

lisofosfolipídicos, agentes que causam a desestruturação da membrana 

plasmática, aumentando a permeabilidade da mesma a íons (MORA-OBANDO et 

al., 2014; FERNÁNDEZ et al., 2013; HARRIS et al., 2013). Esse evento altera de 

 

Figura 4. Estrutura básica das svPLA2 asp49 de serpentes do gênero Bothrops, 
indicando os resíduos de aminoácidos (Asp-49, Tyr-28, Tyr-52, Gly-30, Gly-32, His-
48 e Asp-99) conservados no loop de ligação do Ca2+.  
 

Fonte: MARCUSSI et al., 2007. 
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forma significativa o equilíbrio intracelular de íons K+, Na+ e Cl- e, 

consequentemente, ocorre alteração do potencial de membrana (RUGOLO et al., 

1986).  

As svPLA2 Lys-49 independem de ação enzimática para causarem danos a 

nível celular. Essas proteínas atuam por meio de seus resíduos de aminoácidos 

catiônicos e hidrofóbicos/aromáticos presentes na posição C-terminal 

(FERNÁNDEZ et al., 2013; LOMONTE & GUTIÉRREZ, 2011), além de serem 

capazes de adentrar as células e interagir com componentes intracelulares, 

seguido de alterações no funcionamento celular (MASSIMINO et al., 2018). 

Apesar de terem mecanismos de ação diferentes, as svPLA2 Asp-49 e as svPLA2 

Lys-49 possuem sinergia entre si, uma vez que a desestabilização de membrana 

após a hidrólise de fosfolipídeos ocasionada pelas Asp-49 produz novos sítios 

aniônicos nas membranas celulares que serão alvo das Lys-49, gerando 

distúrbios celulares irreversíveis (MORA-OBANDO et al., 2014; SHEN & CHO, 

1995).  

Além de atuarem na desestruturação de membranas biológicas, as svPLA2 

Asp-49 e Lys-49 podem atuar no material genético das células. Ambas as 

proteínas são capazes de ocasionar a formação de micronúcleos, os quais 

indicam quebras ou aneuploidias no DNA (SILVA et al., 2018a; MARCUSSI et al., 

2013; FENECH et al., 2008). A presença de svPLA2 no meio intracelular, inclusive 

em regiões nucleares, já foi observada após marcação de uma miotoxina (Mt-II) 

com o corante orgânico carboxitetrametilrodamina, além de colocalização com 

nucleolinas (MASSIMINO et al., 2018). Entretanto, o mecanismo intracelular de 

atuação das svPLA2 ainda não está totalmente elucidado.  

   As svPLA2 têm um papel significante no acidente ofídico. Dessa forma, o 

estudo de seus mecanismos de ação possibilita o entendimento dos efeitos 

fisiopatológicos resultante dessas toxinas. Todavia, esses compostos são 

promissores agentes biotecnológicos e de relevante interesse para a medicina, 

uma vez que constituem moléculas bioativas com potencial terapêutico nas 

pesquisas contra o câncer, trombose, desordens cardiovasculares e inflamatórias, 

além de infecções por microrganismos patogênicos como bactérias, parasitas e 

vírus (CHEN et al., 2017; SHANBHAG, 2015; MADUWAGE; ISBISTER, 2014; 

CASTILHO et al., 2012; SAMY et al., 2011). 
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1.3.1. BaltPLA2 
 

A peçonha da serpente Bothrops alternatus é constituída por inúmeras 

proteínas, sendo uma pequena fração (7,8 %) representada pelas svPLA2. Apesar 

de baixa representatividade na peçonha bruta, as svPLA2 têm um papel 

importante no envenenamento ofídico (ÖHLER et al., 2010). Dentre as várias 

fosfolipases purificadas de B. alternatus encontra-se a BaltPLA2, uma svPLA2 

ácida com pI de 4,4 e massa molecular aparente de 17 kDa pela eletroforese em 

poliacrilamida e 14 kDa pela espectrometria de massas. A expressiva atividade 

catalítica da BaltPLA2 enquadra essa toxina no grupo das Asp-49, além de 

proporcionar diversas atividades biológicas, como modulação da hemostasia 

devida sua ação anticoagulante, inibição da agregação plaquetária induzida pela 

epinefrina e adenosina difosfato, indução de mionecrose in vivo e a produção de 

citocinas pró-inflamatórias in vitro (DIAS et al., 2018). Por outro lado, são 

necessários mais estudos para elucidar o mecanismo de ação dessa toxina sobre 

células e, consequentemente, aprofundar em suas possíveis atividades 

terapêuticas. 

 

1.4. Pontos quânticos  
 

Nos últimos anos, a procura por novas alternativas para o estudo de 

biomoléculas em sistemas orgânicos cresceu consideravelmente, o que possibilita 

o entendimento dos mecanismos de ação das mesmas tanto in vivo quanto in 

vitro (HOCKING et al., 2013).  

Em virtude da alta especificidade e sensibilidade, as metodologias 

científicas baseadas em fluorescência são de extrema importância para 

esclarecer eventos biológicos (SHASHKOVA & LEAKE, 2017). Sondas 

fluorescentes a base de corantes orgânicos têm se mostrado eficazes na 

identificação de biomoléculas (YAN et a., 2017; MARTYNOV et al., 2016; JUREK 

et al., 2015; WARRIER, 2014). Entretanto, algumas desvantagens na utilização 

dessas sondas devem ser consideradas, como a alta taxa de fotodegradação e o 

amplo espectro de emissão (OLIVEIRA et al., 2018). 
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Os pontos quânticos (PQs) são nanocristais semicondutores que suas 

propriedades de absorção e emissão podem ser sintonizadas em função do 

tamanho, forma e composição (SILVA et al., 2018b; SMITH & NIE, 2010; IIKAWA 

et al., 2004).  Além disso, são fotoestáveis e apresentam alta absorvidade 

diferentemente dos corantes tradicionais. Essas caracteristicas tornam os PQs 

importantes ferramentas luminescentes na monitoração de sistemas biológicos 

(EKIMOV & ONUSHCHENKO, 1981; MARTYNENKO et al., 2017; GOTO et al., 

2016; ZHUO et al., 2012; ROSENTHAL et al., 2011).  

Os PQs mais utilizados são constituídos essencialmente de metais como o 

cádmio (Cd), chumbo (Pb) ou zinco (Zn), que podem ser associados aos 

calcogênios (oxigênio, enxofre, selênio, telúrio e polônio), elementos químicos do 

grupo VI A da tabela periódica, para formar nanopartículas de CdS, ZnS, CdSe e 

CdTe. A produção dos PQs ocorre por métodos físicos, como o aquecimento por 

micro-ondas, microemulção e irradiação ultra-sônica, ou métodos de química 

coloidal, os quais são dependentes de surfactantes ou solventes orgânicos (PU et 

al., 2018; MAL et al., 2016). 

  A visualização de fluorescência dos pontos quânticos baseia-se na 

propriedade dessas nanopartículas de emitir luz quando excitados por fótons 

(SHIRASAKI et al., 2013; DVOYAN et al., 2011; SCHOLES et al., 2006). Esse 

mecanismo consiste na absorção de energia eletromagnética pelos elétrons, 

sendo maior ou igual ao gap do PQs, os elétrons realizam transições eletrônicas 

para a banda de condução, termalizam e recombinam com o buraco na banda de 

valência emitindo radiação eletromagnética de energia menor que a absorvida, 

podendo variar do azul ao vermelho nos PQs de calcogenetos de cádmio 

(NIENHAUS et al., 2015). A propriedade de emissão de luz pelos PQs depende 

do seu tamanho, quanto maior sua estrutura maior o comprimento de onda 

emitido (Figura 5) (ZRAZHEVSKIY et al., 2010; WALKEY et al., 2009).  
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Figura 5. Emissão de luz de acordo com o tamanho dos PQs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A fotoestabilidade dos pontos quânticos é uma das características que 

viabiliza a sua utilização frente aos corantes orgânicos fluorescentes, uma vez 

que estes últimos são fotossensíveis (RESCH-GENGER et al., 2008; SWENSON 

et al., 2007; BERLIER et al., 2003). A ampla absorção de energia 

eletromagnética, a emissão em estreitas bandas e o coeficiente de extinção molar 

está associada à estabilidade dos PQs, o que gera bastante interesse nas áreas 

biológicas (BIJU et al., 2008; SOMERS et al., 2006; LEATHERDALE et al., 2002).  

A toxicidade dos pontos quânticos é determinada pelas suas propriedades 

físico-químicas, tais como concentração, revestimento e tamanho (BELL et al., 

2018; LIU et al., 2017; HASSAN et al., 2016).  A influência dos PQs na maquinaria 

celular pode ocorrer de várias maneiras, como a indução de estresse oxidativo, 

genotoxicidade, disfunção mitocondrial e ruptura lisossomal, dentre outras 

(WANG et al., 2018; MU et al., 2017; WANG et al., 2015). Assim, visando à 

aplicabilidade em sistemas biológicos, a funcionalização dos pontos quânticos 

com materiais inertes e não tóxicos é de fundamental importância para minimizar 

estes problemas. 

Com o objetivo de reduzir essa citotoxicidade, os PQs são 

funcionalizados/estabilizados com compostos químicos na tentativa de diminuir os 

danos celulares gerados in vivo e in vitro, pois adquirem maior solubilidade em 

meio aquoso e viabilizam a bioconjugação com outras moléculas (KARAKOTI et 

al., 2015). Na maioria dos casos, a funcionalização fundamenta-se no

 

Fonte: ZRAZHEVSKIY et al., 2010 
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 revestimento do nanocristal com monocamadas de ligantes hidrofílicos ou grupos 

funcionais (WENGER & HILDEBRANDT, 2017; KUMARI et al., 2017; SMITH et 

al., 2006). Essas modificações minimizam as ligações não específicas dos PQs 

com componentes biológicos (LIU et al., 2008; SUSUMU et al., 2007). Por outro 

lado, o revestimento dos PQs necessita de alta estabilidade, uma vez que a 

toxicidade dos mesmos aumenta com o diâmetro da partícula (ZHU et al., 2012). 

Além disso, existe a possibilidade de acúmulo de PQs nos tecidos em função de 

degradações de íons adsorvidos na superfície dos PQs, causando toxicidade 

celular (PACE et al., 2010; MANCINI et al., 2008).  

Os pontos quânticos podem ser bioconjugados com diferentes moléculas 

biológicas, como enzimas, anticorpos e DNA (FRANCIS et al., 2017; BANERJEE 

et al., 2016; IYER et al., 2014). Tradicionalmente, as biomoléculas são 

conjugadas na superfície dos PQs por meio de ligações covalentes cruzadas ou 

pelo processo de adsorção não covalente induzidos quimicamente (UTKIN et al., 

2017; YONG et al., 2012; XING et al., 2007). Contudo, conhecer a estrutura tanto 

das nanopartículas, quanto da biomolécula é essencial para a realização da 

bioconjugação. 

A capacidade de conjugação torna os PQs novas ferramentas no estudo de 

proteínas específicas, auxiliando o entendimento de processos como localização, 

interações e movimentação dessas biomoléculas em sistemas vivos por meio de 

imagens fluorescentes (KOSHMAN et al., 2008). A possibilidade de rastreamento 

de proteínas constitutivas ou de toxinas exógenas utilizando os pontos quânticos 

já é uma realidade (RODRIGUES, 2017; UTKIN et al., 2017; VALENTINE et al., 

2012; KOSHMAN et al., 2008).  

 

1.4.1. Pontos quânticos de tamanhos mágicos 
 

Os pontos quânticos de tamanhos mágicos (MSPQs) se diferem dos PQs 

tradicionais pelo tamanho extremamente pequeno (<2 nm de diâmetro), alta 

estabilidade de tamanho e luminescência, bem como um amplo espectro de 

emissão (SILVA et al., 2014a; BERI et al., 2011; XIA & ZHU,
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2008). Essa nomenclatura dos MSPQs é determinada pela limitada quantidade de 

átomos em suas estruturas (KUZNETSOV et al., 2012; CHEN et al., 2005). 

Os MSPQs constituídos de seleneto de cádmio (CdSe) são estruturas 

ultrapequenas que exibem um espectro de emissão de 420 a 710 nanômetros, 

tornando-as versáteis para aplicações distintas (HARRELL et al., 2013). Além 

disso, há a possibilidade de melhorar a biocompatibilidade e intensidade de 

luminescência dos PQs de CdSe revestindo com uma casca de CdS e gerando 

nanocristais de núcleo/casca de CdSe/CdS (SILVA et al., 2014b; SILVA et al., 

2014c; SILVA et al., 2013). Estruturalmente, essas nanopartículas são formadas 

por um núcleo de cádmio/selênio revestido por uma monocamada de átomos de 

CdS. Ainda mais externamente, tem-se a funcionalização com moléculas de 1-

tioglicerol, as quais contêm em suas extremidades grupos hidroxila (Figura 6) 

(SILVA et al., 2014a). 

 

Figura 6. Estrutura simplificada dos MSPQs de CdSe/CdS. O núcleo de 
cádmio (em verde), monocamada de átomos CdS (em amarelo) e funcionalização 
com moléculas de 1-tiolglicerol (azul). Os grupos hidroxila estão representados 
em vermelho.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A citotoxicidade dos MSPQs de cádmio em sistemas biológicos é 

dependente dos íons de cádmio adsorvidos na superfície, sendo liberados e 

ocasionando alterações celulares relevantes (SILVA et al., 2014b; LI et al., 2009).  

Dessa forma, meios de reduzir essa possibilidade são de grande importância para 

viabilizar a utilização dos mesmos em estudos de moléculas biológicas, o que 

 

Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2014a 
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pode ser superado pela funcionalização de suas superfícies com substâncias 

inertes (UNNI et al., 2008). Assim, a formação de uma casca de CdS ao redor dos 

MSPQs de CdSe diminui a presença desses íons, reduzindo danos celulares 

gerados por esses nanocristais (SILVA et al., 2014b; SILVA et al., 2016). Essa 

modificação na superfície dos pontos quânticos associadas à sua produção em 

soluções aquosas e a funcionalização com o 1-tioglicerol aumentam a 

biocompatibilidade em ensaios in vitro e impedem reações de imunogenicidade 

deses MSPQs de CdSe/CdS (SILVA et al., 2016; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 

2013).  

Em virtude das propriedades físico-químicas e biológicas dos MSPQs de 

CdSe/CdS, como a fotoestabilidade, alta absorvidade molar, a alta eficiencia 

quântica, tamanho extremamente pequeno, amplo espectro de emissão, 

estabilidade do tamanho e luminescência, biocompatibilidade esses MSPQs são 

excelentes ferramentas para o desenvolvimento de sondas que proporcionem a 

detecção, localização e rastreamento de biomoléculas in vivo e in vitro, superando 

as sondas fluorescentes convencionais (KOVTUN et al., 2018; SILVA et al., 

2016). Em virturde disso, os MSPQs podem ser utilizados no estudo das toxinas 

ofídicas. Em função dos variados efeitos fisiopatológicos das svPLA2, é 

necessário o desenvolvimento de sondas estáveis para a detecção e 

rastreamento destas proteínas. Dessa forma, justifica-se a utilização dos MSPQs 

de CdSe/CdS para o rastreamento da BaltPLA2 em mioblastos a fim de analisar 

os locais de  ação dessa proteína a nível celular, que podem auxiliar no 

entendimento dos mecanismos mionecróticos da mesma.  
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2. OBJETIVOS 
 

2.1.  Objetivo geral 
 

Rastrear a fosfolipase BaltPLA2 conjugada espontaneamente com pontos 

quânticos de tamanhos mágicos de CdSe em células in vitro e investigar sua  

atividade antiviral. 

2.2. Objetivos específicos 
 

 Realizar a bioconjugação espontânea dos MSPQs de CdSe/CdS com a 

BaltPLA2; 

 

 Localizar a BaltPLA2 em cultura de mioblastos; 

 
 Analisar a ação antiviral da BaltPLA2 sobre o vírus da dengue sorotipo 2. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1. Isolamento da BaltPLA2 
 

  A enzima BaltPLA2 foi isolada previamente a partir da peçonha bruta da 

serpente Bothrops alternatus. A peçonha foi adquirida do Serpentário Bioagents 

(Batatais - São Paulo), onde, após a coleta, a mesma foi imediatamente 

dessecada a vácuo, à temperatura ambiente e conservada a 20ºC até o 

momento do uso.  

  Os passos de isolamento da BaltPLA2 foram descritos pelo nosso grupo de 

estudo do Laboratório de Biologia Molecular e Celular do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade Federal de Uberlândia (DIAS et al., 2018). 

Resumidamente, a peçonha bruta foi submetida a uma cromatografia de troca 

iônica em coluna DEAE-Sephacel (1,5 centímetros de diâmetro x 15 cm de 

comprimento) com gradiente crescente de tampão contendo bicarbonato de 

amônia (0,05 a 1 M, pH 7,8). Em seguida, foi realizada uma cromatografia de 

interação hidrofóbica em coluna Phenyl-Sepharose (1,5 cm x 2,5 cm) com 

gradiente decrescente de NaCl (4 a 0 M). A fração contendo a BaltPLA2 foi 

quantificada pelo método de BRADFORD (1976) e estocada a –20ºC até o 

momento do uso. 

  

3.2. Síntese e caracterização física dos MSPQs de CdSe/CdS 
 

  A síntese dos pontos quânticos de tamanhos mágicos de CdSe/CdS foi 

realizada em solução aquosa coloidal como descrita por SILVA e colaboradores 

(2014). Em suma, foi utilizada uma solução contendo 1 mmol de NaHSe e 2 mmol 

de NaBH4 e 40 mL de água ultrapura preparada em frasco de três gargalos sob 

atmosfera inerte de argônio. Uma segunda solução foi preparada contendo 4 

mmol de Cd(ClO4)2, 4 mmol de 1-tioglicerol e 10 mL de água ultrapura. A liga de 

CdSe1-xSx e a casca de CdS torno do CdSe foram desenvolvidos de acordo com 

a metodologia descrita por SILVA (2014). 

  Os espectros de absorção ótica foram registrados à temperatura ambiente 

usando um espectrofotômetro UV-VIS-NIR de feixe duplo (UV-3600, Shimadzu, 
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Kyoto, Japão) a uma resolução espectral de 1 nm. Já os espectros de 

fluorescência foram registrados com excitação a 380 nm com um 

espectrofotômetro Cary Eclipse (Varian Medical Systems, Califórnia, Estados 

Unidos da América). As imagens de AFM dos MSPQs foram adquiridas à 

temperatura ambiente utilizando um microscópio de força atômica (SPM-9600, 

Shimadzu). As soluções aquosas contendo os MSPQs de CdSe/CdS foram 

diluídas e gotejadas sobre um substrato de mica e secas com nitrogênio gasoso, 

com base na metodologia publicada por DANTAS e colaboradores (2012). 

3.3. Ensasio de bioconjugação dos MSPQs de CdSe/CdS e a BaltPLA2 
 

3.3.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier 
(FT-IR) 

 

Os MSPQs de CdSe/CdS e a BaltPLA2 foram dispersos em água 

esterilizada sem qualquer tratamento adicional para a concentração de 2 μg/μL e 

1 μg/μL, respectivamente, em volume final de 20 μL, seguido de incubação à 

temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, essa solução foi submetida à 

técnica de Espectroscopia de Infravermelho (IR) com Transformada de Fourier 

(FT-IR) por meio do espectrofotômetro Shimadzu Fourier IR (Vertex 70, 

Massachusetts, EUA) na faixa espectral de 830-4000 cm–1 via refletância total 

atenuada (ATR). Para efeitos de comparação das alterações ocorridas no 

bioconjugado, foram obtidos separadamente os perfis de FT-IR dos MSPQs de 

CdSe/CdS MSQDs a 2 μg/μL e da BaltPLA2 a 1 μg/μL. 

 

3.3.2. Cromatografia de fase reversa 
 

Primeiramente, a BaltPLA2 (200 μg) foi incubada por 15 min a temperatura 

ambiente com diferentes quantidades de MSPQs de CdSe/CdS (20, 200 e 400 

μg) em solução contendo o solvente A (0,065% de ácido trifluoroacético em 

água). Em seguida, essa solução foi submetida à cromatografia de fase reversa 

em coluna C2/C18 (0,46 cm × 10,0 cm) por meio do sistema ÄKTApurifier HPLC 

(GE Healthcare, Uppsala, Suécia). A coluna foi equilibrada com solvente A e 
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eluída por um gradiente de concentração de 0 a 100% com o solvente B (0,05% 

ácido trifluoroacético em acetonitrila) em um fluxo de 0,5 mL/min à temperatura 

ambiente. A absorbância foi monitorada a 280 nm. 

  

3.3.3. Espectroscopia de Dicroísmo Circular 
 

Os espectros foram obtidos na faixa de 195 a 260 nm com o 

espectrofotômetro de dicroísmo (CD) JASCO J-815 (Great Dunmow, Inglaterra) 

em cubetas de quartzo (1 mm). Após incubação de 15 min à temperatura 

ambiente dos MSPQs de CdSe/CdS com a BaltPLA2 (concentração final de 0,5 

mg/mL) do conjugado, foi realizada a espectroscopia de dicroísmo circular em 

Tris-HCl a 0,01M, pH 7,5 para avaliação das mudanças conformacionais nos 

espectros do bioconjugado e da BaltPLA2 isolada. Os espectros foram tipicamente 

registrados como uma média de 15 scans e normalizados a elipticidade usando a 

seguinte equação: [Ɵ]mrw = deg. x cm2/dmol x 10-3.  

3.4. Ensaios biológicos com o bioconjugado ou com a BaltPLA2 isolada 
 

3.4.1. Atividade fosfolipásica  
 

A atividade fosfolipásica da BaltPLA2 foi determinada pela ação hemolítica 

indireta de acordo com a metodologia descrita anteriormente por GUTIÉRREZ e 

colaboradores (1988). Primeiramente, um gel de agarose 1% suplementado com 

gema de ovo e eritrócitos humanos foi confeccionado e, após solidificação do 

mesmo, foram feitos orifícios de tamanho uniforme (5 mm de diâmeto). Em 

seguida, 50 μL de solução salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 10 μg 

de BaltPLA2 e 20 μg de MSPQs de CdSe/CdS foi pré-incubada por 15 minutos à 

temperatura ambiente, seguido de adição no orifício do gel. Soluções de 50 μL de 

PBS contendo separadamente a peçonha bruta de B. alternatus (10 μg), os 

MSPQs de CdSe/CdS (20 μg), a BaltPLA2 (10 μg) e apenas PBS (50 μL) também 

foram adicionadas em seus respectivo orofícios no gel.   

O gel, contendo as amostras, foi mantido à temperatura ambiente por 24h e 

a atividade hemolítica indireta foi identificada pela formação de halos translúcidos 
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no gel. Estes halos indicam a hidrólise de fosfolipídios presentes na gema de 

ovoe os produtos desta lise ocasionam o rompimento da membrana dos 

eritrócitos (HABERMANN & HARDT, 1972). Os resultados foram expressos em 

milímetros quadrados (mm2) e as análises estatísticas foram realizadas pelo 

método one-way ANOVA com o teste pós-teste de Bonferroni. Todos os ensaios 

foram feitos em triplicatas. 

3.4.2. Cultura de mioblastos  
 

Os mioblastos (linhagem C2C12 de células de camundongo) foram utilizados 

para avaliar os bioconjugados de MSPQs de CdSe/CdS com a BaltPLA2 e estudar 

a localização da toxina nessas células. As células foram mantidas em meio de 

cultura Roswell Park Instituto Memorial (RPMI) 1640 (Gibco/Invitrogen, Carlsbad, 

EUA) suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10%, HEPES 25 mM, penicilina 

100 U/mL, estreptomicina 100 µg/mL, L-glutamina 2 mM e bicarbonato de sódio 3 

mM em estufa a 37° C sob atmosfera umidificada e CO2 5%. 

3.4.3. Rastreamento da BaltPLA2 etiquetada com os MSPQs de CdSe/CdS 
 

Os mioblastos 8×103 células/poço foram colocados em placa de 96 poços, 

seguido de incubação por 24 h a 37° C e 5% de CO2. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado, as células lavadas com PBS e incubadas com 200 

μL/poço de meio RPMI suplementado com SFB 2% contendo MSPQs de 

CdSe/CdS 200 ng/μL ou MSPQs de CdSe/CdS MSQDs 200 ng/μL + BaltPLA2 100 

ng/μL por 18 h ou 32 h a 37° C e 5% de CO2. As imagens foram adquiridas nos 

tempos especificados usando o microscópio invertido de fluorescência (EVOS fl-

AMG, Seattle, EUA) com excitação em 470 nm e as emissões foram capturadas 

usando filtro de 525 nm. 

 

3.4.4. Obtenção de soro anti-BaltPLA2 em camundongos 
 

Neste trabalho, foram utilizados camundongos Balb/c fêmeas (20-25 g) obtidos 

do Centro de Bioterismo e Experimentação Animal (CEBEA) da Universidade 

Federal de Uberlândia. Os animais foram mantidos em condições controladas de 
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temperatura (22 ± 2 °C), umidade (60-70%) e ciclos de claro/escuro (12 h) com 

livre acesso a comida e água. Os procedimentos experimentais foram aprovados 

pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) da Universidade Federal 

de Uberlândia sob o protocolo de 065/17. 

 Para a produção de soro anti-BaltPLA2, três camundongos foram submetidos 

a imunizações com três doses/animal (com intervalo de 15 dias entre cada dose) 

por meio de injeções intraperitoneais contendo 100 µL de BaltPLA2 a 25 µg/mL ou 

100 µL de PBS como controle negativo, sendo que antes da inoculação as 

amostras foram acrescidas de 100 µL de adjuvante a base de hidróxido de 

alumínio (Alum, Invivogen, Toulouse, França), totalizando 200 µL de solução por 

animal em cada imunização. O sangue dos animais foi coletado 15 dias após a 

última dose e incubado por uma hora a 37ºC, seguido de centrifugação a 1000 xg 

para obtenção do soro. O mesmo foi acondicionado a –20º C até o momento do 

uso.  

3.4.5. Imunofluorescência indireta para detecção da BaltPLA2 
 

A imunofluorescência indireta (IFI) foi realizada de acordo com DAVOLI-

FERREIRA e colaboradores (2016) com algumas modificações. Primeiramente, 

foi adicionado 1 x 104 mioblastos/poço em placa de 96 poços com posterior 

incubação por 24 h a 37º C e CO2 5%. Então, as células foram tratadas em 

triplicatas com 200 µL/poço de meio RPMI suplementado com 2% de SFB 

contendo a BaltPLA2 a 12,5 µg/mL ou com meio como controle negativo.  Após 24 

h de incubação, o sobrenadante foi removido, as células lavadas com PBS e 

fixadas com uma solução de formaldeído a 4% durante 20 min à temperatura 

ambiente. Em seguida, os poços foram lavados novamente com PBS e as células 

incubadas por 1 h à temperatura ambiente com 100 µL de uma solução contendo 

TritonTM X-100 a 1% e albumina sérica bovina (BSA) a 2%. Após esse tempo, 

uma nova lavagem dos poços com PBS foi realizada e as células foram 

incubadas por 1 h com 100 µL soro anti-BaltPLA2 diluído 1:10  em Tween 0,05% e 

BSA 0,5%. Uma última lavagem com PBS foi feita, seguido da adição de 

anticorpos IgG de camundongo conjugados com Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, EUA) diluídos 1:1000 em solução de 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) 300 nM. Uma hora após incubação à temperatura ambiente, as 
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células foram lavadas com PBS e as imagens adquiridas usando um filtro de 525 

nm no microscópio invertido de fluorescência (EVOS). 

3.5. Atividade antiviral da BaltPLA2 

3.5.1. Cultura de células Vero e vírus  

  

 Células Vero (ATCC® CCL-81™) foram mantidas em meio DMEM 

GlutaMAX (Gibco/Invitrogen, Carlsbad) suplementado com SFB 10%, penicilina 

100 U/mL, estreptomicina 100 µ/mL e anfotericina B 2 µg/mL a 37ºC e CO2. O 

vírus da dengue sorotipo 2 (DENV2) foi propagado em células C6/36, de Aedes 

albopictus e titulado pelo método de TCID50 como descrito por  LABARRE & 

LOWY (2001). O estoque viral foi armazenado a –80ºC até o momento dos 

ensaios antivirais.  

 

3.5.2. Citotoxicidade da BaltPLA2 em células Vero 
 

 O teste de toxicidade da BaltPLA2 em células Vero foi realizado pelo método 

de MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina]) como descrito 

por Mosmann (1983) e modificações de Sieuwersts et al (1995). A quantidade de 

2 x104 células/poço foi adicionada em triplicatas em placa de cultura de 96 poços 

e incubada a 37º C e CO2 a 5%. Após de 24 h de incubação, a monocamada foi 

tratada com 200 µL/poço de DMEM suplementado com SFB 2% contendo a 

BaltPLA2 nas concentrações de 25, 50, 100 e 300 µg/mL. A placa foi mantida por 

seis dias a 37º C e CO2 5%. Células mantidas apenas com meio de cultura 

suplementado com SFB 2% foram utilizadas como controle negativo. No sexto 

dia, o sobrenadante foi retirado, as células lavadas com PBS e adicionados 50 

µL/poço de meio de cultura contendo 1 mg/mL de MTT. Após a incubação da 

placa por 1 h a 37º C e CO2 5%, o sobrenadante foi descartado e adicionados 100 

µL/poço de dimetilsulfóxido (DMSO) para solubilização dos cristais de formazan, 

seguido de leitura de absorbância em espectrofotômetro a um comprimento de 

onda de 560 nm. Assim, foi calculada a concentração citotóxica para 50% das 

células (CC50) de acordo com a fórmula abaixo: 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166093401003160
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Onde:  

Ct (%) = porcentagem de citotoxicidade 

DOmt =  absorbância nos poços tratados 

DOcc = média da absorbância dos poços usados como controle (sem 

BaltPLA2). 

 

3.5.3. Ensaio virucida 
 

A quantidade de 2 x 104 células/poço foi adicionada em placas de 96 

poços, incubadas por 24 h a 37ºC e CO2 5%. Após esse tempo, foram incubados 

33,6 ± 0,17 TCID50 do DENV2 com concentrações não citotóxicas da BaltPLA2 

(25, 50 e 100 µg/mL) em volume de 100 µL por 2 h a 37ºC. Em seguida, essa 

mistura foi adicionada à monocamada de células Vero e, após 1 h de incubação, 

o sobrenadante foi descartado, seguido da adição de 200 µL/poço de DMEM 

contendo SFB 2% e incubação por seis dias a 37ºC e 5% de CO2.  

A avaliação da atividade antiviral da BaltPLA2 foi mensurada por meio do 

ensaio de MTT como descrito anteriormente. Assim, no sexto dia de incubação 

após a adição da mistura de DENV2 e BaltPLA2, o sobrenadante foi descartado e 

os poços lavados com PBS. Em seguida, foi realizado o ensaio de MTT e a 

concentração de BaltPLA2 capaz de reduzir 50% da atividade citotóxica do vírus 

(EC50) foi determinada pelo software GraphPad Prism versão 5.0 utilizando a 

análise de regressão não-linear. A partir dos dados de CC50 e EC50 da BaltPLA2 

foi calculado o índice de seletividade (IS= CC50/EC50). Valores de IS acima de 

quatro sugerem potencial antiviral de determinada substância (AMOROS et al., 

1992).  
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3.5.4. Ensaio de atividade antiviral por pré-tratamento  
 

Células Vero (2,0 x104 células/poço) foram incubadas em placas de 96 

poços por 24 h a 37ºC e CO2 5%. Após este tempo, a monocamada foi tratada 

com 100 µL/poço de DMEN contendo a BaltPLA2 nas concentrações de 25, 50 e 

100 µg/mL. Após 2 h de incubação, o sobrenadante foi retirado, 33,6 ± 0,17 

TCID50 de DENV2 foram adicionados em cada poço e a placa foi incubada por 1h 

a 37º C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, os poços foram lavados com 

PBS e 200 µL/poço de DMEM suplementado com SFB 2% foram adicionados as 

células, seguido de incubação por 6 dias a 37º C e CO2 5%. Após seis dias, foi 

analisada a citotoxicidade gerada pelo vírus por do método de MTT, o EC50 e o IS 

calculados como descrito no ensaio virucida.  

 

3.5.5. Ensaio de atividade antiviral por pós-tratamento 
 

As células Vero (2,0 x104 células/poço) foram cultivadas em placas de 96 

poços por 24 h a 37º C e CO2 5%. Em seguida, foram adicionados 33,6 ± 0,17 

TCID50 do DENV2 por poço. Após 1 h de incubação, o sobrenadante foi retirado e 

200 µL de DMEN suplementado com SFB 2% contendo a BaltPLA2 nas 

conentrações de 25, 50 e 100 µg/mL foram adicionados por poço da placa. 

Depois de 6 dias de incubação, o sobrenadante foi retirado e a análise da 

citotoxicidade resultante da ação viral, o EC50 e o IS foram calculados como 

descrito anteriomente. 

 

3.5.6. Ensaio de adsorção 
 

As células Vero (2,0 x104 células/poço) foram cultivadas em placas de 96 

poços por 24 h a 37º C e CO2 5%. Após esse tempo, as mesmas foram incubadas 

a 4º C por 30 min, seguido de retirada do sobrenadante e adição de 33,6 ± 0,17 

TCID50 de DENV2, juntamente com 100 µL/poço de DMEM contendo a BaltPLA2 

nas concentrações finais de 25, 50 e 100 µg/mL. Após 2 h de incubação a 4ºC, o 

sobrenadante foi retirado, os poços lavados com PBS e posterior adição de 200
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 µL/poço de DMEM suplementado com SFB 2% e incubação por 6 dias 37ºC e 

CO2 5%. No sexto dia foi realizado o método de MTT para verificar a 

citotoxicidade ocasionada pelo vírus e foram calculados EC50 e IS.  

 

3.5.7. Ensaio de internalização 
 

 As células Vero (2,0 X104 células/poço) foram cultivadas em placas de 96 

poços por 24 h a 37º C e CO2 5%. Em seguida, as células foram mantidas a 4º C 

por 30 min, seguido de retirada do sobrenadante e incubação com 33,6 ± 0,17 

TCID50 de DENV2 durante 2 h a 4º C. Após esse tempo, cada poço foi lavado 

com PBS e as células incubadas a 37º C por 5 min. Logo em seguida, as células 

foram tratadas com 100 µL/poço de DMEM contendo a BaltPLA2  nas 

concentrações de 25, 50 e 100 µg/mL por 2 h. Finalmente, cada poço foi lavado 

com tampão citrato (ácido cítrico 40 mM, KCl 10 mM, NaCl 137 mM,  pH 3,0) PBS 

e adicionados 200 µL DMEM suplementado com SFB 2 %. A placa foi incubada 

por 6 dias a 37ºC e CO2 5%, seguido da realização do método de MTT e cálculo 

de EC50 e IS. 

 

3.5.8. Imunofluorescência indireta para o DENV2 
 

Para obtenção de anticorpos contra o DENV2, foi realizada a inativação 

térmica do vírus a 70°C por 1 h de acordo com JONGES e colaboradores (2010). 

Três camundongos Balb/c fêmeas foram imunizadas com uma dose de 15 

µL/animal de solução contendo DENV2 inativado a cada 15 dias, totalizando três 

doses quinze dias após a última dose. Os animais foram sacrificados e seu 

sangue foi retirado para obtenção do soro que foi utilizado na imunofluorescência 

indireta (IFI).  

Primeiramente, foram realizados os testes de atividade virucida e pós-

tratamento como mencionados nos itens 3.5.3 e 3.5.5, respectivamente. 

Entretanto, foi utilizada em ambos os testes apenas a concentração de 100 µg/mL 

de BaltPLA2.  No sexto dia de ensaios antivirais, a IFI foi realizada de acordo com 

o protocolo descrito por DAVOLI-FERREIRA e colaborados (2016) e, brevemente, 
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mencionado no item 3.4.5. As imagens foram capturadas por microscopia de 

fluorescência. 

  

4. RESULTADOS 
 

4.1. Caracterização física dos MSPQs de CdSe/CdS 
 

A caracterização óptica dos MSPQs de CdSe/CdS foi realizada utilizando um 

espectrômetro UV-VIS-NIR e a caracterização morfológica foi feita com base na 

imagem de AFM utilizando um microscópio de força atômica. 

Nos espectros de absorção e fluorescência observa-se bandas estreitas de 

absorção e uma banda larga de emissão, características de MSPQs de 

CdSe/CdS (Figura 7A). O amplo espectro de emissão é interessante, pois 

possibilita a detecção desses MSPQs por microscopia de fluorescência usando 

dois filtros (verde e vermelho). Na imagem de AFM observa-se que os MSPQs 

CdSe/CdS têm um diâmetro de aproximadamente 1,6 nm e apresentam 

morfologia esférica (Figura 7B). 

 
Figura 7. Caracterização física dos MSPQs de CdSe/CdS. (A) espectro de 
absorção e de fluorescência (resolução de 1 nm). Unidades arbitrárias são 
definidas como relativas às bandas mais intensas, que são determinadas como 1. 
As linhas pretas e azuis representam os espectros de absorção e emissão 
normalizados, respectivamente. (B) Imagem de microscopia de força atômica 
demonstrando o tamanho e morfologia dos MSPQs. 
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4.2. Bioconjugação dos MSPQs de CdSe/CdS com a BaltPLA2 
 

A análise da BaltPLA2, dos MSPQs de CdSe/CdS e da BaltPLA2 etiquetada 

com os MSPQs de CdSe/CdS (MSPQs-BaltPLA2) por FT-IR revelou alterações 

evidentes em duas regiões: A (850–1500 cm-1) e B (2630-2930 cm-1). Na região A, 

bandas foram observadas em 2825 e 2910 cm-1. A intensidade da última banda 

foi diminuída nos espectros do bioconjugado (Figura 8). Na região B, foram 

observadas bandas no intervalo de 870-980 cm-1 e em regiões específicas como 

1046, 1086 e 1421 cm-1. Os espectros do bioconjugado MSPQs-BaltPLA2 

mostraram uma diminuição de intensidade nas bandas 877, 1086 e 1421 cm-1 

comparada com os espectros apenas dos MSPQs. Esses resultados sugerem que 

a interação da BaltPLA2 com os MSPQs ocorre entre hidrocarbonetos alifáticos da 

toxina e hidroxilas do 1-tioglicerol dos PQs.  
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Figura 8. Espectroscopia de infravermelho (IR) com Transformada de 
Fourier (FT-IR) da BaltPLA2, MSPQs e MSPQs-BaltPLA2. As soluções aquosas 
foram analisadas em faixa espectral de 830-4000 cm–1 usando um modo de 
refletância total atenuada (ATR). 
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4.3. Cromatografia de fase reversa  
 

Os testes de cromatografia de fase reversa do bioconjugado MSPQs-

BaltPLA2 mostraram uma redução de intensidade do pico de absorção da 

BaltPLA2 quando incubada com concentrações crescentes de MSPQs (Figura 

9A). Ainda, houve o deslocamento desse mesmo pico para a esquerda 

comparado ao perfil cromatográfico da BaltPLA2 pura (Figura 9B-D).  

 

Figura 9. Cromatografia de fase reversa em coluna C2/C3. A BaltPLA2 (200 
µg) foi incubada brevemente com diferentes concentrações de MSPQs (20, 200 e 
400 µg). (A) BaltPLA2 pura (não conjugada), (B) MSPQs-BaltPLA2 na proporção 
(massa/massa) de 0,1:1, (C) MSPQs-BaltPLA2 na proporção (massa/massa) de 
1:1. (D) MSPQs-BaltPLA2 na proporção (massa/massa) de 2:1. 
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4.4. Espectroscopia de dicroísmo circular  
 

A partir do espectro de dicroísmo circular da BaltPLA2 e do bioconjugado 

MSPQs-BaltPLA2, obteve-se um perfil característico de proteínas helicoidais, 

incluindo picos a 208 e 222 nm, que indicam que a interação da BaltPLA2 com os 

MSPQs de CdSe/CdS não provoca mudança na estrutura tridimensional da toxina 

(Figura 10).    

 

Figura 10. Espectro de dicroísmo circular da BaltPLA2 e dos MSPQs-
BaltPLA2. 
 

 

 

4.5. Atividade fosfolipásica  
 

Os ensaios de atividade hemolítica indireta mostraram que a interação dos 

MSPQs com a BaltPLA2 não altera de forma estatisticamente significativa a ação 

enzimática da toxina, uma vez que o diâmetro dos halos formados entre a 

BaltPLA2 isolada (153,3 ± 5.8 mm2) e o MSPQs-BaltPLA2 (163,3 ± 5.8 mm2) foi 

semelhante, o que indica apenas uma pequena redução de atividade fosfolipásica 

no bioconjugado (Figura 11).  
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Figura 11. Atividade hemolítica indireta. (A) Gel de agarose mostrando a 
formação dos halos translúcidos. 1: BaltPLA2; 2: MSPQs de CdSe/CdS; 3: 
MSPQs-BaltPLA2; 4: PBS; 5: peçonha bruta de B. alternatus. (B) Análise 
quantitativa. Os testes foram realizados em triplicatas e analisados pelo método 
ANOVA One-Way com pós-teste de Bonferroni. 

 

 

 

 

4.6. Rastreamento do bioconjugado MSPQs-BaltPLA2   
 

Os ensaios de rastreamento da BaltPLA2 etiquetada com os MSPQs de 

CdSe/CdS foram realizados em cultura de mioblastos. A figura 12A mostra 

mioblastos com morfologia tipicamente alongada e processos citoplasmáticos 

evidentes. Após tratamentos das células com 200 ng/μL de MSPQs CdSe/CdS 

por 18 h pequenos aglomerados fluorescentes, indicando serem formados de 

MSPQs (Figura 12B). Por outro lado, quando os mioblastos foram incubados pelo 

mesmo tempo com o bioconjugado MSPQs-BaltPLA2, várias marcações 
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fluorescentes na superfície da membrana plasmática foram observadas, indicando 

que a presença da BaltPLA2 provocou a alteração da localização celular dos 

MSPQs de CdSe/CdS (Figura 12C). Nossos dados também mostraram 

marcações fluorescentes no núcleo dos mioblastos após 32h de tratamento com 

os MSPQs-BaltPLA2 (Figura 12D), diferentemente daquelas células que foram 

incubadas apenas com o MSPQs. 

 

Figura 12. Imagens de microscopia de fluorescência evidenciando o 
rastreamento da BaltPLA2 em cultura de mioblastos. (A) Controle celular 
(apenas mioblastos); (B) Mioblastos tratados com MSPQs (200 ng/µL) por 18h; 
(C) Mioblastos tratados com MSPQs (200 ng/µL)-BaltPLA2 (100 ng/µL) por 18h; 
(D) Mioblastos tratados em telófase com MSPQs (200 ng/µL)-BaltPLA2 (100 
ng/µL) por 32h. Escala 50 µm.  
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4.7. Localização da BaltPLA2 em mioblastos por imunofluorescência 
indireta  

 

O teste de imunufluorescência indireta para a BaltPLA2 foi realizado com o 

objetivo de comprovar a internalização da toxina em mioblastos. Nossos dados 

mostraram a BaltPLA2 espalhada por toda a célula, incluindo na região nuclear 

(Figura 13). 

 

Figura 13. Detecção da BaltPLA2 em cultura de células após 24 h de 
incubação por imunofluorescência indireta. (A) imagem de imunofluorescência 
da BaltPLA2, (B) coloração nuclear com DAPI, (C) sobreposição. Escala = 50 µm.  
 
 

 

 

4.8. Ensaios antivirais  
  

A fim de investigar outras atividades da BaltPLA2, também foi avaliada sua 

ação antiviral sobre o vírus da dengue de sorotipo 2 (DENV2). Assim, utilizou-se 

método de redução da viabilidade celular e detecção de proteínas virais a partir 

dos métodos de MTT e imunofluorescência indireta, respectivamente. O CC50 foi 

determinado após os testes de citotoxicidade da BaltPLA2, o qual atingiu valores 

acima de 300 µg/mL (dados não mostrados). Dessa forma, consideramos este 

valor (300 µg/mL) para os cálculos do índice de seletividade e a atividade antiviral 
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foi investigada com concentrações não citotóxicas da toxina por meio dos ensaios 

virucida, pré e pós-tratamento, adsorção e internalização. 

Com o propósito de avaliar o potencial da BaltPLA2 de inativar a partícula 

viral, foi realizado o ensaio virucida. Houve uma diminuição de até 72% na 

citotoxicidade viral após tratamento do DENV2 com 100 µg/mL de BaltPLA2 

comparado ao controle sem tratamento (Figura 16). Quando as células foram 

tratadas com a BaltPLA2 antes da infecção pelo vírus (pré-tratamento), não foi 

observada citotoxicidade causada pela infecção pelo DENV2 em níveis 

estatisticamente significativos (Figura 17). Por outro lado, a figura 18 mostra uma 

redução de mais de 50% da ação citotóxica do vírus no ensaio de pós-tratamento 

em todas as concentrações de BaltPLA2 utilizadas (25, 50 e 100 µg/mL).   

 

Figura 16. Ensaio virucida. A atividade virucida da BaltPLA2 (25, 50 e 100 
µg/mL) contra o DENV2 (33,6 ± 0,17 TCID50) foi determinada em células Vero. A 
citotoxicidade viral foi avaliada em relação ao controle sem tratamento com a 
toxina.  O gráfico mostra as médias e desvios-padrão de cada tratamento, 
realizado em triplicatas. (*) Inibição significativa da citotoxicidade causada pelo 
vírus (p< 0,05). 
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Figura 17. Ensaio de pré-tratamento. A atividade de pré-tratamento da BaltPLA2 
(25, 50 e 100 µg/mL) contra o DENV2 (33,6 ± 0,17 TCID50) foi determinada em 
células Vero. A citotoxicidade viral foi avaliada em relação ao controle sem 
tratamento com a toxina.  O gráfico mostra as médias e desvios-padrão de cada 
tratamento, realizado em triplicatas.  
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Figura 18. Ensaio de pós-tratamento. A atividade de pós-tratamento da 
BaltPLA2 (25, 50 e 100 µg/mL) contra o DENV2 (33,6 ± 0,17 TCID50) foi 
determinada em células Vero. A citotoxicidade viral foi avaliada em relação ao 
controle sem tratamento com a toxina.  O gráfico mostra as médias de cada 
tratamento, realizado em triplicatas. (*) Inibição significativa da citotoxicidade 
causada pelo vírus (p< 0,05). 
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Tabela 2. Índice de seletividade dos ensaios antivirais. 

 

Atividade antiviral EC50 (µg/mL) SI 

   
Virucida 

 
20,7 14,4 

Pós-tratamento 
 

24,5 12,2 

Pré-tratamento Sem atividade Sem atividade 

Adsorção 
 

80,5 3,7 

Internalização Sem atividade Sem atividade 
 

 

A efetividade da BaltPLA2 em reduzir citotoxicidade viral também foi 

observada no ensaio de adsorção mostrado na figura 19, com redução 

significativa de até 56% da mesma (p< 0,05). Entretanto, não foi observada 

diminuição de citotoxicidade viral no teste de internalização (Figura 20).  

 

Figura 19. Ensaio de adsorção viral. A BaltPLA2 (25, 50 e 100 µg/mL) foi 
incubada com o DENV2 (33,6 ± 0,17 TCID50) em células Vero. A citotoxicidade 
viral foi avaliada em relação ao controle sem tratamento com a toxina.  O gráfico 
mostra as médias e desvios-padrão de cada tratamento, realizado em triplicatas. 
(*) Inibição significativa da citotoxicidade causada pelo vírus (p< 0,05). 
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Figura 20. Ensaio de internalização viral. A atividade de pós-tratamento da 
BaltPLA2 (25, 50 e 100 µg/mL) contra o DENV2 (33,6 ± 0,17 TCID50) foi 
determinada em células Vero. A citotoxicidade viral foi avaliada em relação ao 
controle sem tratamento com a toxina.  O gráfico mostra as médias e desvios-
padrão de cada tratamento, realizado em triplicatas.  
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Na Tabela 2, observa-se que, no ensaio virucida, a toxina em questão é 14 

vezes mais tóxica para o vírus do que para as células (IS=14,4), enquanto que no 

pós-tratamento ela foi cerca de 12 vezes (IS= 12,2). Ainda, a atividade da 

BaltPLA2 também foi avaliada por meio de imunofluorescência indireta (IF), 

utilizando soro contra o DENV2 produzido em camundongos. A monocamada 

semiconfluente de células Vero foi incubada com o vírus na presença ou na 

ausência da toxina. A figura 21A mostra que houve redução considerável da 

quantidade de proteínas virais expressas no interior das células no ensaio 

virucida, assim como no pós-tratamento (Figura 21B).   
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Figura 21. Atividade antiviral da BaltPLA2 por imunofluorescência indireta. 
(A) ensaio virucida; (B) ensaio de pós-tratamento; (C) controle viral (sem 
BaltPLA2); (D) controle celular (sem vírus). As marcações em vermelho são 
referentes às proteínas virais e em azul os núcleos celulares.  

 

 

 

5. DISCUSSÃO 
 

 As peçonhas de serpentes contêm uma grande variedade de toxinas que 

são responsáveis pelos efeitos fisiopatológicos do acidente ofídico. O estudo 

desses compostos e de seus danos teciduais/celulares é de extrema importância 

para auxiliar a medicina na busca de alternativas terapêuticas para os efeitos 

fisiopatológicos do ofidismo (HARRIS & SCOTT-DAVEY, 2013).  

 As svPLA2 da peçonha de serpentes compreendem um grupo de proteínas 

que possuem um papel significante no dano tecidual, o qual pode ser dependente 

ou não de sua atividade catalítica (GHAZARYAN et al., 2015). Dentre os efeitos 

decorrentes das svPLA2 encontram-se a miotoxicidade, neurotoxicidade, 

citotoxicidade, alterações hemostáticas e indução de respostas inflamatórias 
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(DIAS et al., 2018; LEIGUEZ et al., 2018; MAMEDE et al., 2016; CARVALHO et 

al., 2014; KINI, 2005). Neste presente trabalho, temos a BaltPLA2  como objeto de 

estudo. Essa toxina pertence ao grupo das svPLA2 Asp-49 e sua atividade 

catalítica está ligada a efeitos mionecróticos in vivo e pró-inflamatórios em cultura 

de macrófagos. Apesar dos danos causados pela BaltPLA2, a mesma apresentou 

ação anticoagulante e de inibição da agregação plaquetária (DIAS et al., 2018), 

fatos que reforçam o estudo do mecanismo de atuação e dos possíveis efeitos 

terapêuticos da toxina. Dessa forma, é necessário o desenvolvimento de novas 

metodologias eficazes, sensíveis e baratas para detectar, decifrar e monitorar a 

atividade não apenas da BaltPLA2, como também de outras toxinas ofídicas. 

 Os corantes fluorescentes são bons exemplos de compostos eficientes 

para a detecção e monitoramento de biomoléculas, entretanto a fotossensibilidade 

e o alto custo de produção limita a utilização dos mesmos (OLIVEIRA et al., 

2017). Dessa forma, as nanopartículas vêm ganhando destaque na geração de 

imagens fluorescentes em pesquisa científica.  A alta estabilidade estrutural, a 

capacidade de excitação na presença de energia eletromagnética e consequente 

emissão de fluorescência atraem o interesse dos pesquisadores para o estudo de 

uma classe de nanopartículas chamadas de pontos quânticos (MARTYNENKO et 

al., 2017; GOTO et al., 2016; ZHUO et al., 2012; ROSENTHAL et al., 2011). A 

versatilidade dessas estruturas é dependente de fatores como composição, 

tamanho e funcionalização de suas superfícies de tal forma que podem ser 

moduladas de acordo com a aplicação (SILVA et al., 2018b). 

 As proteínas funcionalizadas com PQs já se tornaram uma realidade em 

estudos biológicos. HE e colaboradores (2013) desenvolveram PQs associados à 

lisozima, tripsina, albumina bovina e transferrina. Particularmente, o bioconjugado 

PQs-transferrina demonstrou aplicabilidade para marcação de células 

cancerosas. De forma semelhante, SUN e colaboradores (2018) criaram PQs 

conjugados com a proteína Ki-67 como biomarcador de câncer de mama. Em 

outro estudo, PQs foram utilizados para a rotulagem e rastreamento do Fator de 

Crescimento Nervoso (NGF), uma proteína responsável pela crescimento e 

sobrevivência de células neuronais, em cultura de neurônios ganglionares (CUI et 

al., 2007). Todas as pesquisas citadas acima comprovam a eficiência dos PQs no
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desenvolvimento de sondas fluorescentes para rastrear e lozalizar proteínas em 

células. 

 Dentre os PQs, destacam-se os pontos quânticos de tamanhos mágicos, 

nanopartículas que apresentam um número limitado de átomos, diâmetro de 1 a 2 

nm, amplo espectro de emissão e ainda são termodinamicamente estáveis 

comparados aos pontos quânticos tradicionais (SILVA et al., 2014; RIEHLE et al., 

2009; XIA et al., 2008; JOSE et al., 2006). Visando essas características SILVA e 

colaboradores (2013) construíram os PQs de seleneto de cádmio/sulfeto de 

cádmio (CdSe/CdS) funcionalizados com 1-tioglicerol, os quais mostraram  

aplicabilidade comprovada na áreas biomédicas devido a sua baixa citotoxicidade 

(SILVA et al., 2014). 

 O sucesso da bioconjugação dos PQs está diretamente ligado às 

propriedades físico-químicas dos mesmos, como a estabilidade, a eficiência de 

emissão de fluorescência e a boa absorvidade molar, contribuindo para o 

biorreconhecimento e rastreamento de moléculas específicas nos meios extra 

e/ou intracelulares (SILVA et al., 2014; BERI et al., 2011; XIA & ZHU, 2008). Para 

esse propósito, os PQs necessitam atender alguns requisitos, como terem um 

bom desempenho na produção de sinais analíticos, alta solubilidade e 

estabilidade independente do meio em que serão usados, baixa citotoxicidade e 

apresentarem grupos funcionais para a rotulagem com biomoléculas (SILVA et al., 

2014; RESCH-GENGER et al., 2008).  Por atenderem a essas condições, os 

MSPQs de CdSe/CdS foram utilizados neste trabalho para a bioconjugação com a 

BaltPLA2. 

 O presente trabalho teve como objetivo principal a criação de uma sonda 

fluorescente para o rastreamento em células in vitro da BaltPLA2 a partir de 

MSPQs de CdSe/CdS. Para tal finalidade e caracterização das interações entre 

essa toxina e os MSPQs foram realizados testes de Espectroscopia de 

Infravermelho por Transmissão de Fourier (FT-IR), uma importante ferramenta 

para a realização de análises biológicas (BAKER et al., 2014). A FT-IR é uma 

técnica baseada na detecção dos modos vibracionais específicos das ligações 

químicas presentes nas moléculas após absorção de energia no espectro de 

infravermelho (STUART, 2004). O perfil vibracional de inúmeras biomoléculas já 
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foi caracterizado, tais como de proteínas, ácidos nucleicos, carboidratos e 

lipídeos, variando dentro da região 620-4000 cm-1 (AGARWALA et al., 2014). 

 Nossas análises de FT-IR permitiram a elucidação das interações 

específicas entre os MSPQs e a BaltPLA2. Várias bandas foram observadas na 

região de 850-1500 cm−1 (Figura 8), sendo aquelas entre 870-980 cm-1 

características de modos vibracionais de ligações C-C, enquanto as bandas em 

1046, 1086 e 1421 cm-1 equivalem aos estiramentos C-OH de álcool primário, C-

OH de álcool secundário e o modo vibracional de C-H, respectivamente 

(AGARWALA et al., 2014).  Esses modos de vibração podem ser atribuídos aos 

grupos hidroxila externos do estabilizador 1-tioglicerol, que foi utilizado para a 

síntese e funcionalização dos MSPQs de CdSe/CdS. Curiosamente, o espectro 

do bioconjugado MSPQs-BaltPLA2 mostrou perda de intensidade vibracional nas 

regiões de 877, 1046, 1086 e 1421 cm-1 comparado apenas ao perfil de vibração 

dos MSPQs de CdSe/CdS. Assim, nossos dados sugerem que a interação entre 

os MSPQs em questão e a BaltPLA2 ocorre na região de grupos hidroxilas do 1-

tioglicerol (Figura 7) e que essa interação é suficientemente forte para alterar a 

intensidade dos modos vibracionais das ligações C-C e C-H. 

 Ainda, os modos vibracionais observados em 2825 cm-1 da região A 

(Figura 8A) correspondem ao estiramento vibracional de ligações C-H, enquanto 

em 2910 cm-1 é atribuídos ao estiramento C-H2 assimétrico (SILVA et al., 2014). 

Ao analisar o perfil vibracional do bioconjugado MSPQs-BaltPLA2 foi possível 

observar a redução de intensidade da banda de 2910 cm-1, indicando que a 

ligação entre os MSPQs e a toxina nessa região é suficiente para distorcer o 

modo vibracional do estiramento C-H2 assimétrico da BaltPLA2. Adicionalmente, 

as mudanças em 2910 cm-1 provavelmente estão relacionadas aos grupos de 

hidrocarbonetos alifáticos das fosfolipases A2 botrópicas (CECCHINI et al., 2004). 

Com base nesses resultados, sugere-se que a formação do bioconjugado 

MSPQs-BaltPLA2 ocorre espontaneamente através de interações dipolo-dipolo 

entre os grupos hidroxilas do 1-tioglicerol e os hidrocarbonetos alifáticos da 

BaltPLA2.  

 O revestimento dos PQs com grupamentos químicos influencia diretamente 

a bioconjugação (WEGNER & HILDEBRANDT, 2015).  O processo de 

funcionalização/estabilização é regido, principalmente, pela associação de
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moléculas que contêm em suas estruturas grupos carboxílicos, aminas, tiol e 

hidroxilas à superfície dos PQs (ZHOU et al., 2017; PILLA et al., 2013). Além de 

interagir com as biomoléculas, estes grupos reduzem significativamente as 

ligações inespecíficas dos PQs em células em cultura e aumentam a solubilidade 

dos mesmos em meio aquoso (KAIRDOLF et al., 2008), fatos que estão em 

concordância com nossos resultados, em virtude  da funcionalização dos MSPQs 

de CdSe/CdS com o 1-tioglicerol ter sido essencial para a bioconjugação destes 

pontos quânticos com a BaltPLA2. 

 Outros dados de FT-IR mostraram que, aparentemente, a ligação entre os 

MSPQs e a BaltPLA2 ocorre de forma específica, uma vez que a incubação dos 

MSPQs de CdSe/CdS com a BmooS, uma serino protease purificada da peçonha 

de B. moojeni (OLIVEIRA et al., 2016), não apresentou alterações (dados não 

mostrados). Após a formação do bioconjugado, também foi observado que não 

houve modificações conformacionais na estrutura da BaltPLA2 (Figura 10), 

possivelmente, devido à quantidade de ligações dissulfeto presentes em sua 

molécula, garantindo a alta estabilidade das svPLA2 (GHAZARYAN et al., 2015; 

ARNI et al., 1996).  

 A partir dos testes de cromatografia de fase reversa, foi possível verificar a 

composição do bioconjugado MSPQs-BaltPLA2.  Nossos resultados sugerem que 

a BaltPLA2 pode se ligar a diferentes quantidades de MSPQs de CdSe/CdS. Após 

incubação da mesma com proporções crescentes de pontos quânticos 

observamos que a intensidade do pico de absorção da BaltPLA2 diminuiu e foi 

deslocado para a esquerda do gráfico (Figura 9). Esses dados indicam que os 

MSPQs alteram o perfil de absorção de luz ultravioleta da BaltPLA2 e as 

características hidrofóbicas da toxina. Baseado nessas observações foi escolhida 

a proporção 2:1 (massa/massa) do bioconjugado MSPQ-BaltPLA2 para os ensaios 

de rastreabilidade in vitro dessa svPLA2, visto que nessas condições a quantidade 

de BaltPLA2 livre é mínima (Figura 9D). Testes revelaram que o pico de absorção 

da BaltPLA2 desapareceu na proporção 4:1 (massa/massa) do bioconjugado 

MSPQs-BaltPLA2, sugerindo saturação da toxina e excesso de MSPQs (dados 

não mostrados).   

 Adicionalmente, os testes de dicroísmo circular (Figura 10) e atividade 

hemolítica indireta do complexo MSPQs-BaltPLA2 (Figura 11) revelaram que os
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MSPQs não alteraram a atividade catalítica nem de maneira significativa a 

conformação nativa da BaltPLA2, validando a utilização dos pontos quânticos de 

tamanhos mágicos para a bioconjugação e aplicação nas investigações 

biológicas. HUANG e colaboradores (2011) mostraram que os PQs constituídos 

de CdS são capazes de se ligar  à proteínas como a albumina e a lisozima, 

entretanto a funcionalização das nanopartículas pode interferir de forma 

significativa na estrutura secundária dessas proteínas, o que parece não ocorrer 

com os  MSPQs de CdSe/CdS funcionalizados com o 1-tioglicerol.  

 Em nosso trabalho, realizamos a detecção e o rastreamento da BaltPLA2 

em mioblastos. Os resultados mostraram que não houve interações entre os 

MSPQs de CdSe/CdS e a membrana plasmática dos mioblastos, nem mudanças 

conformacionais das células quando incubadas apenas com as nanopartículas 

(Figura 12B). Nessas condições foi observada uma pequena quantidade de 

luminescência em razão da dispersão dos MSPQs no meio de cultura em que as 

células estavam inseridas, fato atribuído à solubilidade dos PQs em meio aquoso. 

Entretanto, ao incubar as células com o bioconjugado MSPQs-BaltPLA2 houve 

luminescência significativa na superfície da membrana plasmática dos mioblastos, 

que pode ser atribuída à alta afinidade das svPLA2 pelos fosfolipídeos de 

membrana (Figura 12C) (GUTIÉRREZ et al., 1988). 

 Ainda, após 32 h de incubação dos mioblastos com os MSPQ-BaltPLA2, foi 

detectada fluorescência no núcleo, mostrando que o bioconjugado atravessou a 

membrana plasmática e migrou em direção ao núcleo. Interessantemente, foram 

encontradas marcações no núcleo de células no momento da telófase (Figura 

12D), fase final da mitose. Além disso, nossos resultados de microscopia de 

fluorescência foram concordantes com os achados anteriores, uma vez que 

também foram observadas marcações da BaltPLA2 no núcleo dos mioblastos 

(Figura 13C).  De acordo com MURAKAMI e colaboradores (1999) as svPLA2 

podem penetrar em células e atingir alvos intracelulares, incluindo receptores de 

membrana e a área perinuclear. Outro estudo utilizou a microscopia confocal de 

varredura a laser para demonstrar que a PLA2 marcada com Alexa tem a 

capacidade de adentrar ao citoplasma de neurônios hipocampais de ratos e, 

subsequentemente, ao núcleo (PETROVIC et al., 2004). Em adição, RIGONI e 

colaboradores (2008) usou uma metodologia similar para mostrar que as svPLA2 
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internalizam em neurônios motores da medula espinhal, em neurônios do 

cerebelo e em mitocôndrias. Esses achados corroboram a observação da 

presença da BaltPLA2 na região nuclear e percebe-se que a utilização dos 

MSPQs de CdSe/CdS na rotulagem e rastreamento da BaltPLA2 foi eficiente.  

 A aplicação dos PQs na detecção indireta de fosfolipases já foi descrita. LI 

e colaboradores (2016) desenvolveram um método simples para a identificação 

de phospholipases A2, no qual os pesquisadores encapsularam os PQs de 

CdSe/ZnS com micelas fosfolipídicas. Quando encapsuladas, essas 

nanopartículas emitem baixas fluorescências, porém, na presença de PLA2 os 

fosfolipídios são degradados e os PQs liberados no meio, ocasionando a 

detecção da proteína por meio de sua atividade fosfolipásica. Testes semelhantes 

foram realizados por KETHINEEDI e colaboradores (2013), alterando apenas o 

revestimento dos PQs por lipossomos. Em ambos os estudos, a detecção da 

PLA2 ocorre indiretamente, diferenciando-os dos nossos resultados em que 

apresentamos a detecção direta da BaltPLA2 utilizando a bioconjugação 

espontânea da mesma com MSPQs de CdSe/CdS. 

 Atualmente, ainda são poucos os estudos de detecção e rastreamento de 

toxinas da peçonha de serpentes utilizando PQs. UTIKIN e colaboradores (2017) 

desenvolveram PQs de CdSe/ZnS acoplados com a α-cobratoxina, uma proteína 

isolada da peçonha da serpente Naja kaouthia com seletividade para receptores 

nicotínicos de acetilcolina em músculo e receptores neuronais α7. O processo de 

rotulagem da α-cobratoxina ocorreu via método de carbodiimida e os testes 

posteriores à bioconjugação mostraram que a toxina em questão manteve sua 

afinidade pelos receptores mesmo acoplada aos PQs, tornando-se possível 

rastrear e localizar esses receptores nos tecidos orgânicos.  RODRIGUES (2017) 

desenvolveu uma sonda fluorescente baseada em uma PLA2 da peçonha de B. 

pauloensis (BnSP-6) e os MSPQs de CdSe/CdS. Os dados de FT-IR 

corroboraram com os obtidos no nosso trabalho, uma vez que a interação dos 

MSPQs com a toxina ocorreu via grupos hidroxila destas nanopartículas. Ainda, 

esta sonda possibilitou o rastreamento da BnSP-6 em larvas infectantes de 

Strongyloides venezuelensis. Em contrapartida, a indução da bioconjugação da 

BnSP-6 com os MSPQs de CdSe/CdS e da α-cobratoxina com os PQs de 

CdSe/ZnS foi mediada por agentes químicos, o que diferencia da bioconjugação 
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da BaltPLA2 com os MSPQs, ocorrida espontaneamente e sem nenhum 

tratamento prévio.  

  O estudo das svPLA2 é importante para o entendimento de seus 

mecanismos de ação em células, tecidos e órgãos. Dessa forma, o 

desenvolvimento de sondas que possibilitam o rastreamento dessas toxinas 

torna-se de fundamental importância e contribuem para a compreensão de suas 

atividades biológicas. Por outro lado, entender as inúmeras ações das svPLA2 

incentiva pesquisas sobre o uso terapêutico dessas proteínas (ALMEIDA et al. 

2016; BORGES et al. 2016; JRIDI et al. 2015;).  

 Dentre estas pesquisas, a capacidade das svPLA2 de combater alguns 

vírus já foi descrita. Basicamente, a ação catalítica dessas enzimas sobre os 

fosfolipídeos é essencial para a alteração estrutural, principalmente, de vírus 

envelopados como o vírus da encefalite japonesa, o vírus da hepatite C e o vírus 

da dengue (CHEN et al., 2017; MULLER et al., 2012; CECILIO et al., 2013). 

Dessa forma, nosso trabalho também teve como objetivo verificar a atividade 

antiviral da BaltPLA2 sobre o vírus da dengue. 

 Considerada a arbovirose mais prevalente no mundo, a dengue é 

encontrada principalmente nas regiões tropicais e subtropicais. Anualmente, 

milhões de pessoas são infectadas pelo vírus da dengue, tornando a doença um 

problema de saúde pública mundial (WHO, 2018;). Ainda que existam diferenças 

filogenéticas entre os quatro sorotipos virais (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4), 

os sintomas são semelhantes em humanos, compreendidos entre a Síndrome de 

Choque da Dengue, a febre hemorrágica e a febre clássica (SUN et al., 2018; 

KATZELNICK et al., 2015; ROTHMAN & MEDIN, 2013).  

A partícula do vírus da dengue contém um diâmetro com cerca de 50 nm, 

capsídeo com simetria icosaédrica e é formada por um envelope lipídico 

associado a duas proteínas de membrana chamadas de E e M. Um capsídeo 

composto pela proteína C envolve o material genético de RNA fita simples 

(ssRNA) e polaridade positiva com aproximadamente 11 kb (BYK et al., 2016; 

KLEIN et al., 2013).  Todos esses componentes apresentam funções específicas 

durante o processo de infecção e replicação viral (KHETARPAL & KHANNA, 

2016). 
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O ciclo replicativo do DENV ocorre por meio da ligação (adsorção) das 

proteínas E a receptores celulares como proteoglicanos heparam sulfato, 

chaperonas HSP90 e HSP70, e claudinas-1, dentre outros (CRUZ-OLIVEIRA et 

al., 2015). Após esta etapa, o vírus é internalizado via endocitose mediada por 

receptores. Uma vez dentro da célula, há a fusão do envelope viral à bicamada 

lipídica da vesícula endossômica devido à ocorrência de mudanças estruturais da 

proteína E na presença de pH baixo nesse compartimento (FUZO et al., 2013; 

HARRISON, 2008), seguido de liberação do genoma no citoplasma.  A tradução 

do ssRNA viral pela maquinaria celular produz uma poliproteína que é 

posteriormente clivada em três estruturais (E, C e M) e sete não estruturais (NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NSA4, NS4A e NS5) (LESCAR et al., 2018). O material 

genético do vírus é então replicado, as novas partículas virais imaturas são 

formadas na membrana do retículo endoplasmático e transferidas para o 

complexo de Golgi, onde ocorre a maturação e, em seguida, os novos vírus são 

secretados para o meio extracelular (DIAMOND; PIERSON, 2015; INOUE & TSAI, 

2013; CLYDE et al., 2006). 

No Brasil, desde 2010, a dengue integra o quadro de Doenças de 

Notificação Compulsória do Ministério da Saúde (BRASIL, 2010). Seu perfil 

epidemiológico reforça a necessidade de alternativas de prevenção e controle. 

Basicamente, uma das principais medidas preventivas contra a dengue é o 

controle do vetor, abrangendo atividades de visita domiciliar e ações de 

conscientização populacional, melhorias na coleta de resíduos sólidos, 

identificação de focos de larvas e utilização de inseticidas e larvicidas (BRASIL, 

2009). Apesar desses esforços, boa parte da população ainda não está 

adequadamente sensibilizada contra a dengue (SOUZA et al., 2018; CARRARA et 

al., 2012; SOUZA 2012; CARVALHO et al., 2004).  

Vários estudos têm se dedicado ao controle vetorial por alternativas 

genéticas e biológicas. Experimentos já comprovaram que depois de introduzida 

no mosquito do gênero Aedes, a bactéria intracelular Wolbachia tem a capacidade 

de reduzir a replicação viral dentro do vetor (KING et al., 2018; HUGO et al., 2014; 

HOFFMANN et al., 2011). O uso de mosquitos Aedes transgênicos contendo 

genes que, quando expressos, causam a morte da larva durante seu
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desenvolvimento em adulto também pode ser uma ferramenta para o combate à 

dengue (ANDRADE et al., 2016; CARVALHO et al., 2015).  

Recentemente, a vacinação contra a dengue foi aprovada para a 

prevenção da doença. Apesar de não proteger 100% das pessoas vacinadas, a 

Organização Mundial da Saúde ressalta a vacina Dengvaxia® (CYD-TDV) como o 

maior avanço no combate ao vírus da dengue, pois tem alta eficiência e previne 

contra os quatro sorotipos virais. Em um primeiro momento, ela foi indicada para 

pessoas que têm entre 9 e 45 anos de idade e que moravam em regiões 

endêmicas (WHO, 2017). Por outro lado, estudos recentes demonstraram que 

quando administrada em pacientes que nunca tiveram contato prévio com o vírus 

(soronegativos), a Dengvaxia® pode aumentar as chances de desenvolvimento 

da forma grave da doença quando estes adquirisem infecção pelo DENV, sendo 

indicada assim apenas para pessoas que já tiveram a doença (soropositivas) 

(BRASIL, 2018; WHO, 2018; HALSTEAD, 2017).  

Ainda que existam alternativas no combate à dengue como o controle 

vetorial e a própria vacina Dengvaxia®, não há uma alternativa totalmente eficaz 

contra este vírus. Portanto, a busca por meios terapêuticos para a doença é de 

extrema importância, justificando nosso estudo. Em nossos ensaios 

antivirais, a BaltPLA2 demonstrou inativar a partícula do DENV2 (ensaio virucida), 

ocasionando a redução de infecção das células em cultura pelo vírus. Alguns 

pesquisadores relataram que as fosfolipases isoladas de peçonhas de serpentes 

que apresentaram atividade antiviral, seja pela capacidade dessas toxinas de 

hidrolizar e alterar a estrutura dos fosfolipídeos do envelope viral ou conferindo 

proteção às células hospedeiras. KOHN e KLIBANSKY (1967) mostraram que 

svPLAs isoladas de três serpentes desestruturaram os fosfolipídeos do envelope 

do vírus Newcastle, abolindo a propriedade desse vírus de fusionar células. 

Resultados semelhantes foram observados por MULLER e colaboradores (2012) 

ao descreverem a atividade antiviral de uma PLA2 (PLA2-CB) isolada de Crotalus 

durissus terrificus contra os vírus da dengue e febre amarela. Neste caso, os 

autores sugerem que a PLA2-CB atua na clivagem dos glicerofosfolipídeos do 

envelope viral, ocasionando uma desestabilização da proteína E e consequente 

inativação da partícula viral (MULLER et al., 2014).    
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A membrana plasmática e os compartimentos intracelulares formadas por 

bicamadas fosfolipídicas variam em sua composição fosfolipídica (JACKSON et 

al., 2016). Esse fato altera a constituição dos envelopes virais, uma vez que esses 

são formados a partir do retículo endoplasmático (RE) ou da membrana 

plasmática (MP) (WELSCH et al., 2009; CHEN et al., 2008; WELSCH et al., 

2007).  Ao analisar o mecanismo de ação da isoforma CM-II de uma svPLA2 

isolada de Naja mossambica mossambica perante alguns vírus envelopados, 

CHEN e colaboradores (2017) evidenciaram que essa toxina possui capacidade 

de inativar alguns vírus da família Flaviviridae, incluindo o da dengue, cujos 

envelopes têm origem no RE, o mesmo não aconteceu aqueles vírus envelopados 

a partir da MP, como o vírus Sindbis, o vírus da influenza A, o vírus Sendai e o 

herpes vírus humano tipo 1. Portanto, a diversidade catalítica das svPLA2 sob 

diferentes fosfolipídeos tem potencial terapêutico e também pode ajudar no 

estudo do locais de brotamento viral. 

A diminuição da citotoxicidade viral observada no ensaio de pós-tratamento 

significa que a BaltPLA2 internaliza nas células Vero e provavelmente atua em 

alguma etapa de replicação do DENV. Neste caso, nossos resultados sugerem 

que a BaltPLA2 possa atuar na estrutura fosfolipídica do retículo endoplasmático e 

interferer na formação do envelope viral, uma vez que outras svPLA2 

apresentaram esta capacidade (CHEN et al., 2017). Assim, a diversidade 

catalítica das svPLA2 sobre diferentes fosfolipídios tem potencial terapêutico 

(KINI, 2003). 

Contudo, a propriedade da BaltPLA2 de atuar na desestruturação de 

fosfolipídios de membrana pode não ser a única via responsável pela ação 

observada em nossos ensaios antivirais. Os dados mostraram que a BaltPLA2 foi 

capaz de inibir a adsorção do DENV2 às células (Figura 19), uma vez que esta 

toxina não interagiu com as células hospedeiras a ponto de conferir proteção 

contra a infecção viral (Figura 17), e também atuou na etapa de replicação do 

vírus (Figura 18). Estudos realizados por MULLER e colaboradores (2012) 

mostraram que a BthTX-I, uma fosfolipase A2 cataliticamente inativa isolada de B. 

Jararacussu, teve atividade antiviral contra o vírus da dengue e o vírus da febre 

amarela nos ensaios virucida, adsorção e internalização. Esses resultados 

sugerem que a atividade catalítica dessa classe de proteínas não é a única 
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responsável pela atividade antiviral. Similarmente, uma fosfolipase A2 

denominada BaIV naturalmente inativa isolada de B. asper  foi capaz de inibir a 

replicação do HIV-1 in vitro (FENARD et al., 1999). Portanto, o mecanismo de 

ação antiviral da BaltPLA2 pode ajudar a desvendar a atuação dessa proteína 

sobre os fosfolipídeos das biomembranas e contribuir para o combate ao vírus da 

dengue no futuro.  

Curiosamente, a diminuição da replicação viral no ensaio de pós-

tratamento dá indícios de novas atuações da BaltPLA2 no meio intracelular. 

SHIMIZU e colaboradores (2017) já demonstraram que a PLA2-CB isolada da 

peçonha de Crotalus durissus terrificus atua no interior de células infectadas com 

o HCV e intercala com o RNA deste vírus, reduzindo a produção de novas 

partículas virais. Dessa forma, nossos resultados subsidiam o surgimento de uma 

nova linha de pesquisa para avaliar o mecanismo intracelular de ação da 

BaltPLA2 no ciclo replicativo do DEN2.  
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6. CONCLUSÃO 

 

 O presente trabalho descreve a bioconjugação espontânea entre os 

MSPQs de CdSe/CdS e a BaltPLA2 isolada da peçonha de B. alternatus, sendo 

possível rastrear-la em cultura in vitro de mioblastos após 18 e 33 h de incubação 

com o bioconjugado, fornecendo uma ferramenta útil na elucidação dos 

mecanismos de ação das svPLA2.  

 Nossos dados complementares mostraram a atividade antiviral da BatPLA2 

contra o vírus da dengue. Neste caso, houve a diminuição de aproximadamente 

72%, 50%, 56% da citotoxicidade causada pela infecção pelo DENV nos ensaios 

virucida, pós-tratamento e adsorção, respectivamente. Assim, os resultados 

demonstraram que esta proteína pode ser uma importante ferramenta para o 

desenvolvimento de alternativas terapêuticas no futuro. 
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ANEXOS 
 

Artigos publicados relacionados ao tema da tese: 

 

Anexo I: ““BaltPLA2: A new phospholipase A2 from Bothrops alternatus snake 

venom with antiplatelet aggregation activity”. 

 

Anexo II: “In vitro tracking of phospholipase A2 from snake venom conjugated with 

magic-sized quantum dots”. 
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Abstract: Background: In last decades, snake venoms have aroused great interest of the medicine 
due to the pathophysiological effects caused by their toxins. These include the phospholipases A2, 
low molecular weight proteins capable of causing haemorrhagic, myotoxic, inflammatory and neu-
rotoxic effects after an ophidian accident. The present work describes the isolation and biochemical 
characterization of a new PLA2 isolated from the B. alternatus snake venom, which was named 
BaltPLA2.  
Method: The rapid and efficient purification of this toxin was performed using only two chroma-
tography steps (anion exchange and hydrophobic chromatography). 
Results: BaltPLA2 is an acidic protein (pI 4.4) with an apparent molecular mass of 17000 (SDS-
PAGE) and 14074.74 Da (MALDI TOF/TOF). Analysis of fragments ion by MS / MS showed the 
following internal amino acid sequence SGVIICGEGTPCEK, which did not exhibit homology with 
other PLA2 from the same venom. BaltPLA2 is a catalytically active, which displayed an anticoagu-
lant action, inhibition of platelet aggregation induced by epinephrine (~ 80%) and ADP (24%). 
BaltPLA2 also was able to induce myonecrosis and the release of cytokines (IL-10, IL-12 and TNF-
α) in macrophages culture.  
Conclusion: The results presented in this work greatly contribute to a better understanding of the 
mechanism of enzymatic and pharmacological actions of PLA2s from snake venoms and they may 
contribute to its application in medical research. 

Keywords: Bothrops alternatus, phospholipases A2, platelet aggregation, inflammation, snake venom, myonecrosis. 

1. INTRODUCTION 

 In last decades, snake venoms have been well studied. 
Their organic and inorganic components cause several 
pathophysiological effects when inoculated in prey and vic-
tims. The qualitative and quantitative composition of the 
venom may vary according to the species, age, diet and 
sex. In addition, the environmental conditions are very 
important for the final snake venom composition [1-4]. 
Snake venoms is a mixture of protein components, contain-
ing phospholipases A2, metalloproteinases, serine protein-
ases and L-amino acid oxidases [5-7]. 

*Address correspondence to this author at the Federal University of  
Uberlândia, Molecular and Cellular Biology Laboratory, Uberlândia, Brazil;  
Tel: +55 34 32182200; E-mail: carlamamede@ufu.br�

 Snake venom Phospholipases A2 (svPLA2) are low mo-
lecular mass molecules (14-21 kDa). These molecules are 
responsible for neurotoxic, myotoxic, inflammatory, car-
diotoxic, hemolytic, anticoagulant and hypotensive effects 
caused by snake envenomations [8-11]. svPLA2s are di-
vided into groups according to their amino acid sequences, 
enzymatic activities and phospholipid specificity [12, 13]. 
svPLA2s can be classified according to structural charac-
teristics into Asp49 or Lys49-PLA2 [14]. Asp49 svPLA2s 
are catalytically active. They are particularly dependent on 
Ca+2 ion for their function and they are capable of hydro-
lyzing the 2-acyl ester linkage of the sn-2 position of the 
phospholipids, releasing fatty acids and lysophospholipids 
[12, 15]. On the other hand, Lys49 svPLA2s do not present 

1875-5305/18 $58.00+.00 © 2018 Bentham Science Publishers 

Pers
on

al 
Use

 O
nly

 

Not 
for

 D
ist

rib
uti

on



944    Protein & Peptide Letters, 2018, Vol. 25, No. 10  Dias et al. 

enzymatic activity and their mechanism of action is not 
fully elucidated [16]. 
 The knowledge of structural characteristics and biologi-
cal activities of svPLA2s contribute to the understanding of 
pathophysiological effects generated by these enzymes. An 
increasing number of studies has demonstrated that 
svPLA2s exhibit potential pharmacological activities such as 
anticoagulant, antiparasitic, antibacterial, antiviral and anti-
tumor agents, which make them important for the devel-
opment of new therapeutic alternatives [17-22]. In this 
work, we describe the isolation and characterization of a 
new phospholipase A2 isolated from B. alternatus snake 
venom that inhibits platelet aggregation. 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Animals 

 All the protocols used in this work involving animals 
[Swiss mice (20-25 g) and Wistar rats (180-200 g)] were 
submitted and approved by the Ethics Committee on 
Animal Use (CEUA) of the Federal University of Uberlândia 
(Protocol Number 108/12). The animals were kept under 
controlled conditions of temperature, humidity and light / 
dark cycles and they had free access to water and food until 
the end of the experiments. After the experiments, all ani-
mals were euthanized with high doses of a mix of ketamine 
(100 mg/mL) and xylazine (100 mg/mL). 

2.2. Blood Collection 

 Human blood was obtained through donation from vol-
unteers. The protocol for the collection was submitted and 
approved by the Committee of Ethics in Research with Hu-
man (CEP) of the Federal University of Uberlândia (Pro-
tocol Number 1,627,982 / 2016). 

2.3. Purification of BaltPLA2 

 B. alternatus crude venom was purchased from the ser-
pentarium Bioagents (Batatais, SP, Brazil). First, the crude 
venom (400 mg) was fractionated on ion exchange chroma-
tography using a DEAE-Sephacel column (1.5 x 15 cm) in an 
increasing gradient of ammonium bicarbonate buffer (0.05 
- 1M, pH 7.8). The fraction A6 (60 mg) was pooled, ly-
ophilized, dissolved in 0.01 M Tris-HCl (pH 8.5) and sub-
mitted on a hydrophobic interaction chromatography on a 
Phenyl-Sepharose column (1.5 x 2.5 cm) in a decreasing 
gradient of NaCl (4 to 0 M). All the fractions were eluted at a 
flow rate of 20 mL/h and monitored at 280 nm on a Bio-
Spec-Mini UV-Visible spectrophotometer (Shimadzu Corp., 
Kyoto, Japan). The protein concentration was estimated 
according to the method of Bradford [23]. 

2.4. Electrophoretic Analysis 

 Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electropho-
resis (14 % SDS-PAGE), under reducing and non-reducing 
conditions, was performed asdescribed by [24]. The mo-
lecular mass of BaltPLA2 was estimated by comparing 
the relative migration of standard proteins (LMW-SDS 
Marker Kit; GE Healthcare Life Sciences,UK). The isoelec-
tric point of of BaltPLA2 was determined by two-

dimensional electrophoresis as previously described by Da 
Silva [25] using a III IPGphor System (GE Healthcare 
LifeSc.). 

2.5. Circular Dichroism (CD) Spectroscopy 
 Secondary structure of BaltPLA2 (1mg / mL) was deter-
mined by CD spectroscopy in the "far-UV" spectral region 
(190-250 nm) using a JASCO J-815 spectrophotometer 
(Jasco Corp., Japan) according to the methodology de-
scribed by Oliveira et al. [26]. In this procedure, a nitro-
gen discharge was used in 1 mm quartz cuvette in Phos-
phate- buffered saline (PBS) at room temperature. 

2.6. In situ and in Solution Trypsin Digestion of BaltPLA2 
for Mass Spectrometry Analysis 
 BaltPLA2 analysis in mass spectrometry was performed 
according to Palacio et al., [27] with some modifications. 
Each peptide ion detected was subjected to a CID-MS/MS 
via DDA yielding b and y type ion fragments that were used to 
match the respective amino acid sequences of the peptides. 
MassLynx 4.1 generated a peak list file that was used for 
database search. Peak list file was submitted to MASCOT 
v.2.4.2 and searched against SwissProt and NCBInr using 
tolerance of 1.2 Da for precursor ion and 0.6 Da for the 
product ions, fixed modification as carbamidomethylation 
and variable modification as methionine oxidation. Trypsin 
hydrolysis allowed 1 missed cleavage. Sequences of 
BaltPLA2 fragments obtained by mass spectrometry were 
compared with other proteins using BLAST (Basic Local 
Alignment Search) (http://blast.ncbi .nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

2.7. Phospholipase A2 Activity 

 Indirect hemolytic activity (PLA2 activity) was carried 
out according to the methodology described by Gutiérrez 
et al. [28]. Briefly, increasing concentrations of BaltPLA2 
(1.5-30 μg / 50 μl PBS) was added in an agarose gel con-
taining egg yolk and erythrocytes and incubated for 24h and 
48h at room temperature. Crude venom and PBS were used 
as positive and negative controls, respectively. The ex-
periments were performed in triplicates and the phospholi-
pase A2 activity was measured through the hemolytic halo 
area (cm3). 

2.8. Defibrinating Activity 

 Defibrinating activity was carried out according to the 
methodology described by Gené et al. [29]. Briefly, Balt-
PLA2 (50 μg / μL PBS) were injected intraperitoneally into a 
group of mice (n = 3). Negative control group received only 
PBS. After 1h, both groups were euthanized and then the 
blood was collected by cardiac puncture and kept in 
anticoagulant free tubes, at room temperature, until clot for-
mation. 

2.9. Platelet Aggregation 

 Platelet aggregation assays were performed with hu-
man Platelet-Rich Plasma (PRP) and measured using an 
automate channel Aggregometer (AggRAMTM version 1.1, 
Helena Laboratories, USA) as previously described by Quei-
roz et al. [25]. BaltPLA2 (1 µg) was incubated with the 
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PRP for 15 minutes prior to the addition of the platelet 
aggregation inducers, ADP (20 M) or epinephrine (300 M). 

2.10. Myotoxic Activity 

 Myotoxicity assays were evaluated through morphologi-
cal alterations induced by intramuscular injections of Balt-
PLA2 (30 μg/50 µL PBS) as previously described by 
Mamede et al. [30]. 

2.11. Cytokine Measurements 

 Macrophage precursor cells were obtained from the 
bone marrow of the femur and tibia of mice and differen-
tiated into macrophages in RPMI-1640 medium supple-
mented with 30% L929-Cell Conditioned Medium 
(LCCM). Macrophage culture was performed on 96-well 
polystyrene plates for 18 h in a humidified 37°C/5 % CO2 
incubator. Then the cells were treated with different concen-
trations of crude venom and BaltPLA2 (1.5 - 15 μg / mL) 
for 24 h. Finally, the plate was centrifuged at 500 xg for 5 
minutes and the supernatant collected for the measurement 
of interleukins. IL-10, IL-12 and TNF- α levels were deter-
mined in supernatants from cell cultures and serum samples 
using a commercial ELISA kit, following the manufacturer’s 
instructions. 

2.12. Statistical Analysis 

 The statistical analyses were carried out by ANOVA 
(GraphPad Prism program version 5.0, GraphPad Software 
Inc, USA). Differences with P values of less than 5 %(P< 
0.05) were considered significant. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 
 The study of the involvement of PLA2s in the patho-
physiological effects due to ophidic envenomation is of 
great importance for medicine. The biochemical characteri-
zation of these enzymes contributes to the understanding 
of the myotoxic, neurotoxic, cardiotoxic, inflammatory and 
haematological effects caused by them [8-10]. In the present 
work, we describe the purification and biochemical charac-
terization of BaltPLA2, a new phospholipase A2 from B. 
alternatus snake venom, which is able to inhibit platelet 
aggregation. 
 The new PLA2 was obtained by only two purifica-
tion steps. First of all, B. alternatus crude venom (400 
mg) was submitted to ion exchange chromatography 
(DEAE-Sephacel) and resulted in 10 main fractions, which 
were named from A1 to A10 (Figure 1A). The fraction A6 
(60 mg), which had the highest PLA2 among all the fractions 
tested (data not shown), was applied to a hydrophobic 
interaction chromatography (Phenyl-Sepharose)  
(Figure 1B). The second fraction of this chromatography 
(1.5 mg) represented about 0.04% of the total venom  
(Table 1) and it was called BaltPLA2. This toxin (30 μg) 
presented PLA2 activity about three times larger than the 
crude venom (Table 2). These results show that the purifica-
tion process of BaltPLA2, used in this work, was quite effi-
cient since the purification of bothropic PLA2 is commonly 
carried out in three or more chromatographic steps, as for 
 

 

 

Figure 1. Purification of BaltPLA2. (A) B. alternatus crude venom 
(400 mg) was applied on ion exchange chromatography (DEAE-
Sephacel column: 1.5 x 15 cm) in an increasing gradient of ammo-
nium bicarbonate buffer (0.05 - 1M, pH 7.8). (B) fraction A6 (60 
mg) was submitted to hydrophobic interaction chromatography 
(Phenyl-Sepharose column: 1.5 x 2.5 cm) in a decreasing gradient 
of NaCl (4 to 0 M). All The fractions were eluted at a flow rate of 
20 mL/h and monitored at 280 nm. Pooled fractions are indicated 
by the closed circle. 

 

Table 1. Protein recovery of BaltPLA2. 

Sample Protein (mg)* Protein Recovery (%) 

Crude venom 400 100 

A6 60 24 

BaltPLA2 1.5 0.04 

* Protein concentrations were determined by the Bradford method 
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example in the purification of Braziliase-I and II from B. 
Brazili [21], BmooTX-I from B. moojeni [31], Bl-PLA2 
from B. leucurus [32], BpPLA2-TXI from B. pauloensis [33] 
and theBaltTX-I and BaltTX-II from B. alternatus [34]. 
 Electrophoretic analysis revealed that BaltPLA2 is 
composed of a single polypeptide chain and it has an 
apparent molecular mass of 17 kDa (Figure 2A). Its 
isoelectric point is around 4.4, which characterizes it as 
an acidic PLA2 (Figure 2B). BaltPLA2 was also analysed 
by mass spectrometry. Our results showed that the enzyme 
has a high purity and has a molecular mass of 14,074.74 Da 
(Figure 3). The molecular mass of BaltPLA2 is similar to 
other bothropic PLA2, such as MTX (I-III) [35], BLK-PLA2 
and BLD-PLA2 [36] and BmarPLA2 [37]. Fragments of 
ions were used to determine an internal amino acid se-
quence of BaltPLA2 (SGVIICGEGTPCEK), which exhibited 
100% identity with other bothropic PLA2s, as well as PLA2s 
from genera Sistrurus and Crotalus (Figure 4). On the other 
hand, BaltPLA2 did not exhibit homology with other PLA2 
from the same venom. This result suggests that BaltPLA2 is a 
new PLA2 purified from B. alternatus snake venom. In addi-
tion, circular dichroism spectroscopy showed that BaltPLA2 
contains α-helix components similar to BmajPLA2-II [38] 
and BthTX-I [39] (Figure 5). 
 It is known that the catalytic activity of purified 
PLA2 from snake venom is dependent on the Ca2+ ions, 
which is coordinated by the aspartic acid residue located at 
position 49 of the enzyme [15]. The substitution of Asp 49 by 
Lys 49 makes it impossible to coordinate this ion and conse-
quently the enzyme loses its catalytic activity [40]. The 
high activity PLA2 presented by BaltPLA2 allows us to clas-
sify it as a Asp49 svPLA2, as well as BpirPLA2-I [41], Pira-
toxin-III [42], Bj IV [43] and BmooTX-I [44]. 
 BaltPLA2 has been shown to be important in hemo-
stasis modulation. When injected intraperitoneally into 
mice, BaltPLA2 (30 μg / 50 μl PBS) makes the plasma 
incoagulable. In addition, a small dose of the enzyme  
(1 μg) was able to inhibit about 80% and 45% of platelet 
aggregation induced by epinephrine (Figure 6A) and ADP 
(Figure 6B), respectively. Diseases caused by disorders in 
the blood clotting cascade are of extreme relevance to 
medicine since they can lead to hypercoagulation and forma-
tion of intravascular thrombi which can result in obstruction 
of blood vessels [45]. Thus, inhibitors of platelet aggre- 
 

 

 

 Figure 2. Biochemical characterization of BaltPLA2. (A) 
SDS-PAGE (14%): Lane 1: standard proteins, 2: reduced Balt-
PLA2, 3: non-reduced BaltPLA2. (B) Two dimensional electropho-
resis of BaltPLA2: arrows indicate pI of 4.4 and molecular mass 
around 17 kDa. 

 
gation are molecules with potential therapeutic use for 
the development of new anticoagulant agents that may re-
duce the formation of thrombi. 

Table 2. PLA2 activity of BaltPLA2 and B. alternatus crude venom. 

Dose (µg/50µL) Crude Venom - BaltPLA2 - 

 24 h 48h 24h 48h 

1.5 0.00 0.00 *1.11 ± 0.23 *1.75 ± 0.66 

3.5 0.00 *0.74 ± 0.12 *1.23 ± 0.17 *2.70 ± 0.51 

15 *0.92 ± 0.04 *1.46 ± 0.30 *2.45 ± 0.08 *4.97 ± 0.21 

30 *1.01 ± 0.07 *2.03 ± 0.25 *3.14 ± 0.00 *6.11 ± 0.13 

PLA2 activity of BaltPLA2 and crude venom at different doses (1.5-30 µg/50 µL) for 24 h and 48 h of incubation. Negative control (PBS) did not induce PLA2 activity. Each 
value is the mean ± SD of hemolytic halo area of triplicate. * P < 0.05, compared with positive control (crude venom). 
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Figure 3. Mass determination of BaltPLA2. BaltPLA2 has a high purity and has a molecular mass of 14,074.74 Da. 

 

 
 

Figure 4. Comparison of the amino acid partial sequence of BaltPLA2 with other svPLA2. BaltPLA2 showed high homology with differ-
ent PLA2s from Viperidae family but not with B. alternatus proteins sequences GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/submit/). 
Conserved residues are shown in black frames. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5. CD spectrum of BaltPLA2. The spectrum was obtained by spectroscopy in the "far-UV" spectral region (190-250 nm), show-
ing characteristic peaks of alpha helical structures in 195, 208 and 222nm". 
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Figure 6. Effect of BaltPLA2 on platelet aggregation. BaltPLA2 (1 µg) was able to inhibit about 80% and 45% of platelet aggregation 
induced by (A) epinephrine and (B) ADP, respectively. Platelet aggregation was recorded for 10 min in an AggRAM platelet aggre-
gation system with four-channel. Control experiments were performed in the absence of BaltPLA2. 

 
 A number of studies have described the platelet anti-
platelet activity of svPLA2s. These enzymes are capable of 
cleaving membrane phospholipids and release arachidonic 
acid. It is known that arachidonic acid metabolites can 
activate (thromboxane A2) or inhibit (prostaglandins) plate-
let aggregation. In addition, aggregation may be inhibited 
due to effects of hydrolysis of by products of arachidonic acid 
[46, 47]. On the other hand, Teixeira et al., [41] demon-
strated that a synthetic peptide from C-terminal region of 
the enzyme BpirPLA2-I maintained the antiplatelet activ-
ity. This finding highlights the importance of this region 
in the inhibition of svPLA2s-induced platelet aggregation. 
 The action of PLA2s on muscle cells is also important 
for the understanding of myonecrosis and inflammatory 
effects after bothropic envenomation [48-50]. The recruit-
ment of inflammatory cells at the site of the snakebite can 
be explained by the release of pro-inflammatory mediators 
such as cytokines and eicosanoids (thromboxane, leukotrie-
nes and prostaglandins) [32, 41, 51-53]. When injected 
into the gastrocnemius muscle of mice, BaltPLA2 (30 µg  
 

/ 50 µL) caused myonecrosis with evident inflammatory 
infiltrate (Figure 7B), compared with the control (Figure 7A). 
In this work, we also investigated the ability of BaltPLA2 to 
induce the production of cytokines. Our results showed 
that the enzyme, when incubated in culture of murine 
macrophages for 24 hours, was able to raise the levels of 
both pro-inflammatory cytokines IL-12 (Figure 8A) and TNF-
α (Figure 8B). Different concentrations of BaltPLA2 (1.5, 7.0 
and 15 µg / ml) were able to induce practically the same 
increases in IL-12 level (310, 363 and 287 pg / mL, re-
spectively). However, the increases in TNF-α levels were 
dose dependent of the enzyme (77, 127 and 250 pg / ml, 
respectively). On the other hand, the same concentrations 
of enzyme were also able to induce the increase of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 (174, 157 and 101 pg / mL, 
respectively) (Figure 8C). However, the increase of anti-
inflammatory cytokine levels was about 3-fold lower than 
increases in pro-inflammatory cytokine levels. For this rea-
son, we suggest that BaltPLA2 has a pro-inflammatory ac-
tion. 
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Figure 7. Histopathological analysis of myonecrosis induced 
by BaltPLA2. Light micrographs of sections of mouse gastroc-
nemius muscle 24 h after injection of 30 μg BaltPLA2, dissolved 
in 50 μL saline, stained with hematoxylin-eosin, 100 x magnifica-
tion. (A) Control mice were injected with saline alone: normal 
integral fibers are observable. (B) BaltPLA2: notice the presence 
of Necrosis (N) and an Inflammatory Infiltrate (I). 

 
 The mechanism of induction of inflammatory response 
by svPLA2 involves the release of lipid mediators due to its 
catalytic activity [54]. Studies on macrophage culture have 
demonstrated the ability of these toxins to induce the expres-
sion of cyclooxygenase- 2 (COX-2) and prostaglandin E2 
(PGE2) [55], with TLR2 / MyD88 receptors being possi-
ble targets of these lipid mediators [56]. However, the 
mechanism of induction of cytokine production caused by 
svPLA2s is not well elucidated. Other studies have also 
reported the ability of svPLA2 to stimulate the production of 
pro-inflammatory proteins, including IL-12 and TNF-α [32, 
57, 58]. There are studies that show that the increase of lev-
els of TNF-α caused by bothropic PLA2 is related to the 
elevation of the levels of reactive species of oxygen [59, 
60]. Other two PLA2s isolated from B. alternatus snake 
venom induce the production of superoxide in macro-
phages independently of their enzymatic activity through  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 8. Cytokines production in macrophages stimulated with B. 
alternatus crude venom and BaltPLA2. Increments in (A) IL-12, 
(B) TNF-α and (C) IL-10 levels were evaluated 24 h after incuba-
tion of macrophages culture with different concentrations of 
crude venom or BaltPLA2. Control wells were cultivated in the 
presence of culture medium alone (RPMI). Each value is the mean 
± SD of 3 tests. * P < 0.05, compared with control. 
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the activation of NADPH oxidase by the signaling pathway 
of protein kinase C (PKC) [34]. Otherwise, the increase in the 
levels of IL-10 induced by BaltPLA2 may be associated with 
a system of anti-regulation of an initial inflammatory proc-
ess, as already reported in a study with the B. brunatus snake 
venom [61]. Therefore, more studies are needed to better 
elucidate the mechanisms that induce the production of cyto-
kines by BaltPLA2. 
 In summary, our study demonstrates that BaltPLA2 is a 
new acid PLA2 isolated from the B. alternatus snake venom 
with myonecrotic, pro-inflammatory and antiplatelet activi-
ties. The study of svPLA2 contributes significantly to the 
understanding of the pathophysiological effects of bothropic 
envenomation and can be an important tool in the develop-
ment of therapeutic alternatives in haemostasis disorders. 
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Phospholipases A2 represent a family of enzymes with important application inmedicine. However, direct track-
ing is difficult due to the absence of a stable, effective and specific marker for these enzymes. Magic-sized quan-
tum dots (MSQDs) are inorganic semiconducting nanocrystals with unique physical properties. They have the
ability to conjugate to proteins, making them excellent markers for biological systems. In this work, we labelled
phospholipase A2 from Bothrops alternatus snake venom with Cadmium selenide (CdSe)/cadmium sulphate
(CdS) MSQDs—a biocompatible and luminescent probe—. Bioconjugation was confirmed using infrared spectra
and fluorescence microscopy, which demonstrated that the CdSe/CdS MSQDs interact with phospholipase A2

without interfering with its activity. This probe may be an important tool for the elucidation of many biological
mechanisms, because it allows the pathway of phospholipase A2 to be tracked from its entry through the plasma
membrane until its incorporation into the nucleus of myoblasts.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Phospholipase A2 enzymes (PLA2) are commonly found in mamma-
lian tissues as well as in arachnid, insect and snake venom [1]. This su-
perfamily consists of enzymes that catalyse the hydrolysis of the sn-2
position of membrane glycerophospholipids to liberate arachidonic
acid, a precursor of eicosanoids including prostaglandins and leukotri-
enes, which may mediate several steps of the inflammatory process
[2]. Inside the body of the victim, PLA2s from snake venom induce either
direct or indirect pathophysiological effects including neurotoxic,
cardiotoxic, anticoagulant, oedematogenic, myotoxic and inflammatory
activities [3–8]. In spite of their pathophysiological effects, PLA2s from
snake venom also have therapeutic potential due to their antiplatelet
aggregation, anti-angiogenesis, antiparasitic, antitumor, bactericidal
and hypotensive effects [6,9–12].

Magic-sized quantum dots (MSQDs) are a category of quantum dot
that exhibit thermodynamically stable structures, well-defined num-
bers of atoms (fixed size) and broad emission spectra [13]. The ability
of MSQDs to be conjugated to various biomolecules makes them excel-
lent probes for bioimaging applications [14]. Recently, it has been
dicas, Universidade Federal de
demonstrated that CdSe/CdS MSQDs are excellent materials for biolog-
ical applications due to their physical and biological properties being
much more interesting than those of traditional QDs [15]. Specifically,
CdSe/CdSMSQDs have higherfluorescence quantumefficiency than tra-
ditional QDs [16]. Furthermore, the biocompatibility of CdSe/CdS
MSQDs can be altered by varying the density of cadmium ions adsorbed
onto their surfaces [17,18].

Kethineedi et al. [19] reported the fabrication and characterisation of
liposome-encapsulated QD-fluorescence resonance energy transfer
(FRET)-based probes for indirect detection of PLA2 activity. Li et al. [20]
have also developed a similar methodology using QD cluster-loaded
phospholipid micelles. However, there are no reports in the literature to
date regarding the use of QDs as luminescent probes for the direct track-
ing of PLA2 enzymes within cells. Thus, the objective of this work was to
verify the conjugation of CdSe/CdS MSQDs with a PLA2 from snake
venom, a valid its use as a new luminescent probe for this class of enzyme.

2. Materials and methods

2.1. Animals

The Balb/c mice (20–25 g) used for antibody production in this study
were obtained from the Centro de Bioterismo e Experimentação Animal
(CEBEA) of the Universidade Federal de Uberlândia, and kept in
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controlled conditions of temperature (22±2 °C), humidity (60–70%) and
light/dark cycles (12 h), with free access to food and water.
2.2. BaltPLA2 enzyme

The PLA2 preparations used in this work were previously isolated in
our laboratory from the venom of Bothrops alternatus, and were
denominated BaltPLA2. The concentrations of protein solutions were
determined by Bradford assay [21].
2.3. Anti-BaltPLA2 antibody production

Female Balb/c mice were immunised three times with BaltPLA2 (25
μg/mL) or phosphate buffer saline (PBS) as a negative control. Intraper-
itoneal immunisations were performed at 15-day intervals, using
10 mg/mL aluminium hydroxide gel (alum, InvivoGen, CA) as an adju-
vant. Blood was collected and incubated for 1 h at 37 °C, then centri-
fuged at 1000 ×g to obtain the serum.
2.4. Synthesis and physical characterisation of CdSe/CdS MSQD

Synthesis of CdSe/CdSMSQDswas carried out in aqueous colloidal so-
lution as described by Silva et al., with minor modifications [22]. Briefly,
an NaHSe solution with 1 mmol Se and 2 mmol NaBH4 was prepared in
a three-necked flask containing 40mL ultrapure water under an inert at-
mosphere of argon. A second solution was prepared containing 4 mmol
Cd(ClO4)2·6H2O, 3 mmol 1-thioglycerol and 10 mL ultrapure water.
The CdSe1-xSx alloy and the CdS shell around CdSe andMSQDswere de-
veloped according to previously described methodology [13,17].

Optical absorption spectra were recorded at room temperature using
a double-beam UV-VIS-NIR spectrophotometer (UV-3600, Shimadzu,
Japan) at a spectral resolution of 1 nm. Fluorescence spectra were re-
corded at 380 nm with a Cary Eclipse spectrophotometer (Varian, Inc.)
using a xenon lamp as the excitation source. Atomic force microscopy
(AFM) images of the dot samples were recorded at room temperature
using a scanning probe microscope (SPM-9600, Shimadzu).
2.5. Bioconjugation of CdSe/CdS MSQDs and BaltPLA2

The synthesised CdSe/CdS MSQDs and BaltPLA2 were dissolved in
sterile water at a ratio of 2:1 (w/w) and incubated at room temperature
for 15 min without any further treatment.
Fig. 1. Physical characterisation of CdSe/CdSMSQDs. (A) Fluorescence spectrumat a resolution o
1. (B) Atomic force microscopy image demonstrating the size of quantum dots. Black and blue
2.6. Reversed-phase chromatography

Aqueous solutions of BaltPLA2 (200 μg) were incubated for 15 min
with different amounts of CdSe/CdS MSQDs (20, 200, and 400 μg) dis-
solved in solvent A (0.1 trifluoroacetic acid), and the resulting solution
subjected to reverse-phase chromatography in a C2/C18 column (4.6
× 100 mm) using the ÄKTApurifier HPLC system (GE Healthcare, Upp-
sala, Sweden). The column was equilibrated with solvent A and eluted
using a concentration gradient from 0 to 100% toward solvent B (0.1%
trifluoroacetic acid in acetonitrile) with a flow rate of 0.5 mL/min at
room temperature. Absorbance was monitored at 280 nm and 1 mL
fractions were collected.

2.7. Infrared spectroscopy

The interaction of CdSe/CdSMSQDs (2 μg/μL)with BaltPLA2 (1 μg/μL)
was investigated using infrared (IR) spectroscopy of aqueous solutions
at room temperature using a Shimadzu Fourier transform IR (FT-IR)
spectrophotometer (Vertex 70, Massachusetts, United States) in the
spectral range 830–4000 cm−1 via a coupled attenuated total reflec-
tance (ATR) element.

2.8. Circular dichroism spectroscopy

Spectrawere recorded from195 to 260 nmwith a JASCO J-815 circu-
lar dichroism (CD) spectrophotometer (Great Dunmow, United
Kingdom) in 1 mm path length quartz cuvettes at room temperature.
To investigate conformational changes, the spectra of the bioconjugate
and pure BaltPLA2 were recorded in an aqueous buffer of 0.01 M Tris
HCl, pH 7.5, at a final concentration of 0.5mg/mL. Spectrawere typically
recorded as an average of 15 scans, obtained in millidegrees and con-
verted to molar residue ellipticity using the following equation: [θ]mrw

= deg. × cm2/dmol × 10−3).

2.9. Phospholipase A2 activity

The activity of PLA2 was determined by indirect haemolytic activity
in accordance with the methodology previously described by Gutiérrez
et al. (1988) [23]. A 1% agarose gel supplemented with egg yolk and
human erythrocytes and washed with PBS (pH 7.2) was used. Both
BaltPLA2 (10 μg) and the bioconjugate (BaltPLA2 [10 μg] + CdSe/CdS
MSQD [20 μg]) were diluted in 50 μL PBS and applied to uniformly
sized holes made in the gel. The crude venom of B. alternatus (10 μg in
50 μL PBS) was used as a positive control and PBS (50 μL) as a negative
control. After this process, the gel was incubated at room temperature
f 1 nm. Arbitrary units are defined as relative to themost intense bands, which are taken as
lines represent the normalised absorbance and fluorescence, respectively.



Fig. 2. Fourier transform infrared spectra of BaltPLA2, CdSe/CdS MSQD-labelled BaltPLA2

and CdSe/CdSe MSQDs at room temperature.
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for 24 h, and haemolytic activity identified by the formation of translu-
cent halos. These halos indicate the ability of the sample to hydrolyse
phospholipids. Results were expressed as the diameter of the halos
(mm), and statistical analyses were performed by one-way ANOVA
with Bonferroni's post-hoc test. All assays were performed in triplicate.

2.10. Myoblast cell culture

Myoblasts (C2C12 cells) were used to assess the bioconjugation of
CdSe/CdS MSQD to BaltPLA2 and study the entry and subsequent
localisation of PLA2 in cells. The cells were maintained in Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 medium (Gibco, Invitrogen, Carlsbad)
supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS), 25mMHEPES, pen-
icillin (100 U/mL), streptomycin (100 U/mL), 2 mM L-glutamine and
3 mM sodium bicarbonate and maintained at 37 °C in a humidified at-
mosphere of 5% CO2.

2.11. Tracking of quantum dot-labelled BaltPLA2

Cells (8 × 103 cells/well) were plated in a 96-well plate, incubated for
24 h at 37 °C in 5% CO2 and treated with CdSe/CdS MSQDs (200 ng/μL) +
CdSe/CdSMSQDs (200 ng/μL)+ BaltPLA2 (100 ng/μL) for 18 h or 32 h. Im-
ages were acquired at the specified time points using an inverted fluores-
cence microscope system (EVOS fl-AMG, Seattle, USA) with excitation at
470 nm, and emissions were captured using a 525 nm filter.

2.12. Indirect immunofluorescence assay for BaltPLA2

The indirect immunofluorescence assay (IFA) was carried out as previ-
ously described by Davoli-Ferreira et al. (2016), with some modifications
[24]. Briefly, 1.0 × 104 myoblast cells/well were added to a 96-well plate
and incubated for 24 h in a 5% CO2 atmosphere at 37 °C. Then, cells were
treatedwith BaltPLA2 at 12.5 μg/mL in three replicates, using RPMImedium
as a negative control. After 24 h of incubation the supernatant was re-
moved, and the cells washedwith PBS and fixedwith 4% formaldehyde so-
lution for 20min at room temperature.Wellswerewashedwith PBS, and a
solution containing 1% Triton™X-100 and 2% bovine serumalbumin (BSA)
was added, followed by incubation for 1 h at room temperature. Cells were
washedagainwithPBSand incubated for 1hwithmouse serumcontaining
polyclonal anti-BaltPLA2 antibodies diluted in Tween (0.05%) and 0.5% BSA.
A final PBS wash was carried out and the antibody Alexa Fluor 488 anti-
mouse IgG conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) diluted 1:1000 in DAPI solution at 300 nM
was added, followed by incubation for 1 h at room temperature. Finally,
the wells were washed with PBS and the images were acquired as de-
scribed in Section 2.11.

3. Results

3.1. Physical characterisation of CdSe/CdS MSQDs

Absorption and luminescence spectra of CdSe/CdS MSQDs (Fig. 1A)
revealed narrow absorption bands and broad emission spectra, which
are characteristic of CdSe/CdS MSQDs. The broad emission spectrum is
interesting since it was possible to detect the luminescence of the
CdSe/CdS MSQDs in fluorescence microscopy using two filters (green
and red). The AFM images revealed that the size of the CdSe/CdS
MSQDs was approximately 1.6 nm (Fig. 1B).

3.2. Bioconjugation of CdSe/CdS MSQDs with BaltPLA2

Analysis of BaltPLA2, CdSe/CdSMSQDs and CdSe/CdSMSQD-labelled
BaltPLA2 by FTIR revealed two regions; A (850–1500 cm−1) and B
(2630–2930 cm−1) (Fig. 2A). In the A region, bands were observed in
the range of 870–980 cm−1, and at 1046, 1086 and 1421 cm−1. The
CdSe/CdS MSQD-labelled BaltPLA2 spectrum shows bands at 877,
1046, 1086 and 1421 cm−1 with lower intensities than the same
bands of the CdSe/CdSMSQD spectrum. In the B region, bands were ob-
served at 2825 and 2910 cm−1. The intensity of the latter band was de-
creased in the spectra of the bioconjugate.

3.3. Reversed-phase chromatography

Chromatography of CdSe/CdS MSQD-labelled BaltPLA2 showed that
as the proportion of CdSe/CdS MSQDs in the bioconjugate increased,
the peak absorbance of pure BaltPLA2 (Fig. 3A) decreased and was
displaced to the left of the graph (Fig. 3B–D).

3.4. Circular dichroism spectroscopy

The CD spectra of BaltPLA2 and CdSe/CdSMSQD-labelled BaltPLA2 all
showed characteristic curves for helical proteins, includingwell-defined



Fig. 3.Reverse-phase chromatography on a C2/C3 column. A) Pure BaltPLA2 (non-conjugated). (B) CdSe/CdSMSQD-labelled BaltPLA2 at a ratio of 1:0.1 (BaltPLA2:CdSe/CdSMSQD), (C) 1:1
and (D) 1:2 w/w.
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peaks at 208 and 222 nm. This indicates that the interaction with CdSe/
CdS MSQD did not change the three-dimensional conformation of
BaltPLA2 (Fig. 4).

3.5. Phospholipase A2 activity

The interaction of CdSe/CdS MSQDs with BaltPLA2 did not signifi-
cantly alter the enzyme activity, as indicated by the formation of simi-
larly sized halos (p N 0.05). Only a small reduction of PLA2 activity was
observed in CdSe/CdS MSQD-labelled BaltPLA2 (average halo size of
153.3 ± 5.8 mm) compared with BaltPLA2 alone (163.3 ± 5.8 mm)
(Fig. 5B).

3.6. Tracking of CdSe/CdS MSQD-labelled BaltPLA2

Myoblasts (control cells) typically present elongated forms with
clear cytoplasmic processes (Fig. 6A). Cells that were treated with
CdSe/CdS MSQDs (200 ng/μL) for 18 h showed the presence of a small



Fig. 4. Circular dichroism spectra of BaltPLA2 (black line) and quantum dot-labelled
BaltPLA2 (red line).

465E.H.V. Dias et al. / International Journal of Biological Macromolecules 122 (2019) 461–468
amount of CdSe/CdSMSQDs, as evidenced by fluorescence spectroscopy
(Fig. 6B). On the other hand, myoblasts treated with CdSe/CdS MSQD-
labelled BaltPLA2 exhibited significant green fluorescence at the surface
of the plasma membrane (Fig. 6C). It was also observed that after 32 h,
CdSe/CdS MSQD-labelled BaltPLA2 was present in the cell nucleus
(Fig. 6D).
Fig. 5. Phospholipase A2 activity of BaltPLA2. (A) Agarose gel showing the formation of
translucent halos. 1: BaltPLA2; 2: CdSe/CdS MSQDs; 3: CdSe/CdS MSQD-labelled
BaltPLA2; 4: PBS; 5: snake venom. (B) Quantitative analysis. Statistical analyses were
performed by one-way ANOVA with Bonferroni's post-test.
3.7. Indirect immunofluorescence assay

After 24 h of incubation, BaltPLA2 was found scattered throughout
the cell, in both the cytoplasms and nuclei of myoblasts.

4. Discussion

To our knowledge, this is the first study to present a rapid and sen-
sitive CdSe/CdS MSQD probe for the direct tracking of PLA2 from snake
venom. Analysis of zoomed regions of the FTIR spectra enabled the elu-
cidation of the specific interactions of the bioconjugate. Several bands
were observed in the 850–1500 cm−1 region (Fig. 2B). Bands in the
range of 870–980 cm−1 are characteristic of C\\C vibrating modes;
while those at 1046, 1086 and 1421 cm−1 represent primary alcohol
C–OH stretching, secondary alcohol C–OH stretching and C\\H
stretching vibrating modes, respectively [25]. These vibration modes
can be attributed to the external hydroxyl groups of the stabiliser 1-
thioglycerol, which was used for synthesis and coats the CdSe/CdS
MSQDs. Interestingly, the CdSe/CdS MSQD-labelled BaltPLA2 spectrum
shows the bands at 877, 1046, 1086 and 1421 cm−1 with lower intensi-
ties than the same bands in the CdSe/CdSMSQD spectrum. This suggests
that the interaction between CdSe/CdS MSQDs and BaltPLA2 occurs in
the region of the hydroxyl groups of 1-thioglycerol (Fig. 1), and that
the interaction is strong because it also alters the intensities of the
C\\C and C\\H vibrating modes.

Bands were observed at 2825 cm−1 of the B region, indicating C\\H
stretching vibrating modes; and at 2910 cm−1, which can be attributed
to C\\H2 symmetric stretching vibratingmodes [17,26]. The intensity of
the band at 2910 cm−1 was reduced in the spectrum of the bioconju-
gate, indicating that the interaction between BaltPLA2 and CdSe/CdS
MSQDs is strong enough distort the C\\H2 symmetric stretching vibrat-
ing modes of BaltPLA2. In addition, changes in the 2910 cm−1 vibra-
tional mode probably relates to the aliphatic hydrocarbon groups of
botropic phospholipases A2 [32]. Based on these results, we propose
that the formation of the bioconjugate occurs through dipole-dipole in-
teractions between the hydroxyl groups of 1-thioglycerol of CdSe/CdS
MSQDs and the aliphatic hydrocarbon groups of BaltPLA2.

The binding between CdSe/CdSMSQD and BaltPLA2 appeared to be a
specific interaction, because it has been reported that CdSe/CdS MSQD
does not interact with BmooS [23], a serine protease purified from
B. moojeni snake venom (data not shown). Our results show that
BaltPLA2 does not undergo conformational changes when
bioconjugated with CdSe/CdS MSQDs, indicated by the unchanged en-
zyme vibrational modes of the bioconjugate. The high stability of
these enzymes, due to the high disulphide bond contents, is likely to
be responsible for this finding [26,27].

Reversed-phase chromatography revealed the composition of the
bioconjugates, and also enabled the isolation of unreacted BaltPLA2 or
CdSe/CdSMSQDs, which could lead to inaccurate results of the tracking
assays if not removed. The results (Fig. 3) suggest that BaltPLA2 can bind
to different amounts of CdSe/CdS MSQD. As the amount of bound CdSe/
CdS MSQD increased, the peak intensity decreased and peaks were
displaced to the left of the graph. This indicates that the binding of
CdSe/CdS MSQD causes reduced UV absorption and alters the hydro-
phobic character of BaltPLA2. Following these observations, the ratio of
1:2 (w/w) was chosen for the tracking assay, as this preparation leaves
no free BaltPLA2, which is confirmed by the lack of peak corresponding
to pure (free) BaltPLA2 in the chromatogram of the 1:2 solution
(Fig. 3D). Further studies revealed that there was no absorbance peak
corresponding to BaltPLA2 in a solution with the ratio 1:4 (w/w) (data
not shown), suggesting that in this case, the BaltPLA2 was saturated
and excess CdSe/CdS MSQD was present.

Bioconjugation processes usually utilise reagents that favour binding
between nanocrystals and biomolecules [27] in complex processes in-
volving several expensive steps and reagents. The bioconjugation pre-
sented in this work occurred spontaneously; and a simple, fast and



Fig. 6. Fluorescence microscopy images of (A) control myoblast cells, (B) cells treated with CdSe/CdS MSQDs (200 ng/μL) for 18 h, (C) cells treated with CdSe/CdS MSQDs (200 ng/μL)
+ BaltPLA2 (100 ng/μL) for 18 h and (D) cells treated with CdSe/CdS MSQDs (200 ng/μL) + BaltPLA2 (100 ng/μL) for 32 h. Scale bar = 50 μm.
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inexpensive methodology is presented. This highlights the potential of
CdSe/CdS MSQDs for diverse applications in the detection and tracking
of biomolecules. The results of enzyme activity assays (Fig. 5) and CD
spectroscopy (Fig. 4) revealed that bioconjugation did not change the
A

C

Fig. 7. Immunofluorescence microscopy of BaltPLA2 in cultured myoblasts. Fluorescence i
native conformation of PLA2, confirming the value of CdSe/CdS MSQDs
bioconjugation for biological investigations.

In this work, we used myoblasts to detect and track BaltPLA2 within
cells. Our results showed no interaction between CdSe/CdS MSQDs and
B

mages of (A) BaltPLA2, (B) DAPI (nucleus stain) and (C) overlay. Scale bar = 50 μm.
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the plasmamembrane of themyoblasts, as no change in cell morphology
was observed when they were incubated with only CdSe/CdSMSQDs for
18 h (Fig. 6B). In these conditions, a small amount of CdSe/CdSMSQD lu-
minescence was observed. This small amount may be explained by the
high diffusion of CdSe/CdS MSQDs in the medium surrounding the cells.
On the other hand, when cells were incubated with CdSe/CdS MSQD-
labelled BaltPLA2, significant luminescence was detected at the surface
of the plasma membrane. This can be attributed to the high affinity of
the enzyme for phospholipids that constitute the plasma membrane
[23]. These results corroborate the IR analysis (Fig. 2), which further con-
firms that CdSe/CdS MSQDs were successfully conjugated with BaltPLA2.
Our results also showed that after penetrating the membrane, CdSe/CdS
MSQD-labelled BaltPLA2 migrates to the nuclear region of the cell. After
32 h of incubation, CdSe/CdS MSQD-labelled BaltPLA2 was found in the
cell nucleus, at the time it was preparing to divide (Fig. 6D). This stage
of cell division is telophase, the final stage of mitosis [28]. Our results of
indirect immunofluorescence microscopy corroborate these findings.
After 24 h of incubation, BaltPLA2 was found in myoblast nuclei (Fig. 7),
which is in line with the findings of Murakami et al. [29]. According to
these authors, PLA2 from snake venom can enter cells and reach intracel-
lular targets includingmembrane receptors and the perinuclear area. An-
other study used laser scanning confocal microscopy to demonstrate that
Alexa-labelled PLA2 enters the cytoplasm of rat hippocampal neurons
and, subsequently, the nuclei [30]. In addition, Rigoni et al. [31] used sim-
ilarmethodology to show that snake PLA2 is able to penetrate spinal cord
motor neurons and cerebellar granule neurons, and selectively bind to
mitochondria.

In summary, this work describes the spontaneous bioconjugation
between CdSe/CdS MSQDs and a PLA2 enzyme isolated from the
venom of B. alternatus. We have produced a stable and efficient lumi-
nescent probe to detect and track this enzyme following cell entry.
This probe may provide a useful tool for the elucidation of biological
mechanisms that involve PLA2s, many of which are still unknown.
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