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RESUMO 

 

A peçonha de serpentes do gênero Bothrops é composta principalmente por enzimas dentre 

estas as fosfolipases A2 (PLA2). As PLA2s dessas peçonhas podem ser classificadas em 

cataliticamente ativas (PLA2s Asp-49) e inativas (PLA2s Lys-49). Esta última classe 

representa uma das principais moléculas responsáveis pelos efeitos locais após o 

envenenamento que podem ser caracterizados por bloqueio neuromuscular, inflamação, danos 

ao sarcolema, edema, mionecrose, entre outros. O objetivo desse estudo foi verificar a 

reatividade cruzada por ensaio de ELISA de anticorpos IgY anti-BnSP-7 produzidos em 

galinhas contra diferentes peçonhas botrópicas (B. pauloensis, B. moojeni, B. jararacussu, B. 

marajoensis, B. diporus, B. alternatus, B. jararaca, B. brazili) e PLA2s isoladas das peçonhas 

de B. pauloensis (BnSP-6 e BnSP-7), B. jararacussu (BThTX-I e BThTX-II) e B. moojeni 

(MjTX-II), bem como realizar a predição in silico através de ferramentas de bioinformática 

para a análise de epítopos de células B conservadas na estrutura de PLA2s e que estejam 

relacionados à função biológica dessa classe de proteínas.  Os resultados encontrados 

demonstraram que as peçonhas de B. pauloensis, B. moojeni e B. jararacussu e as toxinas 

BnSP-6, BThTX-I e BThTX-II apresentaram alta reatividade cruzada com altos valores de 

índice ELISA. A predição in silico de epítopos de células B revelaram importantes domínios 

conservados na PLA2 BnSP-7 que podem ser responsáveis por suas atividades. Finalmente, as 

análises de sobreposições 3D demonstraram que as PLA2s da peçonha de B. jararacussu 

apresentaram alto grau de homologia estrutural com a BnSP-7. Analisados em conjunto, os 

resultados demonstraram que a alta reatividade cruzada dos anticorpos IgY anti-BnSP-7contra 

diferentes peçonhas botrópicas e PLA2s  isoladas, juntamente com a identificação de epítopos 

de regiões conservadas nas PLA2s podem auxiliar novos estudos que visam a utilização destes 

anticorpos para a neutralização de efeitos biológicos induzidos por essas proteínas. Além 

disso, permite o mapeamento de domínios estruturais importantes para a função de PLA2s 

presentes em diferentes organismos. 
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1.1. Acidentes ofídicos 

 

Os animais peçonhentos estão amplamente distribuídos no planeta, estando presentes 

nos mais variados grupos como répteis, peixes, moluscos, aracnídeos, entre outros 

(Ministério da Saúde, 2018). Dentre os animais peçonhentos destacam-se as serpentes com 

cerca de 2.900 espécies distribuídas em 465 gêneros e 20 famílias. No território brasileiro há 

321 espécies, 75 gêneros e 9 famílias descritas (Fundação Ezequiel Dias, 2014).  

A presença da peçonha nesses animais causa grande transtorno aos indivíduos 

acometidos pela inoculação dessas em seu organismo, constituindo assim, um problema de 

saúde pública (Ministério da Saúde, 2018). No mundo, estima-se a ocorrência de 1,8 a 2,7 

milhões de acidentes ofídicos anualmente ocasionando cerca de 81 mil a 138 mil óbitos. Por 

isso, em 2017 os acidentes ofídicos voltaram a ser reconhecidos pela OMS como doença 

tropical negligenciada (Ministério da Saúde, 2018).  

No Brasil foram notificados 28.636 acidentes ofídicos no ano de 2017, evoluindo para 

óbito 106 casos, sendo as populações de baixa renda mais afetadas e propícias à morte, pois 

habitam em locais de difícil acesso (maioria das vítimas é formada por trabalhadores rurais), 

havendo muitas vezes em casos de sobrevivência sequelas como restrição de mobilidade, 

amputações, cegueira e stress pós-traumático (Ministério da Saúde, 2018). 

Os acidentes ofídicos por serpentes peçonhentas de interesse em saúde pública 

pertencem às Famílias Viperidae e Elapidae. Estes são classificados em quatro tipos: 

acidentes botrópicos (acidentes com serpentes dos gêneros Bothrops e Bothrocophias - 

jararaca, jararacuçu, urutu, caiçaca, comboia); acidentes crotálicos (acidentes com serpentes 

do gênero Crotalus - cascavel); acidentes laquéticos (acidentes com serpentes do gênero 

Lachesis - surucucu-pico-de-jaca); acidente elapídico (acidentes com serpentes dos gêneros 

Micrurus e Leptomicrurus – coral - verdadeira) (Ministério da Saúde, 2018). A figura 1 

apresenta o percentual de acidentes ofídicos notificados de acordo com o gênero. 
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Figura 1: Porcentagem de acidentes notificados de acordo com o gênero: Bothrops, Crotalus, Lachesis e 

Micrurus. (Adaptado de DA SILVA, 2015) 

 

As serpentes do gênero Bothrops são responsáveis pela maior parte dos acidentes 

ofídicos, devido à abundância e ampla distribuição dessas serpentes no território brasileiro 

(BERNARDE, ALBUQUERQUE e TURCI, 2012). A peçonha de serpentes desse gênero é 

composta em sua grande maioria por toxinas, sendo mais de 90% proteínas, as quais são 

majoritariamente enzimas como metaloproteases, fosfolipases A2, serinoproteases, L-

aminoácido oxidases (CALVETE, JUÁREZ e SANZ, 2007). Sendo assim o objetivo de 

muitos soros antiofídicos é neutralizar essas toxinas, dentre as quais se destacam as 

fosfolipases A2 (PLA2) (CUNHA e MARTINS, 2012). 
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1.2.  Classificação e características estruturais e funcionais das PLA2s 

   

 As fosfolipases são enzimas amplamente distribuídas nos organismos vivos com 

capacidade de hidrolisar fosfolipídeos de membrana. Estas enzimas são classificadas em 

cinco tipos de acordo com o sítio de clivagem em fosfolipídios (Fig. 2), a saber: fosfolipase 

A1, fosfolipase A2, fosfolipase B, fosfolipase C e fosfolipase D (KINI, 1997). 

 

 
Figura 2: Cinco tipos de fosfolipases e seus respectivos sítios de clivagem. (Fonte: KINI, 1997). 

 

As PLA2s são enzimas responsáveis principalmente pela hidrólise da ligação 2-acil-

éster de fosfolipídios de membrana, liberando ácidos graxos livres e lisofosfolipídios. O 

excesso de ácido araquidônico, produto de sua atividade catalítica, é precursor de mediadores 

lipídicos da inflamação, tais como prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e 

leucotrienos; causando, assim, uma reação inflamatória (TEIXEIRA et. al., 2003).  

As PLA2 podem ser separadas em seis principais grupos: PLA2 secretadas (sPLA2), 

PLA2 citosólicas (cPLA2), PLA2 independentes de Ca2+ (iPLA2), PAF acetilhidrolases (PAF-

AH), PLA2s lisossomais e PLA2s específica do tecido adiposo (AdPLA) (SCHALOSKE e 

DENNIS, 2006; DENNIS et. al., 2011). 

As sPLA2 são proteínas pequenas que variam de 14 a 18 kDa, apresentam de 5 a 8 

pontes de dissulfeto sendo necessárias para que haja atividade catalítica, uma histidina 

conservada na posição 48 e a presença de cálcio (cofator essencial). As sPLA2 são 

subdivididas em dezesseis subgrupos, sendo que o subgrupo I-A e II-A são representantes das 

PLA2 presentes em peçonhas de serpentes, incluindo as famílias Elapidae, Viperidae e 

Crotalidae, respectivamente (SCHALOSKE e DENNIS, 2006; DENNIS et. al., 2011). 
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As sPLA2 do grupo II-A pertencentes a família Viperidae são divididas em dois 

grupos principais: 1) cataliticamente ativas: PLA2s que possuem um sítio de ligação ao cálcio 

o qual é coordenado pelo grupo β-carboxílico do resíduo Asp49, que juntamente com os 

grupos  carbonílicos dos resíduos Tyr-28, Gly-30 e Gly-32 e a presença de duas moléculas de 

água estruturalmente conservadas, formam a esfera de coordenação para ligação do Ca2+; 2) 

cataliticamente inativas: substituição do resíduo Asp49 (cadeia lateral negativa) por Lys49 

(cadeia lateral positivo) altera significativamente o sítio de ligação de Ca2+ nas PLA2, 

impedindo a ligação deste íon e resultando em baixa ou inexistente atividade catalítica (fig. 3) 

(ARNI et. al., 1996; SOARES et. al., 2000; BURKE e DENNIS, 2009; DOS SANTOS et. al., 

2009). As PLA2 Asp49 podem ainda ser subdivididas em básicas (pI próximo a 8,0) e ácidas 

(pI próximo a 4,0), devido a presença de um conteúdo maior de resíduos de aminoácidos 

básicos e ácidos, respectivamente em suas estruturas (ÖHLER et. al., 2010). 

 

 
Figura 3: Representação do sítio catalítico de uma PLA2 com o aminoácido Asp na posição 49(à esquerda) e 

com Lys na posição 49 (à direita). (Fonte: ARNI e WARD, 1996) 

 

Há outras mutações que são responsáveis por essa modificação no sitio ativo (Fig. 3), 

os aminoácidos que ocupam as posições 28, 31 e 32 na Asp49 são Tyr, Leu e Gly, já no sitio 

das Lys49 observa-se que essas posições são ocupadas pelos aminoácidos Asn, Val e Leu 

(ARNI e WARD, 1996, FERNANDES et. al., 2010, FERNANDES et. al., 2013). Contudo 

mesmo não possuindo atividade catalítica as Lys49 apresentam a estrutura terciária 

semelhante às das PLA2s catalíticas, sendo assim, as diferenças na conformação oligomérica 

e sítios funcionais dão a essas fosfolipases suas diferentes funções que causam citotoxicidade 

nas células (DOS SANTOS et. al., 2009; FERNANDES et. al., 2014; BORGES et. al., 2017). 

As PLA2s possuem uma estrutura terciária típica enovelada da seguinte forma: I) alfa 

hélice N-terminal; II) uma “curta” hélice; III) loop de ligação para o cálcio; IV) duas alfas 
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hélices antiparalelas; V) uma folha beta anti-paralela; e VI) um loop C-terminal (Fig. 4) 

(CORRÊA et. al., 2008; DE LIMA et. al., 2017).  

As fosfolipases A2 em solução apresentam-se em formas oligoméricas, geralmente em 

dímeros (Fig. 5), sendo esse estado essencial para a sua atividade tóxica (ANGULO et. al., 

2005). Assim, existem os dímeros convencionais que se estabilizam através de interações 

entre as folhas betas e resíduos da alfa hélice N-terminal (ARNI et. al., 1995; MAGRO et. al., 

2003); e os dímeros alternativos que se estabilizam por meio do contato entre os loops de 

ligação de cálcio e os C-terminais formando uma via de conexão entre os sítios ativos de 

ambos os monômeros (MURAKAMI et. al., 2007), sendo o aminoácido Tyr119 o 

responsável por manter essa conformação (DOS SANTOS et. al., 2009). 

 

 
Figura 4: Representação esquemática do enovelamento de um monômero de PLA2. (Fonte: CORRÊA, 2007) 

 

As PLA2s-Lys49 apresentam um mecanismo citotóxico independente da atividade 

catalítica. FERNANDES e colaboradores (2013) realizaram estudos estruturais com as PLA2- 

Lys49 BbTX-II e MTX-II isoladas de B. brazili, demonstrando que quando um ligante está 

presente no canal hidrofóbico dessas enzimas, ocorre uma reorientação das cadeias laterais 

presentes nas regiões N e C-terminais que expõe aminoácidos catiônicos e hidrofóbicos para 

o mesmo plano, em posições simétricas, em ambos os monômeros. Os aminoácidos nas 

posições Lys20, Lys115 e Arg118 são responsáveis pela ancoragem da enzima na membrana 

(Membrane-Docking Site ou MDoS) e os aminoácidos Leu121 e Phe125 são responsáveis 
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pela desestabilização da membrana (Membrane-Disruption Site ou MDiS), fazendo assim 

com que a enzima passe do estado “inativo” para o “ativo”, assumindo assim a conformação 

do dímero alternativo. 

 
Figura 5: Representação dos dois tipos de dímeros de PLA2. (Fonte: SALVADOR, 2016) 

 

A região C-terminal das PLA2s Lys49 é conservada na maioria das enzimas dessa 

classe, a qual apresenta características básicas e hidrofóbicas capazes de interagir com as 

membranas celulares gerando seu efeito tóxico (FERNADES et. al., 2013). Dada a 

importância da região C-terminal para a atividade miotóxica das PLA2Lys49, muitos 

pesquisadores desenvolveram peptídeos sintéticos derivados dessa região para estudar suas 

propriedades e o potencial de causar alguns dos efeitos tóxicos que a toxina completa é capaz 

de induzir.  

LOMONTE e colaboradores (1994) sintetizaram um peptídeo derivado da região C-

terminal (sequência dos aminoácidos entre as posições 115 a 129 – KKYRYYLKPLCKK) a 

partir da miotoxina II isolada de B. asper, o qual apresentou rápida atividade citolítica in 

vitro. CINTRA-FRANCISCHINELLI e colaboradores (2010) demonstraram a capacidade de 

peptídeos derivados da região C-terminal de uma PLA2 Lys49 isolada da peçonha de A. 

contortrix laticinctus de causar miotoxicidade.  Sendo assim, estudos que se seguiram 

comprovaram esse potencial e demonstram que as características anfipáticas dos peptídeos, 

devido à presença de aminoácidos catiônicos e hidrofóbicos, garantem a propriedade destes 

de permearem membranas (KINI et. al., 1989; LOMONTE et. al., 2010). 
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Os achados de DOS SANTOS e colaboradores em 2009, induziram a uma possível 

associação entre as Asp49 e as Lys49, onde o produto da degradação das enzimas catalíticas, 

os ácidos graxos são importantes para as PLA2-Lys49 adquirirem sua conformação “ativa”. 

Sendo assim, MORA-OBANDO e colaboradores (2014) demonstraram esse sinergismo entre 

os dois tipos de enzimas presentes na peçonha de B. asper e, além disso, que a região C-

terminal apresenta essa mesma capacidade. 

O conhecimento das atividades desses peptídeos ao longo dos anos demonstrou 

potencial para o desenvolvimento de novos fármacos para tratar várias doenças, pois esses 

peptídeos apresentaram propriedades bactericida, antifúngica, anti-leishimanial e antitumoral 

(LOMONTE et. al., 2010; SANTOS-FILHO et. al., 2015; ALMEIDA et. al., 2018). 

Adicionalmente, estes estudos permitem entender a importância dessa região para essas 

enzimas o que pode ser alvo farmacológico para o tratamento de acidentes antiofídicos 

devido ao alto nível de conservação (Fig.6). 

 

 

 

Figura 6: Regiões C-terminais conservadas nas PLA2s Lys49 ACL (Agkistrodon contortrix laticinctus), AppK 

(Agkistrodon piscivorus piscivorus), BThTX-I (Bothrops jararacussu), e MT-II (Bothrops asper). (Fonte: 

LOMONTE, 2010) 

 

As PLA2 botrópicas são denominadas, na maioria das peçonhas, como miotoxinas 

devido à capacidade de promover o influxo de Ca+2 ativando assim vias metabólicas, 

principalmente enzimas Ca+2-dependentes, que causam danos irreversíveis as células 

levando-as a morte, especialmente de células musculares, apresentando assim efeitos 

biológicos como induzir o bloqueio neuromuscular, inflamação, danos ao sarcolema, edema, 

mionecrose, entre outros (LOMONTE et. al., 2010; SANTOS-FILHO et. al., 2015; 

SALVADOR, 2016). 
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As PLA2s botrópicas foram isoladas ao longo dos anos, com a finalidade de serem 

caracterizadas bioquimicamente, funcionalmente e estruturalmente. As PLA2s Lys49 

apresentam esses vários efeitos descritos anteriormente mesmo sem a atividade catalítica o 

que desperta, até os dias atuais, o interesse por essas enzimas tanto devido ao seu potencial 

farmacêutico como para procura por inibidores para melhorar o tratamento de acidentes 

ofídicos (tabela 1) (SOARES et. al., 2000; CORREA et. al., 2016; GRABNER et. al., 2017). 

 

  Tabela 1: PLA2s Asp49 e Lys49 isoladas de espécies do gênero Bothrops. 

Toxinas Espécie ID Referencia 

BnSP-6 Bothrops pauloensis 1PC9 MAGRO et. al., 2003 

BnSP-7 Bothrops pauloensis 1PA0 MAGRO et. al., 2003 

BThTX-I Bothrops jararacussu 3HZD FERNANDES et. al., 2010 

BThTX-II Bothrops jararacussu 2OQD CORREA et. al., 2008 

MjTX-II Bothrops moojeni 4KF3 SALVADOR et. al., 2013 

MTX-II Bothrops brazili 4K06 FERNANDES et.al., 2013 

BbTX-I Bothrops brazili 4K09 FERNANDES et.al., 2013 

Myo-II Bothrops asper 1CLP ARNI et. al., 1995 

MT-I Bothrops asper 5TFV SALVADOR et. al., 2017 

PrTX-I Bothrops pirajai 2Q2J DOS SANTOS et. al., 2009 

 

A PLA2 Lys49 BnSP-7 foi isolada a partir da peçonha de Bothrops pauloensis por 

RODRIGUES e colaboradores (1998) e sua estrutura tridimensional foi adquirida por 

SOARES e colaboradores em 2000. Esta proteína também apresenta aminoácidos 

conservados em sua estrutura primária, tanto na porção N-terminal quanto na porção C-

terminal, que são responsáveis por causar seus efeitos tóxicos como inflamação, 

miotoxicidade e edema (BORGES et. al., 1997; OLIVEIRA, et. al., 2009), rompimento de 

lipossomas (SOARES et. al., 2000), bloqueio neuromuscular (SOARES et. al., 2000), 

atividade bactericida sobre bactérias gram-negativa (SOARES et. al., 2000 e 2004), atividade 

antiparasitária contra Leishmania amazonensis (NUNES et. al., 2013) e Toxoplasma gondii 

(BORGES et. al., 2016). 
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1.3.  Soroterapia em acidentes ofídicos 

 

 A soroterapia consiste na produção de anticorpos neutralizantes contra determinado(s) 

antígeno(s).  O antígeno contém diferentes regiões antigênicas (epítopos) capazes de gerar 

uma resposta imune. De acordo com PETERS e colaboradores (2005), epítopo é uma região 

de determinado antígeno capaz de ser reconhecida tanto por um anticorpo como por um 

receptor de linfócito B. 

Durante a resposta do sistema imune adaptativo a determinado antígeno, os linfócitos 

B são capazes de gerar uma resposta humoral (capacidade em gerar anticorpos), quando um 

epítopo é reconhecido por seu receptor de membrana (BCR), tornando essas células ativas e 

estimulando-as a se proliferam. O reconhecimento de diferentes epítopos por células B 

distintas induz a expressão de receptores com variações em torno do receptor original que se 

combinam ao antígeno com afinidades variadas, onde as células que apresentam maior 

afinidade antígeno-receptor continuam o processo de proliferarão e diferenciação em 

plasmócitos para a produção de anticorpos neutralizantes, sendo essa seleção natural na 

direção de um reconhecimento de alta especificidade, denominada seleção clonal (MURPHY 

et. al., 2008). O primeiro contato das células que nunca foram expostas ao antígeno estimula 

a produção de anticorpos IgM em maiores quantidades quando comparada aos IgGs, mas a 

medida que ocorre outras exposições ocorre a soroconversão onde a produção de IgG é 

aumentada e a afinidade pelo antígeno é maior, possibilitando melhor neutralização (ABBAS 

et. al., 2012).   

A produção do soro antiofídico ocorre através da imunização de mamíferos 

(geralmente cavalos) que são expostos à peçonha bruta (ou seja, a um pool de proteínas) 

produzindo imunoglobulinas, através do sistema imune adaptativo, as quais são aplicadas 

para uso comercial (WHO, 2010). Os soros antiofídicos, podem apresentar uma composição 

monovalente, que é a produção de IgGs com apenas a utilização da peçonha de uma espécie, 

ou polivalente com a utilização de peçonhas de várias espécies (ISBISTER et. al., 2010; 

CAMPLESI et. al., 2017). 

O soro antiofídico obtido pela imunização de animais de grande porte como equinos é 

o método mais utilizado no tratamento do acidente ofídico. Neste procedimento, os animais 

por serem expostos a peçonha bruta, há o contato tanto com toxinas como com componentes 

proteicos não tóxicos, havendo a produção de anticorpos sem função neutralizante que 

estarão presentes no soro interferindo com a qualidade e potencial de neutralização da 
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peçonha (GUIDOLIN et. al., 2013). Assim há a injeção de grande quantidade de IgGs 

(relevantes ou não relevantes) nos pacientes (SEGURA et. al., 2013). 

A interação dos anticorpos com os componentes (sejam estes da peçonha ou não) 

formam imunocomplexos solúveis que se depositam nos capilares de menor calibre e são 

capazes de ativar o sistema complemento, provocando uma reação inflamatória local 

exacerbada que provoca uma lesão tecidual e gera, assim, uma reação de hipersensibilidade 

chamada Doença do Soro, limitando o uso de IgGs de mamíferos na soroterapia (NAGAO-

DIAS et. al., 2004; BARREIRA & GOMES, 2013). Devido a esse efeito as pessoas podem 

usar o soro poucas vezes, dessa forma é crescente o interesse científico na busca de novas 

alternativas para o tratamento do envenenamento ofídico (AGUILAR et. al., 2014; 

CARDOSO et. al., 2018). 

A disponibilidade de soros antiofídicos com base em sistemas de mamíferos também 

encontra limitações quanto a produção em larga escala (GUTIÉRREZ et. al., 2013), além dos 

custos altos de produção devido a manutenção dos animais (SCHADE et. al., 2005; DIAS 

DA SILVA & TAMBOURGI, 2010) e preocupação com o bem estar animal, induzindo, 

assim, a busca por novas técnicas que visam melhorar a produção dos soros e diminuir os 

custos (DA ROCHA et. al. 2017).  

Kemplerer em 1893 descreveu a presença de proteínas neutralizantes na gema do ovo 

de galinhas previamente imunizadas e desde então novos conhecimentos vem surgindo no 

entendimento das funções biológicas das imunoglobulinas presentes em aves denominadas de 

IgY (ERHARD et. al., 2001). Assim, os ovos de galinhas imunizadas podem ser importantes 

reservatórios de anticorpos policlonais que reconhecem uma série de antígenos diferentes, 

possuindo várias aplicações terapêuticas (ALMEIDA et. al., 2008; XU et. al., 2011; JUNIOR 

et. al., 2012; TEIMOORI et. al., 2016).  

O uso de galinhas para a produção de anticorpos apresenta vantagens em relação ao 

sistema de mamíferos quanto as seguintes características: o rendimento de anticorpos para a 

purificação é maior em galinhas do que no sistema de produção de IgG em mamíferos 

(SHENG et. al., 2015); não interagem com receptores para fragmento Fc e nem com 

proteínas do sistema complemento de mamíferos devido a diferenças estruturais na porção Fc 

(Fig. 7) (SCHADE et. al., 2005); não se ligam a proteína A de Staphylococcus aureus e 

proteína G de Streptococcus ssp. evitando a ocorrência de falso-positivo em imunoensaios 

(ERHARD et. al., 2001; KARLSSON, KOLLBERG, LARSSON, 2004). 
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Figura 7: Diferença entre as porções Fc dos anticorpos IgG (a qual apresenta duas cadeias pesadas e uma região 

flexível) e IgY (a qual apresenta três cadeias pesadas e nenhuma região flexível). (Fonte: MUELLER et. al., 

2015) 

 

Recentemente BORGES (2018) e colaboradores utilizaram a PLA2 BnSP-7 isolada da 

peçonha de B. pauloensis como antígeno para a produção de anticorpos policlonais anti-

BnSP-7. Os anticorpos IgY anti-BnSP-7 foram capazes de reconhecer a proteína nativa, bem 

como outras toxinas (PLA2Lys49 e Asp49) isoladas de peçonhas de diferentes espécies de 

serpentes, mostrando um grande potencial de neutralização de PLA2s presentes em diferentes 

peçonhas ofídicas. Adicionalmente, neste mesmo trabalho foi demonstrado que os anticorpos 

IgY anti-BnSP-7 apresentaram efeitos antiparasitários sobre formas taquizoitas de 

Toxoplasma gonddi e promastigotas de Leishmania L. amazonensis. De acordo com esses 

resultados prévios demonstrados por BORGES e colaboradores (2018) torna-se relevante 

avaliar a capacidade de reconhecimento dos anticorpos IgY anti-BnSP-7 sobre diferentes 

peçonhas ofídicas e toxinas isoladas, a fim de validar sua utilização como uma estratégia 

auxiliar na soroterapia de envenenamentos botrópicos. Estudos utilizando anticorpos anti-

PLA2s são importantes para se entender melhor a estrutura dessa classe de proteínas não 

somente presentes em peçonhas ofídicas, mas também em outros organismos vivos, 

permitindo o surgimento de novas pesquisas que visam o entendimento de patologias cujas 

PLA2s estejam envolvidas. 
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2.1. Objetivo geral 

 

➢ O objetivo geral do presente estudo foi demonstrar a reatividade cruzada de 

anticorpos policlonais (IgY) anti-BnSP-7 sobre diferentes peçonhas ofídicas e toxinas 

isoladas, bem como realizar uma predição in silico de epítopos de células B presentes 

na estrutura da PLA2-Lys49 BnSP-7. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

➢ Avaliar o perfil eletroforético de diferentes peçonhas botrópicas (B. atrox, B. diporus, 

B. marajoensis, B. alternatus, B. moojeni, B. jararaca, B. jararacussu, B. pauloensis, 

B. brazili) e crotálicas (Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus cascavella), 

por meio de SDS-PAGE em condições redutoras. 

 

➢ Avaliar a reatividade cruzada por meio de ELISA entre os anticorpos policlonais IgY 

anti-BnSP-7 com as peçonhas de B. pauloensis, B. moojeni, B. jararacussu, B. 

marajoensis, B. diporus, B. alternatus, B. jararaca, B. brazili. 

 

➢ Avaliar a reatividade cruzada por meio de ELISA entre os anticorpos policlonais IgY 

anti-BnSP-7 com as PLA2s isoladas das peçonhas de B. pauloensis (BnSP-6 e BnSP-

7), B. jararacussu (BThTX-I e BThTX-II) e B. moojeni (MjTX-II). 

 

➢ Realizar alinhamentos globais, através da plataforma online Emboss Needle, entre as 

estruturas primárias da PLA2BnSP-7 e PLA2s Lys49 e Asp49 depositadas nos bancos 

de dados de proteínas (NCBI e UniProt) para a aquisição do percentual de identidades 

e similaridade.  

 

➢ Determinar os domínios conservados entre as estruturas primárias da PLA2 BnSP-7 e 

BnSP-6, BThTX-I e MjTX-II por meio de alinhamento múltiplo através do programa 

MEGA, ferramenta ClustaW. 

 

➢ Realizar análises de predição in silico de epítopos de células B presentes na estrutura 

da PLA2-Lys49 BnSP-7 utilizando as plataformas IEDB, Bcepred e Bepipred. 
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➢ Realizar a sobreposição das estruturas tridimensionais das PLA2s BThTX-I, BThTX-

II com a BnSP-7 para se obter os valores de RMSD e TMscore que possam indicar a 

semelhança estrutural quanto ao enovelamento entre essas toxinas utilizando o 

servidor online do Raptor X Structure Alignment. 
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3.0 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Obtenção das peçonhas 

 

 As peçonhas de B. diporus, B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu e B. pauloensis 

foram obtidas a partir de espécimes mantidas no Serpentário CETA- Centro de Extração de 

Toxinas Animais Ltda - CNPJ: 08.972.260/0001-30, estabelecido na estrada municipal Couto 

e Silvas - Sítio São Jorge Silvas - Morungaba, SP - CEP: 13260-000. Este serpentário possui 

comprovante de registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis (cadastro: 2087163).  As peçonhas de B. atrox, B. brazili, B. marajoensis, 

Crotalus durissus terrificus e Crotalus durissus cascavella foram doadas pelo Dr. Andreimar 

Martins Soares do Centro de Estudos de Biomoléculas Aplicadas à Saúde (CEBio) Fundação 

Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rondônia, Porto Velho-RO, Brasil. 

As toxinas BnSP-6, BnSP-7, BThTX-I, BThTX-II, MjTX-I e MjTX-II foram obtidas 

a partir do banco de Peçonhas e Toxinas Ofídicas do Laboratório de Bioquímica e Toxinas 

Animais do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlândia 

 

3.2. Obtenção do anticorpo IgY anti-BnSP-7 

 

Os anticorpos policlonais IgY anti-BnSP-7 foram obtidos do banco de Peçonhas e 

Toxinas Ofídicas do Laboratório de Bioquímica e Toxinas Animais do Instituto de 

Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlândia. Estes foram produzidos em galinhas 

Gallus gallus domesticus, purificados a partir de colunas de afinidade HiTrapIgYHP e 

armazenados a -20o C de acordo com BORGES et. al., 2018. 

 

3.3. Dosagem das proteínas 

 

A determinação da concentração de proteínas foi realizada conforme o método 

descrito por Bradford (1976), com modificações. Amostras contendo 1µL de peçonhas, 

anticorpos ou toxinas e 49µL de água Milli Q foram adicionadas a 150μL do reagente de 

Bradford (100 mg de Comassie Blue G, 50 mL de etanol 95%, 100 mL de ácido fosfórico 

85% e água deionizada suficiente para completar 1L de solução), após 10 min as amostras 

foram lidas a absorbância 595nm. A curva padrão de soroalbumina bovina (2mg/mL) foi 

construída para análise de regressão linear dos dados. Desse modo, a concentração das 
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proteínas (μg/μL) foi determinada a partir de cálculos de regressão linear baseados nos 

valores obtidos na curva padrão. 

 

3.4. Eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

As eletroforeses em géis de poliacrilamida foram realizadas com as amostras sob 

condições redutoras de acordo com o método de Laemmli (1970). O sistema de SDS-PAGE 

descontínuo consistiu em gel de empilhamento a 3% (contendo Tris-HCl 0,5M pH 6,8 e SDS 

a 10%) e gel de separação a 12,5% (contendo Tris-HCl 2,0M pH 8,8 e SDS 10%) mantendo a 

relação de Bis: Acrilamida 0,8:30 (v/v). Todos os géis foram preparados num sistema de 

eletroforese Hoefer SE 260 Mighty Small II Mini-Vertical.  

As amostras contendo as peçonhas ou toxinas (20 μg) foram dissolvidas em tampão 

Tris-HCl 0,0625M pH 6,8; Glicerol a 10% (v/v); β-mercaptoetanol 5% (v/v); 2% de SDS 

(m/v) e 0,001% de azul de bromofenol (m/v) e aquecidas a 100°C por 5 minutos em banho-

maria seco e aplicadas ao gel de eletroforese. O tampão de corrida consistia de Tris-HCl 

0,025M, SDS 0,1%, pH 8,3. A eletroforese foi realizada em corrente de 12 mA (para um gel) 

até o indicador azul de bromofenol alcançar o final do gel. Após a corrida os géis foram 

corados em uma solução de Coomassie Blue - R250 0,1% em água, ácido acético 10% (v/v) e 

metanol 50% (v/v) e descorado em solução de ácido acético a 7% (v/v) e etanol 30% (v/v) 

para posterior análise. O padrão de massa molecular utilizado foi da GE Healthcare, que 

apresenta as seguintes proteínas Fosforilase B (97kDa), Albumina (66 kDa), Ovalbumina (45 

kDa), Anidrase Carbônica (30kDa), Inibidor de tripsina (20,1 kDa) e α-Lactalbumina (14,4 

kDa). 

 

3.5. Ensaio de reatividade cruzada por ELISA 

 

O ensaio de ELISA foi realizado em triplicata, utilizando as amostras (10μg/mL) das 

seguintes peçonhas brutas (B. diporus, B. marajoensis, B. alternatus, B. moojeni, B. jararaca, 

B. jararacussu, B. pauloensis, B. brazili) e toxinas (BnSP-6, MjTX-II, BThTX-I, BThTX-II, 

BnSP-7) ressuspendidas em água, as quais foram diluídas em tampão bicarbonato (0.06mM 

em pH 9,6), sendo essa solução utilizada para a sensibilização de uma placa de 96 poços 

overnight a 4ºC. Após a sensibilização, a placa foi lavada em PBS-Tween 0,05% (PBS-T) 

três vezes e em seguida bloqueada com leite em pó desnatado a 3% solubilizado em PBS-T 

(PBS-T-LP) por 1 hora a 37º C. Após o bloqueio, os poços foram lavados como descrito 
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anteriormente para a remoção da solução de bloqueio retirando excesso de leite e 

posteriormente foi adicionado o anticorpo IgY anti- BnSP-7 (2 μg/mL)  em PBS-T-LP a 3%, 

sendo a placa posteriormente incubada por mais 1 h a 37º C. A placa foi lavada novamente 

após esse período com PBS-T e adicionado o anticorpo secundário anti-IgY conjugado com a 

enzima peroxidase diluído em PBS-T-LP 1:10000 sendo incubado por mais 1 h a 37º C. A 

última lavagem foi realizada e a solução cromogênica ortofenileno-diamina (OPD) diluída 

em tampão de substrato (1g/mL) foi adicionada para a revelação da reação após 20 minutos, 

sendo essa reação interrompida com H2SO4 a 0,1M e a leitura da placa realizada com um 

leitor de microplacas na absorbância a 495nm. O índice ELISA (IE) foi determinado de 

acordo com a seguinte equação: OD/cut-off do controle negativo mais três desvios padrão. 

Para estabelecer o valor de cut-off, foram utilizadas a OD do grupo controle (galinhas 

imunizadas com PBS). Valores de IE acima de 1.2 foram considerados positivos. 

 

3.6. Seleção de epítopos de células B e sobreposição de estruturas 3D 

 

O Emboss Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle) é uma 

plataforma online que permite a realização de alinhamentos globais entre cadeias lineares de 

aminoácidos e nucleotídeos permitindo assim que a obtenção do percentual de identidade e 

similaridade entre essas sequências.  O programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis 

(MEGA versão 5) foi utilizado para o alinhamento múltiplo entre a BnSP-7 e as miotoxinas 

BnSP-6, BThTX-I e MjTX-II, através da ferramenta ClustalW. 

Para a seleção de possíveis epítopos de célula B foram utilizadas as seguintes 

plataformas online IEDB (https://www.iedb.org/), Bcepred (crdd.osdd.net/raghava/bcepred/) 

e Bepipred (www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/). Através de uma plataforma online de 

alinhamento múltiplo chamado Raptor X Structure Alignment Server 

(http://raptorx.uchicago.edu/DeepAlign/submit/) foi realizada uma sobreposição e 

alinhamento das estruturas 3D. As imagens tridimensionais apresentadas foram visualizadas e 

modificadas através do programa UCSF Chimera. 

 

3.7. Análise estatística 

 

A análise estatística foi calculada pela média dos valores das triplicatas da densidade 

óptica (DO) e dos valores de IE. Foi aplicado sobre os grupos um teste de normalidade, a 
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partir dele, foram avaliados estatisticamente de forma não paramétrica através do teste One 

way ANOVA. Para toda analise foi fixado o nível de significância de 0,5% (p< 0,05). 
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4.1. Análise do perfil eletroforético das peçonhas botrópicas e crotálicas por 

SDS - PAGE em condições redutoras 

 

As peçonhas de serpentes são constituídas por uma mistura complexa de componentes 

orgânicos e inorgânicos. Dentre os compostos orgânicos as proteínas são a grande maioria, 

com moléculas que possuem massas moleculares variando de 14 a 100 kDa, as quais 

pertencem a diferentes famílias de toxinas como as PLA2s que apresentam uma variedade de 

isoformas (CARDOSO et. al., 2010; TASOULIS E ISBISTER, 2017; KOHLHOF et. al., 

2012; MELANI et. al., 2015). 

A figura 8 apresenta o perfil eletroforético em SDS-PAGE em condições redutoras de 

diferentes peçonhas (B. moojeni; B. jararaca; B. jararacussu; C.d. cascavela; C.d. terrificus; 

B. atrox; B. diporus; B. alternatus; B. pauloensis; B. brazili; B. marajoensis). Estas peçonhas 

apresentam-se bastante heterogêneas devido a grande presença de proteínas de diferentes 

massas moleculares. Destaca-se também a presença de bandas protéicas na faixa de 14,4 a 

20,1 kDa. A tabela 2 demonstra as massas moleculares de PLA2s isoladas das peçonhas de B. 

moojeni; B. jararaca; B. jararacussu; C.d. cascavela; C.d. terrificus; B. atrox; B. diporus; B. 

alternatus; B. pauloensis;  B. brazili; B. marajoensis. Como pode ser observado, as diferentes 

PLA2s apresentam massas moleculares semelhantes variando de 14 a 17 kDa corroborando 

com o perfil eletroforético apresentado na figura 8. 
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Figura 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) SDS-PAGE de 20μg das peçonhas botrópicas e 

crotálicas em condições redutoras na presença de β-mercaptoetanol.  Tempo de corrida 100 min. a 12mA. O gel 

foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2% em água, ácido acético 10% (v/v) e metanol 50% (v/v) e 

descorado em solução de ácido acético a 7% (v/v) e etanol 30% (v/v). Destacado em vermelho a banda das 

PLA2.(B.moo - B. moojeni; B.jara - B. jararaca; B.jussu - B. jararacussu; C.d.t. Am - Crotalus durissus 

terrificus do tipo amarela; C.d.t. Br - Crotalus durissus terrificus do tipo branca; C.d.cas – Crotalus durissus 

cascavela; B.atrox - B. atrox; B.dipo. - B. diporus; B.alt. - B. alternatus; B.paul - B. pauloensis.; B.braz.- B. 

brazilis; B.maraj - B. marajoensis). PM - Padrão de peso molecular (Fosforilase B - 97 kDa; Albumina - 66 

kDa; Ovoalbumina - 45 kDa; Anidrase Carbônica- 30 kD; Inibidor de tripsina - 20,1 kDa; α-lactoalbumina - 

14,4 kDa) 

 

 

       Tabela 2: Massas moleculares de PLA2 presentes nas espécies dos gêneros Bothrops e Crotalus. 

Espécie Massa molecular (kDa) Referência 

B. moojeni 17 AMORIM et.al., 2018 

B. jararaca 14 GONÇALVES-MACHADO et. al.,2016 

B. jararacussu 14 CORREA, 2007 

B. alternatus 14-15 ÖHLER et. al., 2010 

B. diporus 14 GAY et. al., 2016 

B.atrox 15-17 KOHLHOFF et. al., 2012 

B. pauloensis 14 LIMA, 2013 

C. d. terrificus 14 CAMPOS, 2006 

C. d. cascavela 15 BEGHINI, 2001 

B. marajoensis 14 PONCE-SOTO et. al., 2010 

B. brazili 14 SOBRINHO, 2014 
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4.2. Análise da reatividade cruzada (ELISA) 

 

A capacidade dos anticorpos IgY anti-BnSP-7 reconhecerem componentes protéicos 

presentes em diferentes peçonhas foi avaliada pelo teste de ELISA. A reatividade cruzada do 

anticorpo anti-BnSP-7 foi maior em ordem decrescente para as peçonhas de B. pauloensis, B. 

moojeni, B. jararacussu e B. marajoensis, as quais apresentaram os respectivos Índices 

ELISA (IE) 17,6; 16,8; 15,7; 12,5 (Fig.9). 

A espécie B. pauloensis apresentou o maior valor de IE (Fig.9), isto provavelmente se 

deve ao reconhecimento do próprio antígeno específico (PLA2 BnSP-7) presente nesta 

peçonha, além da presença de isoformas (como a BnSP-6) que possuem alta homologia 

estrutural com a BnSP-7 e foram isoladas da mesma peçonha (RODRIGUES et. al. 1998). 

RODRIGUES e colaboradores (2012) demonstraram por análise protêomica da peçonha e do 

transcriptoma da glândula da serpente B. pauloensis, que a família das PLA2s corresponde a 

segunda maior classe de toxinas (26 - 32%) predominante no repertório protéico da peçonha 

desta espécie, sendo que deste percentual 16,4% correspondem as PLA2s Lys49 e 15,9% são 

PLA2s Asp49.  

De acordo com estudos proteômicos a espécie B. jararacussu também é enriquecida 

em PLA2s apresentando de 25,7% a 35% de todo o conteúdo total de toxinas da peçonha, 

sendo a grande maioria toxinas básicas e homólogas a BnSP-7, como a BThTX-I e II 

(KASHIMA et. al., 2004; SOUSA et. al., 2013). Recentemente foram publicados os 

primeiros estudos que apresentaram a venômica da peçonha de B.moojeni demonstrando um 

conteúdo de fosfolipasesde 17,1%, sendo que já foram isoladas duas PLA2 básicas e 

cataliticamente inativas homólogas a BnSP-7 o que explicaria o alto IE (AMORIM et. al., 

2018) 

Os anticorpos anti-BnSP-7 também foram capazes de reconhecer a peçonha de B. 

marajoensis sugerindo que essa peçonha expressa uma quantidade maior de PLA2s 

homólogas à BnSP-7 ou que as PLA2s presentes nesta peçonha possuem uma maior 

identidade estrutural com a BnSP-7. GRABNER e colaboradores (2017) caracterizaram uma 

fosfolipase A2 (BmajPLA2-II) básica dessa peçonha com potencial antiparasitário, cuja 

similaridade da sequência parcial de seus aminoácidos é de 90% com a BnSP-7. 

As peçonhas de B. jararaca, B. diporus e B. brazili apresentaram valores de IE 

menores em relação às peçonhas supracitadas e a peçonha de B. alternatus não foi 

reconhecida pelos anticorpos IgY anti-BnSP-7. A peçonha de B. jararaca apresenta uma 

variação do conteúdo de PLA2, devido a uma variação geográfica promovida pelos diferentes 
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habitats desses animais nas regiões sudeste e sul do país. Assim os indivíduos que habitam a 

região sudeste apresentam um conteúdo fosfolipásico de 3,7% o qual é majoritariamente 

composto por PLA2 ácidas, enquanto os animais que habitam na região sul apresentam 20,2% 

de conteúdo de PLA2, as quais apresentam mais PLA2s básicas semelhantes a BThTX-I 

(GONÇALVES-MACHADO et. al., 2016). A peçonha de B. diporus apresenta um conteúdo 

fosfolipásico de 24,1% do total de toxinas, sendo que mais de 15 % representam as enzimas 

cataliticamente ativas como as PLA2s Asp49. As isoformasácidas, sPLA2-I e sPLA2-II, 

representam 3,3% do proteoma total do veneno (GAY et. al., 2016).  

A peçonha de B. brazili apresentou baixo reconhecimento pelo anticorpo, mesmo ela 

contendo duas PLA2s básicas (MTX-II e BbTX-II) cataliticamente inativas bastante 

semelhantes com a BnSP-7. Há estudos recentes que caracterizaram PLA2s ácidas nessa 

peçonha (SOBRINHO, 2014), sendo assim, caso elas estejam em maior quantidade 

dificultaria o reconhecimento do anticorpo para as Lys49. Estudos proteômicos com as 

peçonha de B. alternatus revelaram que as PLA2s representam apenas 5 a 7%, sendo a 

fosfolipase ácida e cataliticamente ativa, Ba SpII RP4, a enzima mais expressa dessa classe 

nessa peçonha (ÖHLER et. al., 2010; CARDOSO et. al., 2010).  

 

 

 

Figura 9: Reatividade cruzada do anticorpo Anti-BnSP-7 (2µg/mL) por ensaio de ELISA contra diferentes 

peçonhas botrópicas(10µg/mL). Os resultados são apresentados com média e desvio padrão. (IE) índice ELISA. 

Valores de IE acima de 1.2 foram considerados positivos. * valores significativos p< 0,05 em relação ao 

controle B. pauloensis. 
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Os resultados de reatividade cruzada com as peçonhas brutas demonstraram que as 

peçonhas de B. pauloensis, B. moojeni e B. jararacussu podem conter PLA2s Lys49 com 

maior grau de homologia estrutural com a PLA2 BnSP-7. Assim, as toxinas isoladas BnSP-7, 

BnSP-6, BThTX-I, BThTX-II, MjTX-II foram utilizadas nos ensaios de reatividade cruzada 

(Fig.10) e para o alinhamento múltiplo que demonstra as regiões conservadas, a identidade e 

similaridade das estruturas primárias dessas proteínas (Fig. 11), com exceção da BThTX-II. 

Os anticorpos IgY anti-BnSP-7 foram efetivos em reconhecer as PLA2s BnSP-6, 

BThTX-I e BThTX-II isoladas  das peçonhas de B. pauloensis e B. jararacussu, 

respectivamente em relação ao controle positivo BnSP-7 (Fig.10). A PLA2MjTX-II de B. 

moojeni apresentou um menor IE. 

 

Figura 10: Reatividade cruzada do anticorpo Anti-BnSP-7 (2µg/mL)por ensaio de ELISA contra as PLA2s 

(10µg/mL) isoladas BnSP-7, BnSP-6, BThTX-I e BThTX-II e MjTX-II de B. pauloensis, B. jararacussu e B. 

moojeni, respectivamente. Os resultados são apresentados com média e desvio padrão. (IE) índice ELISA. 

Valores de IE acima de 1.2 foram considerados positivos. * valores significativos p< 0,05 em relação ao 

controle BnSP-7. 

 

As PLA2s básicas Lys49 BnSP-6, BThTX-I e MjTX-II apresentaram uma alta 

identidade e similaridade com a BnSP-7 (Fig. 11), corroborando com os dados de reatividade 

cruzada apresentados na figura 10. Entretanto as PLA2s Asp49 básicas ou ácidas possuem 

menor grau de identidade e similaridade com a BnSP-7 (Tabela 3) e menor reatividade 

cruzada (Fig.9). MELO e colaboradores (2017) descreveram que anticorpos policlonais anti-

BnSP-7 produzidos em camundongos apresentaram alta reatividade cruzada com as peçonhas 
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de B. pauloensis e B. moojeni, indicando a presença de PLA2s homólogas a BnSP-7 nestas 

peçonhas. Contudo, estes mesmos autores demonstraram que as peçonhas da B. diporus, B. 

jararaca e B. alternatus apresentaram baixo reconhecimento. Estes dados estão de acordo 

com os nossos resultados, que demonstraram que os anticorpos anti-BnSP-7 são mais 

eficazes em interagir com PLA2s Lys49, e dessa forma peçonhas enriquecidas nesta classe de 

PLA2s estão mais sujeitas a inibição por este anticorpo.  

 

 

Figura 11: Alinhamento múltiplo Clustal W das PLA2s Lys49 BnSP-7, BnSP-6, BThTX-I e MjTX-II. A figura 

apresenta o percentual de identidade e similaridade entre a BnSP-7 e as toxinas BnSP-6, BThTX-I e MjTX-II. 

As regiões conservadas estão em (*) e o resíduo lisina na posição 49 está destacado em vermelho. Em preto 

destacam-se resíduos de aminoácidos substituídos nas sequências. 

 

Tabela 3: Porcentagem da identidade e similaridade entre a BnSP-7 e PLA2s Asp 49 básicas e ácidas. 

Espécie Toxina Ident(%) Simil (%) Referências 

PLA2 Asp49 básicas 

B. jararacussu BThTX-II 59,80% 72,10% CORREA et. al., 2008 

B. moojeni BmTX-I 68,30% 76,40% CALGAROTTO et. al., 2008 

PLA2Asp49 ácidas 

B. alternatus BaSpII RP4 44,30% 67,20% ÖHLER et. al., 2010 

B. diporus sPLA2-I 45,90% 69,70% QUARTINO et. al., 2012 

B. diporus sPLA2-II 45,10% 70,50% QUARTINO et. al., 2012 

B. jararaca BJ-PLA2 43,50% 66,10% SERRANO et. al., 1999 
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4.3. Mapeamento de epítopos de célula B 

 

Estudos estruturais por cristalografia de raio-X e análises de bioinformática com a 

PLA2 BnSP-7 (DE LIMA et. al., 2017) demonstrou que o mecanismo de ação dessa toxina 

depende de duas regiões principais: (i) o domínio de ancoragem na membrana plasmática 

(K16K20K115R118 - MDoS) e (ii) o domínio de desestabilização da membrana (L121F125- 

MDiS). Os mesmos autores demonstraram que o impedimento do acesso das regiões MDoS e 

MDiS à membrana, bem como a indução de oligomerização da proteína e o bloqueio da 

entrada de moléculas no canal hidrofóbico podem levar a perda de atividade biológica dessa 

proteína (DE LIMA et. al., 2017). 

Para analisar as possíveis regiões imunogênicas da proteína BnSP-7 foram utilizadas 

plataformas online que mapearam possíveis epítopos de células B (Fig. 12). Pode-se observar 

que os epítopos selecionados apresentam aminoácidos presentes nos domínios MDoS e MDiS 

presentes na estrutura da BnSP-7. De acordo com o mecanismo de ação das PLA2s-Lys49 

proposto por FERNANDES et. al., (2013) e CARDOSO  et. al., (2018),  estas regiões uma 

vez bloqueadas por diferentes ligantes podem prejudicar a atividade biológica das PLA2s.  

 

Figura 12: Sequência de resíduos de aminoácidos da PLA2 Lys49 BnSP-7 demonstrando prováveis  epítopos de 

célula B selecionados (negrito e sublinhados). Foram utilizadas plataformas online IEDB, Bcepred e Bepipred 

que mapearam possíveis epítopos de células B. Em vermelho destaca-se o aminoácido Lys na posição 49, em 

rosa aminoácidos presentes na região MDoS (K16K20K115R118), em verde aminoácidos presentes na região MDiS 

(L121F125). 

 

As regiões MDoS (K16K20K115R118) e MDiS (L121F125) foram identificadas na estrutura 

terciária da BnSP-7 (fig. 13). A figura 13-A mostra os epítopos 11QETGKNPAKS21, 
114NKKYRYHLKPFCKKADPC133 que representam, respectivamente, o final da alfa hélice 

N-terminal e a “curta” hélice; e o loop C-terminal. Essas regiões em ambos os dímeros 

interagem para adquirir uma conformação alternativa, sendo o aminoácido Y119 essencial 

para criar essa ‘‘ponte’’ entre as subunidades da proteína (DOS SANTOS et. al., 2009). Estes 
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domínios são importantes para a atividade miotóxica das PLA2s Lys49 e estão acessíveis na 

superfície da proteína (fig. 13-B) (FERNANDES et. al., 2013). Assim os aminoácidos 

(Leu121Phe125) da região MDiS e (Lys16Lys20Lys115) da região MDoS (fig. 13-C) estarão 

alinhados na estrutura tridimensional do dímero alternativo para interagirem com a 

membrana e desestabilizá-la levando a morte celular (FERNANDES et. al., 2013). 

DE-SIMONE e colaboradores (2013) também identificaram as sequências Q11- K20 e 

K116- D130 como epítopos lineares de célula B para a toxina BThTX-I e calcularam o pI 

teórico dessas regiões determinando, respectivamente, 9,75 e 8,59. Ambos epítopos 

apresentam características básicas, sendo que este aspecto da região C-terminal de apresentar 

muitos aminoácidos com cargas positivas pode exercer influência na ligação de anticorpos 

nesse local. A região N-terminal por apresentar também esse caráter básico é importante para 

manter a miotoxicidade de muitas PLA2 por ser uma região extremamente conservada entre 

elas.  

Demais epítopos identificados na estrutura da BnSP-7 tais como 26GCNCGVLG33, 
53KKLTGCDPKKDRYS74 e 85GENNPCLKE93 estão localizados na região de ligação do 

Ca+2, no final da segunda alfa hélice e no início da terceira alfa hélice, respectivamente (fig. 

13-A). DE-SIMONE e colaboradores (2013) demonstraram que a região 27CNCG30 apresenta 

aminoácidos conservados tanto na estrutura das PLA2s Asp49 quanto em Lys49 que fazem 

parte do sitio de ligação do cálcio presente em ambas estruturas. A mutação do resíduo 

tirosina na posição 28 (Y28) nas Asp49 por uma asparagina (N28) é uma das modificações 

estruturais importantes que confere as Lys49 perda de atividade catalítica (FERNANDES 

et.al., 2013). Adicionalmente, as sequências 53KKLTGCDPKKDRYS74 e 85GENNPCLKE93 

estão presentes na superfície da BnSP-7 e provavelmente acessível ao anticorpo anti-BnSP 7 

(fig. 13-B).   

PRADO e colaboradores 2016 produziram domínios de ligação de antígeno de cadeia 

pesada derivada de camelídeos que interagiram com os seguintes aminoácidos da proteína 

BThTX-I: Arg34, Leu32, Tyr 52, Lys53, Lys 57, Leu 58, Gly60, Pro123, Lys129, Lys127, 

Cys133; sendo capazes de inibir o efeito miotóxico dessa enzima. A maioria destes resíduos 

de aminoácidos estão presentes nos epítopos (26GCNCGVLG33, 53KKLTGCDPKKDRYS74, 

114NKKYRYHLKPFCKKADPC133) da BnSP-7 (fig.12) sugerindo serem bons alvos para o 

reconhecimento dos anticorpos IgY anti-BnSP-7, como foi demonstrado nos ensaios de 

reatividade cruzada (fig. 10).  
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A      B 

 

C 

 

 

Figura 13: (A) Representação da estrutura tridimensional da BnSP-7para a localização dos epítopos na estrutura 

terciária e (B) Representação da superfície da proteína. Os epítopos estão marcados de acordo com as cores: 

11QETGKNPAKS21 – vermelho; 26GCNCGVLG33 – roxo; 53KKLTGCDPKKDRYS74 – laranja; 

85GENNPCLKE93 – azul escuro; e 114NKKYRYHLKPFCKKADPC133 – azul claro. (C) Regiões MDiS e MDoS 

com os seus respectivos aminoácidos, locais de possíveis reconhecimento para neutralização da atividade 

citotóxica. (Adaptada: PDB – 1PA0 e 5FVJ. UCSF Chimera, Pettersen, 2004). 
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4.4. Sobreposição de estruturas 3D 

 

O anticorpo IgY anti-BnSP-7 foi capaz de reconhecer outras toxinasPLA2 básicas 

além de seu antígeno. Assim, realizou-se a sobreposição das estruturas 3D entre o monômero 

da BnSP-7 com as toxinas BThTX-I e BThTX-II para se verificar o grau de semelhança 

tridimensional (fig. 14 e 15). O RMSD é o valor médio que define o desvio médio dos 

átomos usado para classificação e comparação de múltiplas estruturas na busca de proteínas 

semelhantes, sendo uma métrica de similaridade entre conformações moleculares,sendo que 

valores altos indicam maiores distâncias entre os átomos e, consequentemente, uma diferença 

estrutural entre as proteínas ou estruturas que são alvos de comparação (NEVEU et. al., 

2018). O TMscore é um parâmetro usado para avaliar a similaridade topológica de duas 

estruturas protéicas sem levar em consideração o tamanho das proteínas (XU & ZANG, 

2010). Esses dois parâmetros foram associados e utilizados no estudo para se analisar a 

semelhança tridimensional entre a BnSP-7 e as toxinas BThTX-I e BThTX-II. 

O valor obtido de RMSD e TMscore para a toxina BThTX-I é igual a 1,09 Ǻ e 0,959, 

respectivamente, indicando que o enovelamento dessa toxina é semelhante ao da BnSP-7 

(fig.14), corroborando o alto IE apresentado por essa na figura 9. PRADO e colaboradores 

(2016) usando a toxina BThTX-I como antígeno para a produção de domínios de ligação de 

antígeno de cadeia pesada derivada de camelídeos, demonstraram que esses  apresentaram 

alta reatividade cruzada com a peçonha de B. pauloensis, indicando  a presença de PLA2 

homólogas a BThTX-I nessa peçonha. A BThTX-II apesar de ser uma Asp49 apresentou 

RMSD e TMscore com os respectivos valores 1,56Ǻ e  0,897 (fig. 15), demonstrando que há 

uma correlação entre as estruturas tridimensionais dessa toxina com a BnSP-7 o que pode ser 

uma explicação para o reconhecimento do anticorpo (figura 9). DOS SANTOS e 

colaboradores (2011) realizando estudos estruturais, funcionais e de homologia entre as 

PLA2, demonstraram que há uma correlação filogenética entre a BThTX-II (entre outras 

Asp49-PLA2s miotóxicas) com as Lys49-PLA2s (dentre elas a BnSP-7) ao formarem um 

clado monofilético com essas enzimas. FERNANDES e colaboradores (2014) em um estudo 

de revisão demonstrou que tanto as Asp49 (entre elas a BThTX-II) como as Lys49 

apresentam as regiões de MDiS e MDoS, demonstrando que essas regiões de ação miotóxica 

das toxinas são conservadas nas espécies pertencentes a família Viperidae. Assim pode-se 

observar que há uma homologia seja pela sequência linear e/ou estrutural entre as PLA2 

dessas peçonhas ao haver uma boa reatividade cruzada entre as peçonhas das espécies de B. 

pauloensis e B. jararacussu. 
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RMSD TMscore 

1.09 0.959 

 

Figura 14: Sobreposição entre a estrutura 3D da BnSP-7 (PDB: 1PA0) e a principal PLA2s da peçonha de B. 

jararacussu, BThTX-I (PDB: 3HZD) representadas nas cores vermelha e amarela, respectivamente. (UCSF 

Chimera, Pettersen, 2004). 

 

RMSD TMscore 

1,56 0,897 

 
Figura 15: Sobreposição entre a estrutura 3D da BnSP-7 (PDB: 1PA0) e a segunda principal PLA2s da peçonha 

de B. jararacussu, BThTX-II (PDB: 2OQD) representadas nas cores vermelha e laranja, respectivamente. 

(UCSF Chimera, Pettersen, 2004). 
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A principal atividade biológica da BThTX-I é sua capacidade de desestabilizar 

membranas biológicas, principalmente de músculo esquelético, levando ao quadro de 

mionecrose. Isso estimulou estudos que buscassem moléculas capazes de neutralizar esses 

efeitos através de anticorpos. Interessantemente, alguns trabalhos demonstraram a capacidade 

de anticorpos anti-BThTX-I não só de neutralizar a atividade miotóxicade PLA2 Lys49 como 

também de Asp49, demonstrando que há semelhanças estruturais entres essas e, além disso, 

que a inibição de Asp49 afeta a atividade miotóxica das Lys49 (SOARES et. al., 2004; 

TAMAROZZI et. al., 2006). MORA-OBANDO e colaboradores (2014) demonstraram que há 

um sinergismo entre as fosfolipases Asp49 e as Lys49, sendo que a presença de uma 

quantidade pequena de fofosfolipases cataliticamente ativas potencializa a atividade 

miotóxica das PLA2-Lys49 ao facilitar o acesso dessas enzimas a substratos hidrofóbicos 

permitindo que haja uma mudança da conformação dimérica da proteína potencializando sua 

atividade biológica. BORGES e colaboradores (2018) obtiveram resultados semelhantes 

quanto ao reconhecimento do anticorpo IgY anti-BnSP-7 para as toxinas derivadas da 

peçonha de B. jararacussu, apresentando IE maior para as Lys49 (BnSP-6, BThTX-I) quando 

comparada a Asp49 (BThTX-II) e esses mesmos autores demonstraram que o anticorpo foi 

capaz de neutralizar a atividade miotóxica da BnSP-7. 

Portanto estudos que visam à produção de anticorpos anti-PLA2s capazes de 

reconhecer e neutralizar ambas Lys49 e Aps49 poderiam trazer vantagens não somente para o 

tratamento do envenenamento ofídico, mas também para gerar novos conhecimentos acerca 

da relação estrutura e função dessas proteínas demonstrando o quanto que é importante tanto 

a sequencia linear das proteínas quanto a conformação tridimensional para que o anticorpo 

seja capaz de reconhecer diferentes toxinas. 
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5.0 CONCLUSÃO 
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Neste trabalho foi possível verificar a reatividade cruzada de anticorpos policlonais 

IgY anti-BnSP-7 com diferentes peçonhas botrópicas. As peçonhas de B. pauloensis, B. 

moojenie B. jararacussu foram as mais reativas, apresentando valores maiores de IE. As 

PLA2s BnSP-6, BThTX-I, BThTx-II também apresentaram altos valores de IE demonstrando 

um alto grau de identidade e homologia com a PLA2 BnSP-7. A predição in silico de epítopos 

de células B identificou diferentes regiões imunogênicas na proteína como MDoS, MDiS e 

loop de ligação do íon Ca2+. Além disso, as sobreposições 3D demonstraram que a BnSP-7 

apresenta alto grau de homologia estrutural com as PLA2s da peçonha de B. jararacussu. 

Analisados em conjunto, os resultados de análise de reatividade cruzada, predição de epítopos 

presentes na BnSP-7 e a sobreposição 3D da estrutura dessa com outras toxinas de diferentes 

peçonhas ofídicas permitiram identificar a conservação da sequencia linear e/ou estrutural 

nessas proteínas que poderiam ser alvos para estudos de neutralização e também para a 

síntese de novos compostos farmacologicamente ativos. 
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