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RESUMO 

 

Os acidentes ofídicos constituem um relevante problema de saúde pública, a qual deve receber 

cuidados rápidos e eficientes. Em relação ao ofidismo, no Brasil, somente há poucos anos foi 

definida uma política abrangente que enfocasse as múltiplas questões relacionadas aos acidentes 

humanos provocados por animais peçonhentos. Os venenos de serpentes apresentam uma mistura 

de compostos inorgânicos (íons metálicos) e orgânicos, sendo ricos em moléculas biologicamente 

ativas. Dentre essas moléculas, peptídeos, proteínas e compostos de baixa massa molecular são 

frequentemente estudados por apresentarem grande potencial terapêutico. Essas moléculas, se 

bem conhecidas, podem ser utilizadas na investigação de mecanismo moleculares e celulares. Além 

disso, estabelecem interessantes modelos moleculares para o desenvolvimento de estratégias 

biotecnológicas aplicáveis na criação de ferramentas experimentais e/ou agentes terapêuticos para 

a pesquisa básica e aplicada. Diante disso, a elucidação dos peptídeos hipotensores presentes no 

veneno crotálico da subespécie Crotalus durissus terrificus é o objetivo do presente trabalho. Este 

estudo poderá promover a identificação de outras moléculas hipotensoras podendo conter princípios 

ativos mais eficientes para o tratamento de quadros clínicos de hipertensão, doença esta que 

acomete milhares de pessoas no mundo todo. No presente trabalho, a porção peptídica do veneno 

da serpente C.d.t., apresentou rendimento médio de 12,8% em relação ao veneno bruto, sob 

condições de precipitação das proteínas totais na presença de ácido trifluoracético à 0,1% (v/v) e, 

quando submetida à estratégia de purificação por cromatografia líquida de fase reversa, 13 frações 

foram separadas. Por meio de ensaios de contratilidade de tecido isolado in vitro de músculo liso 

(artéria mesentérica), evidenciou-se que a fração I e a fração V apresentaram efeitos hipotensor e 

hipertensor, respectivamente. A fração I foi identificada com a sequência QHILIYVGVHD e massa 

molecular 1274,67 Da. Atualmente, esta molécula hipotensora identificada no presente trabalho foi 

submetida à síntese peptídica para posteriormente, avaliar-se este peptídeo hipotensor na sua 

forma sintética, seu efeito hipotensor por meio do ensaio de contratilidade de tecido isolado in vitro 

de músculo liso em relação ao fármaco Captopril. 

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus, veneno de serpente, peptídeos hipotensores. 
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ABSTRACT 

The snakebites are an important public health problem, which must receive quick and 

efficient care. Regarding the ophidism, in Brazil, only a few years ago a comprehensive 

policy was defined that emphasized multiple issues related to human accidents caused 

by venomous animals. The snake venoms present a mixture of inorganic and organic 

compounds, being rich in biologically active molecules. Among these molecules, 

peptides, proteins and low molecular weight compounds are often studied by their 

ability therapeutic. Those molecules, when well known, may be used in the 

investigation of cellular and molecular mechanism. In addition, it provides interesting 

molecular models for the development of biotechnological strategies applicable in the 

creation of experimental tools and / or therapeutic agents for basic and applied 

research. Therefore, the elucidation of hypotensive peptides present in the venom of 

Crotalus durissus terrificus subspecies is the aim of this study, once this study may 

promote the identification of other hypotensive molecules may contain more effective 

active ingredients for the treatment of clinical conditions hypertension, this disease 

affecting millions of people in the world. In this study, the peptide portion of the venom 

of the snake Cdt, performed with an average yield of 12.8% compared to the venom 

under total protein precipitation conditions in the presence of trifluoro acetic acid to 

0.1% (v / v) and, when subjected to purification strategy for reversed-phase liquid 

chromatography, 13 fractions were separated. Using isolated tissue contractility in vitro 

smooth muscle (mesenteric artery), was evidenced that the fraction I and fraction V 

showed hypotensive and hypertensive effects, respectively. Fraction I was identified 

with the QHILIYVGVHD sequence and molecular mass 1274.67 Da. Currently, this 

hypotensive molecule identified in this study was submitted to the peptide synthesis to 

subsequently evaluate this hypotensive peptide in its synthetic form, its hypotensive 

effect through tissue contractility assay isolated in vitro smooth muscle compared to 

Captopril medicine. 

Key words: Crotalus durissus terrificus, snake venom, hypotension peptides 
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LISTA DE ABREVIATURAS E ACRÔNOMOS 

PLA = Fosfolipase 

PPBs = Peptídeos Potenciadores de Bradicinina 

CRISPs = Proteínas secretadas ricas em cisteínas 

svVEGF = Snake Venom Vascular Endothelium Growth 

svNGF = Snake Venom Nerve Growth Factor 

Cdt = Crotalus durissus terrificus 

NGFs = Fator de crescimento de nervos 

α = Alfa 

MTx1/MTx2/MTx3/MTx7 = Neurotoxinas muscarínicas 

m1/m2 = Receptores muscarínicos 

Ca2+ = Cálcio 

DNP = Peptídeo natriurético dendroaspis 

ANP-A = Receptores 

GNP = guanosina monofosfato cíclico 

BNP = Peptídeo natriurético cerebral 

CNP = Peptídeo natriurético tipo C 

ANP = Peptídeo natriurético natural 

BJ = Bothrops jararaca 

pHpG = Peptídeo natriurético tipo C rico em histidina e glicina 

ECA = Enzima Conversora de Angiotensina 

SRAA = Sistema renina angiotensina-aldosterona 

ADH = Hormônio antidiurético 

B. asper = Bothrops asper 

B.atrox = Bothrops atrox 

NCBI = National Center for Biotechnology Information 

UniProtKB = Universal Protein Resource Knowledgebase  

HPLC = Cromatografia líquida de alta resolução 
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F-moc = Síntese peptídica em fase sólida 

HOBt = hydroxibenzotriazol 

PyBOP = benzotriazol-1il-oxitripirrolidinofosfonium hexafluorofosfato 

SDS-PAGE = eletroforese em gel de poliacrilamida 

RP-HPLC = Cromatografia líquida de fase reversa 

LC-MS/MS-IT-TOF = Espectrometria de massas 

kg = kilograma 

mg = miligrama 

CO2 = gás carbônico 

TFA = Ácido trifluoroacético 

Rpm = rotações por minuto 

rcf (rotate centrifugal force) = rotação com relação entre a força g 

mL = mililitro 

ACN = Acetonitrila 

nm = nanometro 

µL = micrograma 

µL = microlitro 

mM = milimolar 

BSC = benzenosulfonila 

µM = micromolar 

Phe = fenilefrina 

Ach = acetilcolina 

m/z = relação massa/carga 
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ABREVIATURAS DE AMINOÁCIDOS 

 

AMINOÁCIDOS 

Código de 

3 LETRAS 

Código de 

1 LETRA 

 

ALANINA                        

ASPARGINA 

ÁCIDO ASPÁRTICO 

ARGININA 

CISTEÍNA  

FENILALANINA 

GLICINA 

GLUTAMINA 

ÁCIDO GLUTÂMICO 

HISTIDINA 

ISOLEUCINA 

LEUCINA 

LISINA 

METIONINA 

PROLINA 

SERINA 

TIROSINA 

TREONINA 

TRIPTOFANO 

VALINA 

 

Ala 

Asn 

Asp 

Arg 

Cys 

Phe 

Gly 

Gln 

Glu 

His 

Ile 

Leu 

Lys 

Met 

Pro 

Ser 

Tyr 

Thr 

Trp 

Val 

 

A 

N 

D 

R 

C 

F 

G 

Q 

E 

H 

I 

L 

K 

M 

P 

S 

Y 

T 

W 

V 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Envenenamento por serpentes: uma problemática de saúde pública 

O envenenamento por serpentes é um problema de saúde pública, que 

acomete muitos países da América do Sul e Central, Ásia, África e uma parte da 

Europa, principalmente o Sudeste e a área Central do continente. Há uma estimativa 

de que no mundo ocorram mais de quinhentos mil casos de envenenamentos por 

serpentes e cerca de cento e trinta mil óbitos por ano1.  

Muitos destes óbitos ocorrem pela falta de antiveneno específico, pelo retardo 

em sua administração ou pelo uso incorreto. O Brasil possui uma estrutura 

desenvolvida na distribuição de antivenenos, no entanto, a grande maioria dos 

profissionais de saúde desconhecem os aspectos biológicos, clínicos e 

epidemiológicos envolvidos na gravidade dos envenenamentos2.  

O quadro clínico em geral de um envenenamento por serpente é caracterizado 

por inchaço, bolhas, hemorragia e necrose do músculo esquelético. Esses efeitos 

locais se desenvolvem rapidamente após a picada e o atraso no acesso ao serviço de 

saúde, o qual resulta em danos teciduais graves e invalidez permanente3. 

As espécies mais importantes, em relação à saúde pública, são do gênero 

Bothrops e Crotalus. Diante disso, as manifestações clínicas advindas de acidentes 

crotálicos podem ser divididas em cinco subtipos:  

* Manifestações locais: não há dor. Quando essa existe, é de pequena intensidade. 

Geralmente não ocorre reação local, apesar de que um pequeno edema possa estar 

presente4. 

* Manifestações sistêmicas: mal-estar, náuseas, vômitos, sudorese, prostração, 

sonolência ou inquietação e secura da boca5. 

* Neurológicas: causadas pela ação neurotóxica do veneno, caracterizada pela fácies 

miastênica (fácies neurotóxica de Rosenfeld) com ptose palpebral uni ou bilateral, 
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midríase, oftalmoplegia, flacidez da musculatura da face, podendo ainda haver diplopia 

e/ou visão turva6; 7; 8. 

* Musculares: Há intensa mialgia, podendo ser acompanhada de discreto edema 

muscular. A lesão das fibras musculares esqueléticas (rabdmiólise) causa liberação de 

mioglobina que é excretada pela urina (mioglobinúria), evidenciada por alterações na 

sua cor9; 10; 11; 12. 

* Hematológicas: Pode ocorrer aumento no tempo de coagulação ou incoagulabilidade 

sangüínea13; 14. Manifestações clínicas pouco frequentes: paralisia de grupos 

musculares, insuficiência respiratória aguda, muito embora não se constituam 

comumente o quadro clínico do paciente vítima de ofidismo crotálico. Provavelmente 

tais fenômenos são decorrentes da ação miotóxica e/ou neurotóxica do veneno15. 

Ao longo da evolução, as serpentes peçonhentas se especializaram na 

produção de uma série de toxinas, e dessa forma, na desorganização dos níveis 

fisiológicos de hormônios, e perturbação da atividade das enzimas, receptores, ou 

canais de íons, além de prejudicarem os sistemas cardiovascular e nervoso de suas 

vítimas. Devido ao seu alto grau de especificidade, as toxinas do veneno de serpentes 

têm sido cada vez mais utilizadas como ferramentas farmacológicas e como protótipos 

para o desenvolvimento de drogas16. 

 

1.2. Venenos de serpentes 

Os venenos para as serpentes têm importante papel fisiológico: inicia e auxilia 

a digestão de presas, constitui um mecanismo de defesa contra 

predadores/agressores e, é o fator responsável pelo domínio das presas17; 18; 19. Assim, 

os venenos contêm componentes que agem de modo simultâneo, destinados a afetar 

processos vitais, atuando no sistema nervoso, cardiovascular, locomotor, afetando a 

coagulação do sangue, e a permeabilidade de membranas20. As células secretoras da 

glândula de veneno são o principal componente do epitélio glandular e compõem mais 

de 80% da população total de células. Este epitélio é extremamente especializado na 
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produção, estocagem e secreção de um produto de composição principalmente 

proteico (aproximadamente 90% do peso seco dos venenos), que desempenham as 

mais variadas atividades biológicas17; 21; 22; 23. Acredita-se que a glândula de veneno 

represente uma modificação de glândulas salivares e que o seu aparecimento tenha 

sido fator crucial na radiação adaptativa e consequente sucesso ecológico das 

serpentes21; 18. Fry e colaboradores24 estimaram que o aparato venenífero surgiu pela 

primeira vez há cerca de 200 milhões de anos na evolução dos membros da ordem 

Squamata, constituindo um dos principais fatores norteadores da diversidade 

ecológica em serpentes e lagartos. 

Em última instância, os venenos são resultado de um complexo processo 

evolutivo. A divergência e duplicação de genes são apontadas com uma das principais 

causas das substituições de nucleotídeos, sobretudo de substituições não-sinônimas, 

que levam ao aparecimento de isoformas de toxinas25; 26; 27, 28. Conhecido por evolução 

acelerada é um dos principais fatores da diversificação do potencial biológico e da 

ação das toxinas em relação a diferentes alvos/presas25; 26; 27; 28. 

Dentre as famílias de serpentes conhecidas atualmente, a família Viperidae 

abriga espécies que possuem alto grau de especialização no aparato venenífero, 

caracterizado pela presença de complexos sistemas de produção e armazenamento 

de veneno, bem como por modificações morfológicas importantes, como: uma 

musculatura cefálica bem desenvolvida, sobretudo próxima às glândulas de veneno, 

além de dentes móveis e canaliculados, implantados na parte anterior do maxilar 

móvel, que permite a ereção das presas para frente no momento do bote29; 18; 22.  

Ao longo da evolução, as serpentes peçonhentas se especificaram na 

produção de uma série de toxinas, e dessa forma, se tornaram responsáveis por 

desorganizarem os níveis fisiológicos de hormônios, por desequilibrar a atividade dos 

receptores ou canais de íons, das enzimas, além de prejudicarem os sistemas 

cardiovasculares e nervosos de suas vítimas.  
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1.3. A composição dos venenos de serpentes 

 Os venenos de serpentes são substâncias bastante complexas, compostas por 

enzimas, peptídeos, proteínas não-enzimáticas, dentre outros. Entre os componentes 

frequentemente encontrados nos venenos das serpentes viperídeas neotropicais 

estão: metaloproteinases, desintegrinas, serinoproteinases, fosfolipase A2 (PLA2), 

lectinas tipo C, peptídeos potenciadores de bradicinina (PPBs), proteínas secretadas 

ricas em cisteínas (CRISPs) e fatores de crescimento como os svVEGF e svNGF 

(snake venom Vascular Endothelium Growth Factor e snake venom Nerve Growth 

Factor, respectivamente).  

 O veneno crotálico é considerado o mais tóxico e possui letalidade aproximada 

de 72% em casos não tratados e de 5% nos tratados com soroterapia30; 31. Algumas 

toxinas já foram identificadas, tais como, crotamina, crotoxina, giroxina, convulxina, 

crotapotina, inter-cro e fosfolipase A2. Destacando-se a crotoxina que participa em 

50% na composição protéica do veneno32; 33. Recentemente, novas proteínas foram 

identificadas no veneno de C. d. Terrificus, como 5′-nucleotidases, metaloproteinases, 

nerve growth fators (NGFs), fosfosdiesterases e glutaminil ciclases descritas pela 

primeira vez e elucidadas por meio de técnicas analíticas de alta resolução e 

sensibilidade da abordagem proteômica tradicional9. 

 Dentre os peptídeos isolados e caracterizados de venenos de serpentes no 

mundo todo, foram elucidados peptídeos com diferentes atividades farmacológicas. 

Peptídeos da classe das α-neurotoxinas foram encontrados em serpentes do gênero 

Elapidae, Hydrofiidae e Colubrídeos. Estes atuam paralisando o músculo esquelético e 

impedem que a acetilcolina se ligue e ative os receptores nicotínicos na junção 

neuromuscular. Muitos compostos encontrados em venenos de serpentes inibem a 

agregação plaquetária, a maioria são enzimas/proteínas, porém, alguns peptídeos, 

como as α-neurotoxinas com estrutura three finger semelhantes a desintegrina-like, 

também foram encontrados. Outro exemplo de neurotoxina é a muscarínica 

caracterizada primeiramente como MTx1 e MTx2. Esses peptídeos apresentam 
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relativa seletividade pelo receptor muscarínico subtipo m1 e, recentemente foi isolado 

o peptídeo BM14, o qual interage com o receptor muscarínico m2. Esses peptídeos 

melhoraram o aprendizado e processos da memória dos animais, já os peptídeos 

MTx3 e MTx7 atuam bloqueando o receptor muscarínico m134. Recentemente, toxinas 

com domínios three fingers denominados frontoxinas foram isolados do veneno de 

Micrurus frontalis, os quais são responsáveis por atuar em junções neuromusculares36. 

Dentre os colubrídeos, o veneno das serpentes Dendroaspis viridis, toxinas do 

tipo antiacetilcolinesterase possuem um poderoso efeito inibitório sobre a 

acetilcolinesterase. Esse peptídeo causa fasciculações musculares e essa inibição 

pode prolongar a ação do neurotransmissor acetilcolina. Os bloqueadores de canais 

de Ca2+ do veneno da Dendroaspis viridis apresentam atividade isolada no músculo 

liso. Outro exemplo de neurotoxinas peptídicas presentes em venenos das serpentes 

Dendroaspis viridis são as cardiotoxinas, as quais despolarizam eletricamente as 

células excitáveis - neurônios e músculos - de maneira irreversível, mantendo a 

contratura dos músculos. As toxinas sinérgicas foram isoladas de uma fração do 

veneno de Dendroaspis viridis que apresentou pouca letalidade em ratos36. 

Sabe-se que as miotoxinas do tipo crotamina encontradas em venenos de 

cascavéis causam danos ao músculo esquelético. Paralelamente, pequenos peptídeos 

têm sido associados à atividade miotóxica. No veneno da víbora Atractaspis 

engaddensis, as saratoxinas foram identificadas por causarem parada cardíaca, sendo 

que sua principal atividade é a vasoconstrição mediada pela ação de receptores de 

endotelina37. 

Outra classe de peptídeos encontrados em venenos de serpentes são os 

peptídeos natriuréticos, os quais são vaso-relaxantes isolados do veneno de 

Dendroaspis viridis, denominados como peptídeo natriurético dendroaspis (DNP). Eles 

atuam em receptores ANP-A para ativar a guanilatociclase e aumentar os níveis GMP, 

causando o relaxamento muscular38; 39. Outros tipos de peptídeos natriuréticos são: 

peptídeo natriurético cerebral (BNP), peptídeo natriurético tipo C (CNP) e peptídeo 
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natriurético atrial (ANP). Os peptídeos natriuréticos encontrados nos venenos de 

serpentes associam propriedades funcionais e estruturais com estes três tipos40, e 

apresentam efeito sobre a vasodilatação, promovendo o aumento da permeabilidade 

capilar, e o relaxamento da musculatura lisa, contribuindo na rápida difusão das 

toxinas no local da picada24.  

A classe dos peptídeos do veneno de serpentes mais estudados são os 

peptídeos potenciadores de bradicinina. Estes são oligopeptídeos ricos em prolina, 

constituídos de 5 a 14 resíduos de aminoácidos41. As propriedades químicas e 

farmacológicas dos peptídeos potenciadores de bradicinina (PPBs) foram descobertos 

em 1949, no qual o plasma humano, quando incubado com o veneno de B. jararaca, 

gerou novo fator hipotensor e espasmogênico para a musculatura lisa, denominado de 

bradicinina42.  

Os PPBs foram os primeiros inibidores naturais da enzima conversora de 

angiotensina (ECA) descritos na literatura. Estes por sua vez, foram isolados do 

veneno de Bothrops jararaca43. A hipotensão frequentemente verificada após o 

envenenamento botrópico é em grande parte decorrente da ação inibitória destes 

peptídeos vasoativos (PPBs) sobre a ECA, característica que impede a geração do 

peptídeo vasoconstritor angiotensina II e inativação do peptídeo hipotensor, a 

bradicinina.  

Os PPBs foram descritos como uma família de pequenos peptídeos, os quais 

especificamente potenciam as atividades biológicas da bradicinina, ou seja, 

apresentam efeitos hipotensores, edematogênicos, atividades espasmogênicas em 

músculo liso44; 15.  A atividade potenciadora dos PPBs in vivo foi correlacionada com a 

inibição de enzimas inativadoras da bradicinina44; 45; 46. 

A primeira demonstração de que um peptídeo potenciador de bradicinina 

apresentava efeito hipotensor foi realizada por Ferreira43.  Devido à intensa atividade 

do sistema renina-angiotensina, estudos em modelos de hipertensão em ratos foram 

realizados, para demonstrar o efeito deste peptídeo na diminuição da pressão 
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arterial47. A partir daí, estudos propuseram o isolamento, a caracterização e a 

descrição de 9 peptídeos de pequena massa molecular extraídos do veneno da 

mesma serpente Bothrops jararaca. Os peptídeos isolados foram utilizados para 

demonstrar a correlação entre a inibição da conversão da angiotensina e potenciação 

da bradicinina. As estruturas moleculares foram confirmadas por síntese peptídica, 

seguido de ensaios biológicos para avaliar a capacidade dessas moléculas em inibir a 

conversão da angiotensina I e a inativação da bradicinina em pulmões de ratos39.  

Recentemente, realizou-se um estudo comparativo entre os venenos de 

serpentes recém-nascidas e adultas do gênero Bothrops, elucidando os perfis 

proteômico e peptídico. Muitos peptídeos foram detectados nestes venenos e sugerem 

que diferentes proteinases do veneno de recém-nascidos e adultos podem 

desempenhar um papel na proteólise desses peptídeos. PPBs foram identificados em 

Bothrops recém-nascidas e adultas, porém estes peptídeos foram identificados por 

análises de N- ou C-terminal, possibilitando a identificação de PPBs ou moléculas 

homólogas dos PPBs presentes nestes venenos. Esta análise peptídica comparativa 

dos venenos mostrou que não existem diferenças bruscas entre os perfis, como foi 

observado na análise proteômica48. 

Análise peptídica do veneno de Bothrops descreveu variações dos peptídeos 

entre animais irmãos (onze fêmeas e sete machos) e não-irmãos (cinco fêmeas e 

cinco machos). Esse estudo mostrou diferenças entre os BPPs; a variabilidade entre 

os dezoito venenos “irmãos” revelou que a variação não pode ser atribuída a 

condições ambientais, idade, ou dieta, uma vez que estes nasceram e cresceram sob 

as mesmas condições e as amostras foram coletadas igualmente, evitando assim 

variações sazonais e ontogênicas. Houve também variação ligada ao sexo, em que, 

animais do sexo feminino apresentaram quatro peptídeos diferentes; esse dimorfismo 

foi, inicialmente, associado à partição de nicho. A análise global mostrou a presença 

de onze BPPs conhecidos (9a, 10b, 10c, 11a, 11d, 11e, 12b, 12c, 13a, 13b e 14) 

distribuídos entre os venenos. O único peptídeo presente em todas as amostras 
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analisadas foi o BPP 13a. Porém, quatro peptídeos foram encontrados apenas em 

fêmeas, que correspondem aos PPBs conhecidos 9a, 10b, 10c e 11a, os quais haviam 

sido clivadas na ligação P-Q do peptídeo49.  

       

1.4. Técnicas Analíticas empregadas ao estudo de Proteômica 

 Nos últimos anos, diversos autores têm concentrado seus esforços na 

utilização de técnicas complementares em peptidômica e proteômica no intuito de se 

obter um panorama que melhor represente a composição dos venenos animais50; 51; 52; 

53. Embora os venenos de serpentes sejam compostos por poucas classes de toxinas, 

uma dificuldade técnica frequentemente reportada nos estudos proteômicos é a baixa 

quantidade de sequências de proteínas de venenos de serpentes no banco de dados 

atuais48;54. O Quadro 1 apresenta um levantamento recente do número de entradas 

(sequências de proteínas) correspondentes a proteínas de serpentes e proteínas de 

veneno de serpentes disponíveis em dois dos bancos de dados mais utilizados em 

proteômica: o banco non redundant (nr) do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI, Estados Unidos) e o Universal Protein Resource Knowledgebase 

(UniProtKB, uma colaboração entre institutos de pesquisa do Reino Unido, Suíça e 

Estados Unidos).  

 

Quadro 1. Número de entradas (sequências de proteínas) correspondentes a 

proteínas de serpentes ou veneno de serpentes presentes nos bancos de dados NCBI 

e UniProtKB.  

          Banco de Dados  

Identificador1 

Snake 

Snake Venom 

NCBI2 

90.183 

28.728 

UniProtKB3 

40.945 

29.169 

 

  

1 Palavra chave utilizada na busca 
2 www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ 
3 www.uniprot.org/downloads O UniProtKB compreende uma compilação de dois grandes bancos: o TrEMBL e o 

Swiss-Prot. Os valores representam o número de sequências cuja anotação é automática e não revisada (TrEMBL 

database); (Acesso em 07/01/2016).      

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
http://www.uniprot.org/downloads
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 De acordo com o Quadro 1, quando o identificador utilizado é a palavra 

“Snake” a maioria das informações presentes nos bancos de dados analisados não 

correspondem à toxinas e, sim à outras proteínas de serpentes como hemoglobina, 

citocromo c, proteínas envolvidas em processos metabólicos, entre outras. Um 

refinamento da busca utilizando a palavra “Snake Venom” resulta em mais de 28 mil 

entradas no NCBI e de um pouco mais de 29 mil no UniProtKB. Esse reduzido 

número, em comparação com aquele verificado para “espécies-modelo” da ciência 

como invertebrados (Drosophila melanogaster, 210.770 sequências NCBI; 143.147 

sequências UniProtKB), camundongos (Mus musculus, 391.394 sequências NCBI; 

81.782 sequências UniProtKB), associado ao desconhecimento do genoma completo 

de algumas espécies de serpentes, denota a importância de estudos referentes ao 

transcriptoma da glândula de veneno, bem como do proteoma dos correspondentes 

venenos.  

O desenvolvimento de novas drogas terapêuticas, o crescimento da indústria 

biotecnológica e os resultados iniciais obtidos pela genômica e proteômica 

desencadearam grandes avanços na medicina moderna. No entanto, o 

desenvolvimento de novas ferramentas analíticas é necessário para a continuidade 

desses avanços de forma mais específica. Novas abordagens permitem uma 

resolução e caracterização de moléculas de modo eficiente e rápido e uma 

subseqüente purificação de moléculas alvos. Dessa forma, técnicas analíticas como 

cromatografia líquida, sequenciamento peptídico por Química Degradativa de Edman e 

espectrometria de massas e, a síntese peptídica, estão entre as ferramentas analíticas 

mais utilizadas na área peptídômica.  

A cromatografia líquida é uma técnica físico-química, considerada como 

ferramenta indispensável nas análises proteômicas e peptidômicas por permitir a 

separação de macromoléculas por meio de diferentes propriedades55. A cromatografia 

liquida de fase reversa associada à cromatografia liquida de alta resolução (HPLC) é 

uma das estratégias mais utilizadas nas abordagens analíticas de purificação de 
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macromoléculas, uma vez que, os compostos são fracionados com elevada 

seletividade, sensibilidade e resolução.  

Já a síntese de peptídeos sempre foi o grande desafio para a área de química 

orgânica. Em meados de 1950, o isolamento, a elucidação estrutural e síntese do 

peptídeo oxitocina iniciaram uma nova era, promovendo a junção dos estudos de 

biologia e química56. Desde então a síntese de peptídeos tem se tornado mais 

complexa, eficiente e amplamente utilizada57.  

A síntese peptídica em fase sólida foi primeiramente aplicada por Merrifield em 

196358. Umas das estratégias de síntese peptídica em fase sólida é a F-moc, onde um 

resíduo de aminoácido ligado a uma matriz insolúvel é desprotegido para promover o 

acoplamento do próximo resíduo na presença de um ativador. Por exemplo, para cada 

ciclo da síntese, são adicionados à resina Fmoc-aminoácido-OH, HOBt (N-

hydroxibenzotriazol) como agente ativador dos aminoácidos e PyBOP (benzotriazol-

1il-oxitripirrolidinofosfonium hexafluorofosfato) como agente acoplante. Além disso, 

para as lavagens da resina e desproteção da mesma, N-N-Dimetilformamida e 

Piperidina são utilizadas67. Estudos demonstram que a estratégia F-moc é uma das 

abordagens mais acessíveis, apresentando aplicações bem sucedidas nas rotinas de 

síntese de peptídeos em muitos laboratórios59. 

Levando em consideração que o veneno da serpente Crotalus durissus 

terrificus foi intensamente estudado nos últimos setenta anos, poucas toxinas de 

origem peptídica foram caracterizadas. A análise venômica revelou muitas proteínas 

com possíveis atividades farmacológicas e de grande importância médica, mas pouco 

se sabe sobre os peptídeos presentes neste veneno.  

Desta forma, venenos de serpentes foram amplamente conhecidos por 

apresentarem em sua composição moléculas biologicamente ativas. Porém, a partir de 

metodologias analíticas de maior sensibilidade e resolução e, principalmente por meio 

de ferramentas de bioinformática, tornou-se possível a caracterização das novas 

classes de peptídeos com grande potencial terapêutico60.  



Tese de Doutorado 

27 

 

2. JUSTIFICATIVA 

Os venenos de serpentes representam uma mistura de compostos orgânicos e 

espécies inorgânicas, sendo ricos em moléculas biologicamente ativas, dentre elas, 

peptídeos, que apresentam grande potencial terapêutico. A elucidação dos peptídeos 

vasodilatadores presentes no veneno crotálico da subespécie Crotalus durissus 

terrificus possibilitará o isolamento de princípios ativos que podem atuar como 

medicamentos mais eficientes para o tratamento de quadros clínicos de hipertensão, 

doença esta que acomete milhares de pessoas no mundo todo. Uma vez que, o 

desenvolvimento de técnicas analíticas sofisticadas dotadas de alta sensibilidade e 

resolução, associadas com a estratégia de síntese peptídica, promoveram a obtenção 

de candidatos em potenciais para a formulação e desenvolvimento de medicamentos 

hipotensores, espera-se que novas moléculas possam substituir ou agir com os 

medicamentos hipotensores existentes atualmente no mercado, os quais, 

freqüentemente, evidenciam o desencadeamento de efeitos indesejados em seus 

usuários diretos.  

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

 O objetivo geral deste estudo foi a caracterização bioquímica, estrutural e 

funcional de um peptídeo vasodilatador que atua na contratilidade muscular 

presente no veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. 

 

3.2. Objetivos específicos 

1) Isolamento dos peptídeos presentes no veneno da serpente 

Crotalus durissus terrificus utilizando-se a técnica de cromatografia de fase 

reversa (RP – HPLC); 
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2) Caracterização farmacológica dos peptídeos do veneno da 

serpente Crotalus durissus terrificus frente ao ensaio de contratilidade de tecido 

isolado in vitro de músculo liso (artéria mesentérica); 

3) Sequenciamento peptídico dos compostos isolados por 

espectrometria de massas do tipo LC-MS/MS-Q-TOF e por Química 

Degradativa de Edman; 

4) Síntese peptídica do peptídeo hipotensor vasodilatador isolado 

do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus; 

5) Caracterização farmacológica do peptídeo hipotensor sintético 

do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus frente ao ensaio de 

contratilidade de tecido isolado in vitro de músculo liso (artéria mesentérica). 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. MATERIAIS 

4.1.1. Animais 

Vinte e dois ratos Wistar machos foram utilizados no presente trabalho, 

pesando de 200 a 250 gramas, oriundos do biotério do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia da Universidade Federal do Ceará (UFC). Os animais foram mantidos 

com água e ração ad libitum em uma sala apropriada com temperatura ambiente de 20 

± 3°C e ciclo claro/escuro (12:12h), por um período mínimo de três dias antes dos 

experimentos, para prevenir os efeitos decorrentes da variação ambiental. Os ratos 

foram anestesiados com pentobarbital sódico de 30 a 50mg /kg, via intra-peritonial e 

em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. Este Projeto de Pesquisa 

(CEUA 990-2013) foi submetido ao Comitê de Ética Experimental da UNESP de 

Botucatu, e aprovado em 28/02/2013. (anexo OK). 
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4.1.2. Venenos de serpentes 

O veneno da serpente Crotalus durissus terrificus (Figura 1) utilizado neste 

trabalho foi obtido a partir do “pool” extraído de serpentes adultas, microchipadas 

individualmente e de ambos os sexos, criadas e mantidas em cativeiro no serpentário 

do Centro de Estudos de Venenos e Animais Peçonhentos (CEVAP), localizado na 

Fazenda Experimental Lageado – UNESP, Campus de Botucatu. 

 

                                

 

 

4.2. MÉTODOS 

4.2.1. Extração dos peptídeos do veneno Crotalus durrissus terrificus 

A extração do veneno de Crotalus durrissus terrificus foi realizada segundo 

metodologia desenvolvida pela equipe técnica do Laboratório de Extração de Venenos 

do CEVAP. As serpentes foram anestesiadas com gás carbônico (CO2) e o veneno 

coletado em microtubos tipo Eppendorf®, congelado a -20°C, liofilizado, pesado, 

aliquotado, identificado e estocado em freezer a -20°C para posterior uso. 

Para a extração dos peptídeos, pesou-se 1 (um) grama de veneno bruto de 

Crotalus durissus terrificus, após a pesagem misturou-se ao veneno 5 mL de ácido 

trifluoroacético (TFA) à 0,1% (v/v). Agitou-se a mistura em um vórtex e, esta, foi 

dividida em cinco eppendorfs® de 2 mL. Os eppendorfs® foram colocados em uma 

centrífuga refrigerada Heal Force por 15 minutos a 4°C à uma rotação de 13.800 rpm 

(equivalente à 17.460 x g). Por sua vez, o sobrenadante foi transferido para um filtro 

Figura 1. Extração do veneno bruto de Crotalus durissus terrificus. 
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GE Vivaspin e este sistema submetido à centrifugação por 90 minutos à 4°C à uma 

rotação de 3.500 rpm. Este procedimento se repetiu até toda a amostra passar pelo 

filtro.  

 

4.2.2. Cromatografia Líquida de Alta Performance sob fase reversa (RP-HPLC) 

Uma vez extraídos os peptídeos do veneno bruto, estes foram submetidos à 

cromatografia líquida de alta performance sob fase reversa (RP-HPLC, Reverse Phase 

High Performance Liquid Chromatography) utilizando um sistema de HPLC Shimadzu, 

modelo LC-8a, equipado com um detector ultravioleta do tipo arranjo de diodos, 

modelo SPD-20a, constituído por duas bombas LC-8a (bombas A e B), injetor 

Rheodyme, modelo 7725i com loop de 100 uL, um sistema controlador Shimadzu, 

modelo SCL-10a e coluna semi-preparativa C-18 (Phenomenex). Para a fase móvel 

foram utilizados dois solventes, Solvente A [água contendo TFA 0,1% (v/v)] e Solvente 

B [Acetonitrila 50% (v/v) contendo TFA 0,1% (v/v)] com gradiente de 0 a 80% de 

Solução B em um fluxo de 10 mL/min. A eluição foi monitorada por medidas de 

absorbância em 214, 254 e 280 nm. O controle de aquisição de dados foi realizado por 

meio do Software LC Solution61, com modificações. 

 

4.2.3. Avaliação da contratilidade de tecido isolado in vitro de músculo liso 

(artéria mesentérica) em ratos Wistar na presença dos peptídeos hipotensores 

do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. 

As frações peptídicas naturais e/ou os peptídeos sintéticos foram submetidas 

aos ensaios de contratilidade de tecido isolado. O objetivo deste estudo foi verificar o 

perfil da atividade farmacológica em preparações isoladas de artéria mesentérica e 

analisar os efeitos dos peptídeos do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, 

avaliando o registro de contratilidade de tecido isolado in vitro de músculo liso em 

ratos. Foram utilizados vinte e dois ratos Wistar machos (200-250g) obtidos do biotério 

do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceará. Os 
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ratos foram anestesiados com pentobarbital sódico de 30 a 50mg /kg, via intra-

peritonial e em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. O tecidos foram 

montados em câmaras para órgão isolados contendo 5mL de solução fisiológica de 

Krebs-Henseleit, pH 7,4, mantida à 37°C com bomba de circulação Haake (Modelo FJ, 

Alemanha). Os tecidos foram atados a um ponto fixo na câmara e à unidade 

transdutora de força (Grass, modelo FT03C, Quincy, Mass; EUA) apropriada para 

registro isométrico das contrações. A tensão basal aplicada ao tecido foi de 0,5g para 

estabilização dos canais. Os sinais gerados pelo transdutor de força foram 

condicionados e registrados em um sistema de aquisição computadorizado (Dataq, 

PM-1000, WCE, USA). Após um período de equilíbrio, os tecidos foram expostos à 

solução despolarizante de alta concentração contendo K+ (60 mM) (60mmol L-1), 

repetidas vezes até que duas respostas de mesma amplitude fossem obidas. Após 

este processo, o protocolo de reversão foi realizado na presença das soluções de Phe 

0,1uM (umol L-1) e Ach 1uM (u mol L-1), finalizando este protocolo com Phe 0,05uM 

(umol L-1). A Figura 2 representa esta etapa experimental. As curvas de concentração-

efeito para o veneno da serpente Crotalus durissus terrificus e suas frações peptídicas 

e/ou os peptídeos sintéticos foram obtidas pela exposição da preparação à 

concentrações crescentes (0,01, 0,1, 1, 10, 100, 200, 300 ug/mL) à solução fisiológica 

de Krebs-Henseleit normal na câmara de banho, para avaliação de seus efeitos sobre 

o tônus basal da artéria mesentérica isolada de rato Wistar.  
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Figura 2. Representação esquemática do equipamento utilizado para estudo da 

contratilidade in vitro de preparações isoladas de músculo liso. 

 

Após a realização da curva concentração-efeito, o tecido foi lavado com 

Verapamil à 25mM (25mmol L-1), para avaliar a integridade do tecido. Foram 

analisados os efeitos do veneno de Crotalus durissus terrificus na tensão basal de 

preparações de artéria mesentérica. As alterações na tensão basal foram expressas 

como percentual (%) da contração de referência induzida por PHE (0,05uM) (umol L-1). 

As quantificações e estatísticas foram realizadas pelos programas: Sigma Plot 11.0, 

Análise de variância (Anova Two-Way) e, pós teste de Holm-Sidak (p<0,05). 

 

4.2.4. Sequenciamento dos Peptídeos por Química Degradativa de Edman 

Os peptídeos purificados foram submetidos ao sequenciamento primário 

utilizando-se a técnica de Química Degradativa de Edman, para a confirmação das 

sequências primárias dos peptídeos. Foram colocadas amostras contendo 50-100 ug 

de peptídeo no sequenciador. Estas análises foram realizadas em um sequenciador 

automático de fase gasosa PPSQ-21ª (Shimadzu), onde os resíduos de aminoácidos 

ácidos formados a partir de uma sequência de reações químicas. A reação de 

degradação de Edman ocorre no lado N-terminal da cadeia peptídica liberando um 

resíduo por ciclo reativo. Os resíduos (PTH-aminoácidos) foram identificados utilizando 

um sistema de cromatografia líquida de alta performance (HPLC) calibrado com 

padrões de PTH-aminoácidos (Wako Chem), equipado com uma bomba, modelo LC-

10AS (Shimadzu) e um detector de luz ultravioleta, modelo SPD-10a, acoplados ao 

próprio sequenciador. O controle do sistema e aquisição dos dados foram realizados 

por meio do Software PPSQ-20 Data Processing e CLASS LC-10a (Shimadzu), com 

modificações. 
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4.2.5. Síntese manual de peptídeos em fase sólida 

A síntese dos peptídeos lineares será realizada por meio do método manual 

em fase sólida, utilizando-se química N-9-fluorenilmetoxicarbonil (estratégia Fmoc). 

Em cada ciclo da síntese foi adicionado Fmoc-aminoácido-OH (NOVABIOCHEM), 

contendo HOBt (NOVABIOCHEM) como agente ativador dos aminoácidos e PyBOP 

(ALDRICH) como agente acoplante. 

Para as lavagens da resina e desproteção foi utilizado N-N- Dimetilformamida 

(SYNTH) e Piperidina (FLUKA), respectivamente. Todas as reações acima foram 

realizadas sob agitação mecânica em capela. Após a acoplagem do último resíduo de 

aminoácido, a resina foi lavada com metanol (MALLINCKRODT) e seca em liofilizador 

(HETO, modelo MLW – LGA 05). Após a secagem, foi feita a clivagem entre o 

peptídeo e a resina, utilizando-se uma solução de ácido trifluoroacético (TFA) 82,5% 

(v/v) (MALLINCKRODT), Anisol 5% (v/v) (SIGMA), Etanoditiol 2,5% (v/v) (ALDRICH), 

Fenol 5% (m/v) e água ultrapurificada 5% (v/v). Esta solução de TFA-Anisol-

Etanoditiol-Fenol-peptídeo foi centrifugada em uma centrifuga refrigerada 

(EPPENDORF, modelo 5810R) por 15 minutos a 3000 rpm na presença de éter etílico 

para promover a precipitação do peptídeo. O peptídeo foi ressuspendido em água 

Milli-Q® (destilador MARCONI, modelo MA 078) e ultrapurificada (purificador 

NANOpure BARNSTEAD, modelo D4754). 

Após a síntese, os peptídeos foram purificados por cromatografia liquida de alta 

performance (HPLC) segundo os parâmetros analíticos descritos anteriormente, e em 

seguida, submetidos à espectrometria de massas para avaliar suas respectivas 

massas moleculares e suas estruturas primárias, a fim de confirmar que os peptídeos 

sintéticos apresentam as mesmas propriedades bioquímicas que os naturais 

encontrados no veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. 
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5. RESULTADOS  

5.1.  Obtenção dos peptídeos a partir do veneno bruto da serpente 

Crotalus durissus terrificus 

O veneno bruto da serpente Crotalus durissis terrificus utilizado foi obtido a 

partir do “pool” extraído de serpentes adultas da subespécie Crotalus durissus 

terrificus, microchipadas individualmente e de ambos os sexos, criadas e mantidas em 

cativeiro no serpentário do Centro de Estudos de Venenos e Animais Peçonhentos 

(CEVAP), localizado na Fazenda Experimental Lageado – UNESP, Campus de 

Botucatu. Após a realização do protocolo experimental descrito anteriormente, o qual 

utilizou a solução TFA à 0,1% (v/v) juntamente com etapas de centrifugação por meio 

de filtros de poro de 3 kDa, a extração dos peptídeos propostos foi realizada, sendo 

que todo o material solubilizado contendo massa molecular menor que 3 kDa, foi 

coletado após sua passagem pelo filtro. Em seguida, o peso seco total deste material 

de origem peptídica foi quantificado, obtendo-se um rendimento médio de 128 mg 

(12,8%) em relação ao veneno bruto inicial que era de 1 (um) grama de veneno bruto. 

Portanto, a fração peptídica do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus neste 

trabalho foi submetida à cromatografia líquida de fase reversa para a purificação dos 

peptídeos presentes nesta amostra. 

 

5.2. Cromatografia Líquida de Alta Performance sob fase reversa (RP-

HPLC) 

Uma vez os peptídeos do veneno da serpente C.d.t. submetidos à 

cromatografia líquida sob fase reversa (RP-HPLC), treze frações peptídicas foram 

evidenciadas, sendo as mesmas enumeradas de I a XIII. A Figura 3 representa o 

cromatograma da fração peptídica do veneno da serpente C.d.t. obtido neste trabalho. 
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Figura 5. Perfil cromatográfico obtido da fração peptí partir  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Perfil cromatográfico obtido da fração peptídica obtida a partir do veneno bruto de 
C.d.t. Fase móvel: tampões A (TFA 0,1% [v/v]) e tampão B (ACN 90% [v/v]/ TFA 0,1% [v/v]), 
fluxo de 0,7mL/min, absorbância de 214nm por 50 minutos.  
 
 
 

Uma vez isoladas treze frações peptídicas, avaliou-se o rendimento peptídico 

por fração. O Quadro 2 evidencia o rendimento individual de cada fração oriundo da 

extração de peptídeos a partir de 1 (um) grama de veneno bruto em fracionado sob 

RP-HPLC. 
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Quadro 2. Rendimento individual das frações peptídicas. 

Fração Amostra Porcentagem 

 
(mg) (%) 

   I 85,59 66,8 

II 6,22 4,86 

III 1,59 1,24 

IV 0,85 0,66 

V 2,05 1,6 

VI 12,37 9,66 

VII 4,26 3,33 

VIII 9,07 7,08 

IX 1,42 1,11 

X 3,07 2,4 

XI 0,83 0,65 

XII 0,83 0,65 

XIII 0,7 0,54 

Total 128mg 100% 
                  

 
 

5.3. Avaliação da contratilidade de tecido isolado in vitro de músculo liso (artéria 

mesentérica) em ratos Wistar na presença dos peptídeos hipotensores do 

veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. 

A partir das frações cromatográficas obtidas na etapa anterior, as treze frações 

peptídicas foram submetidas aos ensaios de contratilidade de tecido isolado. As 

frações peptídicas que apresentaram significância estatística (p>0,05) foram as 

frações I e V, sendo que o veneno total também apresentou atividade, comparadas ao 

controle (Figura 4). As frações II, III, IV, VI, XI, XII e XIII apresentaram quantidade de 

veneno suficiente apenas para um canal, o qual é o local em que a artéria mesentérica 

foi fixada junto a solução de Krebs-Henseleit para analisar a contratilidade do tecido, 

portanto, não foram analisadas estatisticamente (Figuras 5, 6 e 7). As frações VII, VIII, 

IX e X não apresentaram significância estatística (p>0,05).   
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Figura 4. Efeito do veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e da fração I e V na 
tensão basal de preparações de artéria mesentérica de músculo liso. As alterações na tensão 
basal foram expressas como percentual (%) da contração de referência induzida por PHE 
(0,05uM) (0,05umol L-1). Frações que apresentaram significância estatística (p>0,05).  
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Figura 5. Efeito do veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e da fração II e III na 
tensão basal de preparações de artéria mesentérica de músculo liso. As alterações na tensão 
basal foram expressas como percentual (%) da contração de referência induzida por PHE 
(0,05uM) (0,05umol L-1).   
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Figura 6. Efeito do veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e da fração IV e VI na 
tensão basal de preparações de artéria mesentérica de músculo liso. As alterações na tensão 
basal foram expressas como percentual (%) da contração de referência induzida por PHE 
(0,05uM) (0,05umol L-1). Frações que não apresentaram significância estatística (p>0,05).  
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Figura 7. Efeito do veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e da fração XI, XII e 
XIII na tensão basal de preparações de artéria mesentérica de músculo liso. As alterações na 
tensão basal foram expressas como percentual (%) da contração de referência induzida por 
PHE (0,05uM) (0,05umol L-1).  

 

 

 

Apesar das frações II, III, IV, VI e XI não terem sido analisadas 

estatisticamente, nota-se que as mesmas apresentaram tendências sobre a atividade 

hipotensora, sendo estas, frações em potenciais para estudos futuros nesta linha de 

pesquisa. As frações que apresentaram significância estatística evidenciaram um 

relaxamento do músculo liso (Fração I) e uma contração (Fração V) do músculo liso. 

Portanto, pode-se concluir que estas frações apresentadas e o veneno bruto 

apresentam um efeito hipotensor e hipertensor para a artéria mesentérica. Desta 

forma, os estudos sobre caracterização estrutural foram encaminhamos somente com 

o componente hipotensor contido na fração I.   
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5.4. Recromatografia da fração biologicamente ativa 

 Nesta etapa, a fração I foi submetida à etapa de recromatografia líquida. O 

novo cromatograma deste refracionamento está evidenciado na Figura 8.  

Figura 8. Perfil cromatográfico obtido da etapa de recromatografia da fração I obtida a partir do 

veneno bruto. Fase móvel: gradiente isocrático do tampão B (90%ACN/0,1%TFA), fluxo de 

0,5mL/minuto, absorbância de 214 nm por 20 minutos. 
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Por sua vez, a fração I.1 foi submetida à análise de espectrometria de massas, a fim 

de avaliar a pureza do componente isolado. A Figura 9 evidencia um único peptídeo 

nesta fração com massa molecular de 1295 Da. 

 

 

Figura 9. Espectro de massas do tipo ESI-MS do peptídeo natural isolado da fração 

I.1. [M+3H]3+ = 435.33 / [M+2H]2+ = 648,50 - Massa molecular: 1295 Da.  

 

 

5.5 – Sequenciamento dos peptídeos por Química Degradativa de Edman 

O peptídeo isolado na fração I.1 foi submetido ao sequenciamento peptídico 

utilizando-se a Química Degradativa de Edman, para a elucidação de sua sequência 

primária. A sequência de aminoácidos N-terminal identificada apresentou 11 resíduos 

de aminoácidos: QHILIYVGVHD. Quando comparada esta sequência com outras 

sequências de proteínas e peptídeos presentes banco de dados do National Center of 

Biotechnology Information (NCBI nr), encontrou-se 100% de identidade com 10 

resíduos de aminoácidos presentes na proteína giroxin B2.1 (enzima fibrinogen-

clotting) da espécie Crotalus durissus terrificus, código de acesso C58G94.1 e 100% 

de similaridade com 10 resíduos de aminoácidos da serinoprotease de Crotalus 

adamanteus, código de acesso F8S114.1. A comparação foi realizada por alinhamento 

utilizando-se o programa BLAST e a Figura 10 evidenciam este alinhamento estrutural 

e identificação. 
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Figura 10. Identificação do peptídeo presente na fração I pela ferramenta Blast do National 

Center of Biotechnology Information (NCBI). 

 

5.6. Síntese peptídica do peptídeo alvo deste estudo 

Nesta etapa do trabalho, a sequência dos 11 resíduos de aminoácidos foram 

submetidas à síntese por meio da estratégia F-moc, sendo elaborada da seguinte 

maneira: [NH2]-QHILIYVGVHD-[OH]. O peptídeo sintético foi purificado por 

cromatografia líquida (Figura 11), a fim de avaliar a efetividade do processo de síntese 

orgânica. Análises de espectrometria de massas, avaliaram a pureza do peptideo 

sintético(Figura12).
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Figura 11. Perfil cromatográfico do peptídeo sintético QHILIYVGVHD. Fase móvel: 

tampões A (TFA 0,1% [v/v]) e tampão B (ACN 100% [v/v]/ TFA 0,1% [v/v]), fluxo de 

1.0 mL/min, absorbância de 220nm por 25 minutos.  

 

           

 

Figura 12. Espectro de massas do tipo ESI-MS do peptídeo sintético QHILIYVGVHD. 

[M-2H]2- = 646.24 / [M+1H]1+ = 1293.56 - Massa molecular: 1294 Da. 
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5.7. Avaliação da contratilidade de tecido isolado in vitro de músculo liso (artéria 

mesentérica) em ratos Wistar na presença do peptídeo sintético. 

 

O resultado obtido nesta etapa experimental de contratilidade de músculo liso 

na presença do peptídeo sintético está evidenciado na Figuras 14, em comparação 

com o veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e ao controle. 

 

 

 

Figura 13. Efeito do peptídeo sintético QHILIYVGVHD na tensão basal de preparações de 

artéria mesentérica de músculo liso. As alterações na tensão basal foram expressas como 

percentual (%) da contração de referência induzida por PHE (0,05uM) (0,05umol L-1). Frações 

que apresentaram significância estatística (p>0,05).  

 

 

 

 



Tese de Doutorado 

46 

 

 

Nota-se que, o peptídeo sintético não apresentou um efeito hipotensor para a 

artéria mesentérica, enquanto que a forma natural deste peptídeo isolado do veneno 

da serpente Crotalus durissus terrificus apresentou de forma positiva o efeito 

hipotensor. 

 

6. DISCUSSÃO 

Os venenos de serpentes apresentam uma composição química complexa de 

componentes que possuem diversas ações biológicas. Além disso, estes venenos 

podem ser considerados uma biblioteca de compostos bioativos com grande potencial 

terapêutico, o qual tem motivado pesquisadores na área de toxinologia em utilizar 

essas substâncias tóxicas como modelos em potenciais para o desenvolvimento de 

produtos de interesse biotecnológico e terapêutico. Estima-se que, cerca de 60% das 

drogas antitumorais e anti-infecciosas encontradas disponíveis comercialmente no 

mercado ou que estão em fase clínica de estudo, são de origem natural. Desta forma, 

as toxinas animais, das quais participam as toxinas ofídicas, também ganharam 

espaço notório no mercado farmacêutico62.  

Inicialmente, os primeiros estudos sobre os venenos de serpentes no campo 

científico era compreender como combater os efeitos dos acidentes ofídicos e como 

estas toxinas atuavam. Estes venenos foram utilizados também na medicina 

tradicional para o tratamento de diversas doenças, sendo que no início do século XX, 

a ideia de utilizar as toxinas purificadas como uma fonte terapêutica foi alvo de muitos 

estudos63. 

Com os modernos avanços das estratégias investigativas Omics (genômica, 

transcriptômica, proteômica) e as ferramentas de bioinformática, o número de 

peptídeos que estão sendo revelados utilizando diversas técnicas analíticas, têm 

aumentado exponencialmente64. O uso de tecnologia de DNA recombinante para a 
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expressão de peptídeos em células eucarióticas como procarióticas tem sido muito 

utilizada74. Porém, o desafio atual é revelar a localização celular, as funções 

biológicas, aprofundar nas caracterizações bioquímicas dos peptídeos preditos e 

identificar aqueles que podem servir como alvos para a intervenção terapêutica em 

diversas doenças64.  

O presente trabalho descreve uma abordagem metodológica para o isolamento 

e a identificação de peptídeos hipotensores presentes no veneno de Crotalus durissus 

terrificus. Novos peptídeos relacionados com princípios hipotensores e hipertensores 

foram encontrados, a partir da investigação das 13 frações peptídicas isoladas do 

veneno da serpente por cromatografia líquida por fase reversa. No presente trabalho, 

o protocolo de extração proposto promoveu um rendimento de 12,8% de compostos 

de baixa massa molecular em relação ao veneno bruto, dado este que corrobora com 

os da literatura, os quais exemplificam que venenos de serpentes são compostos por 

cerca de 90% proteínas65; 66; 21; 23.  

A técnica analítica utilizada neste trabalho para o isolamento e fracionamento 

dos peptídeos de C.d.terrificus foi a cromatografia líquida de fase reversa (RP-HPLC), 

utilizando uma coluna C18. Muitos trabalhos na literatura que envolveu peptídeos de 

serpentes optaram por isolar peptídeos hipotensores por cromatografia líquida por 

filtração em gel a partir do veneno bruto e, posteriormente, se utilizar da estratégia de 

cromatografia líquida de fase reversa para repurificar os peptídeos alvo dos estudos, 

como por exemplo, Graham e colaboradores67 frente aos venenos de três espécies de 

serpentes: Agkistrodon bilineatus, Crotalus viridis viridis e Lachesis muta. 

Paralelamente, Menin e colaboradores68 isolaram peptídeos potenciadores de 

bradicinina do veneno de serpentes Bothrops moojeni por meio da cromatografia de 

fase reversa, promovendo uma extração prévia dos peptídeos na presença de TFA 

0,1% (v/v). Dessa forma, o presente trabalho atuou da mesma forma de Menin e 

colaboradores68, prevenindo prováveis interações de peptídeos e proteínas, os quais 
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podem formar complexos estáveis e não serem fracionados nas etapas de filtração em 

gel. 

As abordagens toxicológicas e farmacológicas com venenos de serpentes são 

temas de estudo de grande relevância devido aos inúmeros casos de acidentes 

ofídicos que ocorrem no Brasil. A fisiopatologia dos envenenamentos por serpentes 

envolve uma série de eventos complexos que dependem da ação combinada dos 

componentes dos venenos69.  

Os efeitos do veneno do gênero Crotalus na função renal e contratilidade 

aórtica e mesentérica não possuem relatos na literatura, embora esteja descrito a 

capacidade dos venenos crotálicos de induzir neurotoxicidade, desordens na 

coagulação, miotoxicidade e falência renal aguda70; 71; 72. 

A partir das frações cromatográficas obtidas, as treze frações peptídicas foram 

submetidas aos ensaios de contratilidade de tecido isolado. A artéria mesentérica, 

sendo esta um músculo liso, foi escolhida por possuir uma maior contratilidade e 

resistência e poderá auxiliar nesta avaliação da atividade vascular destes 

componentes peptídicos presentes no veneno da serpente em questão. As frações 

peptídicas que apresentaram significância estatística (p>0,05) foram as frações I e V, 

sendo que o veneno total também apresentou atividade, comparadas ao controle. 

Estas frações evidenciaram um relaxamento do músculo liso (fração I) e uma 

contração do músculo liso (fração V). Portanto, pode-se concluir que estas frações 

apresentadas e o veneno bruto apresentam um efeito hipotensor (fração I) e 

hipertensor (fração V) para a artéria mesentérica.  Pereira73 realizou um estudo de 

perfusão de rim isolado para a espécie Crotalus durissus cumanensis, em que o grupo 

foi tratado com a mesma solução perfusora de Krebs-Henseleit, e não apresentaram 

alterações significativas nos parâmetros de função renal durante os 120 minutos do 

experimento. Nos ensaios realizados com o veneno total (0,3µg/mL) não foram 

observadas alterações significativas dos parâmetros de função renal quando 

comparado ao controle interno. Com o aumento da concentração do veneno 
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(10µg/mL) houve um aumento significativo na pressão de perfusão e na resistência 

renal vascular.  

Estudo dos efeitos renais com a crotoxina isolada do veneno da serpente 

Crotalus durissus cumanensis não foi observada alterações significativas na pressão 

de perfusão e na resistência vascular renal73.  

No presente trabalho, a fração V apresentou uma ação vasoconstritora do 

músculo liso para a espécie C.d.terrificus, dado este que não corroborou  aos achados 

de Pereira73 que, ao investigar a hipótese de ação vasoconstritora do veneno bruto de 

uma espécie filogeneticamente próxima (Crotalus durissus cumanensis), os ensaios de 

atividade vascular demonstraram que o veneno bruto não alterou a contratilidade dos 

anéis de aorta mantidos sob tensão basal.  

Vários mecanismos estão envolvidos na contração do tecido liso vascular. As 

células musculares lisas podem contrair de uma forma direta, através de seus 

receptores específicos para neurotransmissores, e de forma indireta, através da 

liberação de substâncias derivadas do endotélio. Além destes mecanismos, o influxo 

de cálcio através da membrana e a liberação dos estoques intracelulares têm papel 

fundamental na contração vascular74.  

Peptídeos vasoconstritores têm sido encontrados em alguns venenos de 

serpentes, tais como sarafotoxina e peptídeos inibidores de bradicinina87. O 

isopeptídeo sarafotoxina, constituinte do veneno da serpente do gênero Atractasips, é 

estruturalmente e funcionalmente semelhante ao componente vasoconstritor 

endotelina76. Estudos de Graham e colaboradores75 evidenciaram a presença de 

peptídeos potenciadores de bradicinina nos venenos das serpentes Agkistrodon 

bilineatus, Crotalus viridis viridis e Lachesis muta, sendo que em seus ensaios 

biológicos, a artéria caudal de ratos Wistar foi utilizada para avaliar a ação vascular 

conforme este presente trabalho. O sistema de perfusão da artéria caudal em ratos é 

um modelo bem caracterizado para estudar o mecanismo utilizando vários compostos 

que conduzem à constrição e dilatação vascular em músculo liso. Uma das principais 
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vias que causam constrição envolve a fenilefrina, que estimula a abertura de canais 

voltagem-dependentes de Ca2+. Essa estimulação da abertura de canais de Ca2+ 

ocorreu também para a artéria mesentérica, envolvendo a fenilefrina e utilizando a 

mesma solução de Krebs-Henseleit. O aumento intracelular de Ca2+ inicia uma cascata 

que conduz em última instância a constrição77. 

Ligado às membranas plasmáticas, podem-se encontrar a fosfolipase C, as 

quais são ativadas pela fenilefrina no músculo liso, gerando dois mensageiros, 

trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol90. IP3 mobiliza íons Ca2+ do retículo 

sarcoplasmático, enquanto diacilglicerol ativa a proteína quinase C levando a 

constrição78; 79. A bradicinina é um peptídeo vasodilatador e anti-proliferativa que 

exerce a sua ação vasodilatadora endotelial através da secreção de óxido nítrico em 

alguns vasos sanguíneos80. Tanto a fenilefrina quanto a bradicinina são utilizadas 

nesta experiência para vasoconstrição e vasodilatação, respectivamente75.  

Peptídeos vasoconstritores foram encontrados em outros viperídeos, alguns 

mais notáveis, como as sarafotoxinas. Estes peptídeos foram isolados a partir do 

veneno da serpente da espécie Atractaspis engaddensis81 As sarafotoxinas são um 

grupo de 21 resíduos de aminoácidos cardiotóxicos que induzem uma grave 

vasoconstrição coronariana, levando a bradicardia e vaso espasmos, e eles têm sido 

usados no desenvolvimento de Bosentan, um fármaco usado no tratamento da 

hipertensão arterial pulmonar82.  

Estas toxinas constituem ferramentas exclusivas que auxiliam no estudo e 

identificação de alvos moleculares para o desenvolvimento de medicamentos com 

ações antagônicas associados com vaso espasmos, (infarto do miocárdio) aguda 

(hipertensão e doença cardíaca crónica) e vasoconstrição82; 83. 

De acordo com Evangelista et al.84, peptídeos da família dos natriuréticos foram 

identificados no veneno da serpente Crotalus durissus cascavella com efeitos renais e 

vasculares. Já em 2011, Evangelista e colaboradores85 estudaram o efeito hipotensor 

do veneno de Crotalus durissus cascavella relacionando a produção de óxido nítrico. 
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O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do veneno de C. d. cascavella na 

determinação da pressão arterial média e reatividade vascular mesentérica em ratos. 

O veneno desta serpente provocou uma diminuição dose dependente na pressão 

arterial média, frequência cardíaca e respiratória, com o aumento dos níveis de nitrito 

de plasma. Observaram-se também após a administração do veneno, a hipotensão e o 

aumento da produção de nitrito. Para investigar os efeitos de C. d. cascavella em 

vasos de resistência, a reatividade vascular mesentérica foi estudada e os resultados 

sugerem que o efeito hipotensor do veneno não é dependente de uma atividade 

vasodilatadora direta.  

Muitos venenos de serpentes contêm toxinas que produzem efeitos 

cardiovasculares profundos. Os locais de ação destas toxinas incluem músculo 

cardíaco, músculo liso vascular e o leito vascular capilar. Alguns venenos de 

serpentes, por exemplo, contém peptídeos que inibem a enzima conversora da 

angiotensina e potencializam as ações biológicas de bradicinina, os peptídeos 

potencializadores de bradicinina (PPBs). Por sua vez, outros peptídeos de venenos de 

serpentes também atuam como hipotensores, os quais são peptídeos natriuréticos e 

as sarafotoxinas. Sarafotoxinas são toxinas peptídicas encontradas em venenos de 

serpentes da espécie Atractaspis sp. e exibem propriedades de vasoconstrição 

potentes. Estes peptídeos compartilham elevado grau de identidade de sequência com 

endotelinas, reconhecem e ligam-se a seus receptores. Proteínas do veneno de 

serpente também podem aumentar a permeabilidade capilar, como por exemplo, a 

proteína (ICPP), que foi recentemente isolada a partir do veneno de Vipera lebetina. 

ICPP é um fator de permeabilidade extremamente potente com uma estrutura 

semelhante à do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Assim, existe uma 

vasta gama de toxinas de serpentes com potente atividade cardiovascular. Algumas 

destas proteínas e peptídeos são ferramentas altamente seletivas para o estudo de 

processos fisiológicos87. 
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Estudos de Lopes e colaboradores86 evidenciaram o peptídeo hipotensor Pro-

Nle-Pro-Leu-Nle-Tyr-Leu-Gly-Ile-Pro-Pro (PNLPNYLGIPP) para a espécie Crotalus 

durissus cascavella (PPB-Cdc). Apesar de BPP-Cdc apresentar a típica sequência na 

extremidade C-terminal de forma similar aos PPBs, este peptídeo não apresenta um 

resíduo de aminoácido do tipo pyroglutamato em seu N-terminal, sugerindo que este 

resíduo não é essencial para a sua atividade. Neste mesmo estudo, os autores 

evidenciaram uma baixa similaridade do peptídeo BPP-Cdc com todos os PPBs 

descritos na literatura, onde BPP-Cdc apresenta homologia de apenas 36% com 

outros PPBs do mesmo gênero Crotalus, como BPP1Cdt e CDt1a, isolado a partir de 

C. d. terrificus88 e uma homologia de 45,4% observada apenas com PeptB e PeptC do 

gênero Agkistrodon89; 90; 91; 92; 93. 

Diante da singularidade estrutural encontrada do peptídeo hipotensor contida 

na fração I do veneno de Crotalus durissus terrificus identificado neste trabalho, 

sugere-se que este peptídeo possa compartilhar domínios similares aos peptídeos 

natriuréticos, conforme Graham e colaboradores75, que avaliaram uma molécula 

peptídica em comum dos venenos das serpentes Agkistrodon bilineatus, Crotalus 

viridis viridis e Lachesis muta, a qual se mostrou com uma ação antagonista da 

bradicinina no receptor B2 e vascular em ratos com um domínio que reside entre os 

peptídeos potenciadores de bradicinina e domínios do tipo C de peptídeos 

natriuréticos. 

A fim de avaliar o compartilhamento estrutural primário deste peptídeo 

hipotensor identificado no presente trabalho com o maior banco de sequências de 

macromoléculas National Center of Biotechnology Information (NCBI), o peptídeo da 

fração I se mostrou similar a uma sequencia peptídica interna de uma serinoprotease 

presente nos venenos das serpentes Crotalus durissus terrificus e Crotalus 

adamanteus, a toxina giroxina com atividade coagulante. 

A princípio, nosso grupo questionou se o veneno bruto tivesse sofrido algum 

processo de degradação devido à ausência de inibidores de proteases no momento da 
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extração do veneno das serpentes Crotalus durissus terrificus. Esta provável 

degradação poderia ter clivado a serinoprotease presente neste veneno, liberando 

assim, este peptídeo identificado neste estudo. Para se certificar a existência natural 

deste peptídeo, um novo pool de veneno foi coletado na presença de inibidores de 

proteases e cromatografado novamente sob as mesmas condições descritas 

anteriormente. O resultado obtido (dados não mostrados) foram exatamente os 

mesmos dos mostrados na seção de resultados no isolamento das trezes frações 

peptídicas. Desta forma, provou-se que este peptídeo identificado não é produto de 

um processo de degradação do veneno, mas um peptídeo geneticamente produzido 

pelo organismo, sendo liberado no veneno juntamente com as proteínas. Estudos na 

literatura com serinoproteases do veneno das serpentes Trimeresurus 

mucrosquamatus e Crotalus viridis heleri mostraram atividades hipotensoras em 

ensaios in vitro e in vivo, quando investigadas sob o ponto de vista das atividades 

fibrinogelitica e fibrinolítica94; 95; 96. Desta forma, acredita-se que, a atividade 

hipotensora para estas serinoproteases estejam atreladas a sequência identificada 

neste peptídeo da fração I, por compartilharem uma estrutura primária semelhante.  

Porém, quando a sequência peptídica do componente natural foi submetido à 

síntese peptídica pela estratégia F-moc, o composto sintético não apresentou 

atividade de contratilidade em relação ao composto natural. Alguns trabalhos na 

literatura evidenciaram este mesmo comportamente encontrado neste trabalho. 

Acredita-se que este ocorrido possa ter algumas ter sido devido às possíveis 

modificações pós-traducionais presentes nas cadeias laterais de resíduos de 

aminoácidos do peptídeo natural, as quais não puderam ser reproduzidas na forma 

sintética devido ao estudo estrutural do presente trabalho ter sido realizado 

exclusivamente na ordem da estrutura primária. Paralelamente e de forma 

complementar, como a estrutura secundária do peptídeo natural não foi avaliada, 

acredita-se que a atividade de contratilidade do peptídeo sintético pode ter sido 

comprometida também. Uma vez que, estrutura molecular está diretamente 
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correlacionada à função molecular, a ausência de estudos estruturais mais 

aprofundados neste trabalho, puderam comprometer a atividade funcional do material 

sintético. 

 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Pode-se concluir que o protocolo de extração de peptídeos do veneno da 

serpente Crotalus durissus terrificus aplicado neste estudo foi eficaz e corroborou a 

literatura, no qual por meio da cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) os 

peptídeos foram isolados. O peso seco total deste material de origem peptídica foi 

quantificado, destacando-se um rendimento médio de 128 mg (12,8%) em relação 

ao veneno bruto (1 grama). Quando submetida à estratégia de purificação por 

cromatografia líquida de fase reversa, 13 frações foram isoladas. Por meio da 

caracterização farmacológica evidenciou-se que, uma fração apresentou efeito 

vasodilatador hipotensor e outra efeito hipertensor, estatisticamente. A fração 

hipotensora foi recromatografada e um único componente identificado com a 

sequência QHILIYVGVHD e massa molecular 1295 Da. Por sua vez, esta molécula 

natural com atividade hipotensora foi submetida à síntese peptídica. A forma 

sintética deste peptídeo quando submetida aos ensaios de contratilidade de tecido 

isolado in vitro de músculo liso em relação ao fármaco Captopril, o resultado foi 

negativo. 

Acredita-se que, a continuidade deste trabalho seja extremamente relevante, 

haja vista que, outras frações hipotensoras evidenciaram tendências para a 

atividade biológica vasoconstritora, alvo deste estudo. Além disso, estudos 

estruturais mais aprofundados poderão auxiliar na elucidação da conformação 

tridimensional dos compostos, a fim de dar um maior suporte na produção dos 

peptídeos sintéticos a serem revelados como potenciais candidatos à princípios 

vasoconstritores. 
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