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APRESENTAÇÃO

A obra intitulada “Prospecção de moléculas bioativas em animais e plantas: uma 
visão biotecnológica” consiste em uma coletânea de artigos científicos apresentados em 
9 capítulos, com enfoque em biotecnologia. Na mesma, foram expostos conhecimentos 
sobre bioquímica, microbiologia e bioinformática, com estudos em diferentes espécies, 
abrangendo a biodiversidade brasileira.

Na biotecnologia, os campos de estudos são muito amplos e englobam pesquisas 
complexas envolvendo microrganismos, plantas e animais. Desta forma, a obra 
apresenta pesquisas sobre moléculas bioativas derivadas de aracnídeos, insetos, 
répteis, anfíbios e plantas. Essas moléculas bioativas apresentam uma gama de 
atividades biológicas, e algumas dessas, com potencial antimicrobiano, inibidores de 
peptidases, entre outras, foram apresentadas no decorrer da obra. 

Ademais, moléculas protéicas bioativas provenientes de fontes naturais, podem 
ter sua sequencias primárias caracterizadas e modificada por meio da bioinformática 
(metodologia de desenho racional), que busca melhorar seu potencial terapêutico in 
vitro partindo de estudos in silico. 

As informações geradas nesta obra são de extrema relevância em nível 
acadêmico, pois mostra pesquisas básicas avançando para pesquisas aplicadas, o 
que proporciona o enriquecimento da comunidade científica e formação profissional 
de alunos de graduação e pós graduação.

Regina Meneses Gonçalves
Breno Emanuel Farias Frihling

Ludovico Migliolo
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CAPÍTULO 1

ANÁLISE DE PERFIL PROTEICO E AVALIAÇÃO DO 
POTENCIAL ANTIBACTERIANO DA HEMOLINFA DA 

ARANHA Nhandu carapoensis

Luiz Filipe Ramalho Nunes de Moraes
Universidade Católica Dom Bosco, Campo 

Grande – Mato Grosso do Sul

Patrícia Souza e Silva
Universidade Católica Dom Bosco, Campo 

Grande – Mato Grosso do Sul

Alexya Sandim Guindo
Universidade Católica Dom Bosco, Campo 

Grande – Mato Grosso do Sul

Ludovico Migliolo
Universidade Católica Dom Bosco, Campo 

Grande – Mato Grosso do Sul

RESUMO: A resistência bacteriana é um dos 
maiores problemas de saúde pública. Dentre 
os diversos micro-organismos patogênicos, 
podemos citar as bactérias como os principais 
agentes responsáveis por enfermidades e 
infecções que acometem a população mundial. 
Segundo a organização mundial da saúde 
(OMS), até o ano de 2050 mais de 10 milhões 
de pessoas morrerão devido à decorrência 
de infecções causadas por superbactérias, 
sendo na América Latina mais de 390 mil 
mortes atribuídas a estas bactérias. Infecções 
bacterianas podem gerar perdas financeiras 
globais de até 100 trilhões de dólares caso o 
quadro atual se mantenha. Diante disto torna-
se necessário buscar por novas ferramentas 
biotecnológicas, que permitam o combate 

eficaz às bactérias resistentes. As aranhas 
são fortes candidatos para a bioprospecção, 
pois são artrópodes peçonhentos com um 
sistema imunológico altamente especializado 
em combater infecções do tipo bacteriana, 
viral e até mesmo parasitária. Possuindo 
mecanismos de imunidade inata como cascata 
de coagulação, cascata de pró-fenoloxidase e 
síntese de peptídeos antimicrobianos. Poucos 
estudos ainda são realizados a respeito dos 
mecanismos do sistema imune de aracnídeos, 
muito menos sobre aranhas. Entender o sistema 
de defesa destes organismos pode revelar 
diversas moléculas ativas que contribuirão 
para o desenvolvimento de novas ferramentas 
biotecnológicas, visando o combate às infecções 
bacterianas. Este trabalho teve como finalidade 
avaliar o perfil por SDS-PAGE unidimensional e 
testar a sua atividade antibacteriana. A hemolinfa 
extraída da aranha Nhandu carapoensis 
demonstrou atividade contra bactérias gram-
negativas da espécie Klebsiella pneumoniae 
obtendo atividade de IC50 nas concentrações 
(512, 256, 128 e 54 µg.mL-1).
PALAVRAS-CHAVE: Bioprospecção, Aranha, 
Bactérias patogênicas, Nhandu carapoensis.

ABSTRACT: Bacterial resistance is one of 
the major public health problems. Among the 
various pathogenic microorganisms, we can 
cite bacteria as the main agents responsible for 
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diseases and infections that affect the world population. According to the World Health 
Organization (WHO), by the year 2050 more than 10 million people will die due to the 
result of infections caused by superbugs, being in Latin America more than 390 thousand 
deaths are attributed to these bacteria. These bacterial infections can generate global 
financial losses of up to U$ 100 trillion dollars if the current situation persists. In view 
of this it is necessary to search for new biotechnological tools that enable effective 
combat against superbugs. Spiders are strong candidates for bioprospection, because 
they are venomous arthropods with a highly specialized immune system to fight 
bacterial, viral and even parasitic infections. Possessing innate immunity mechanisms 
such as coagulation cascade, pro-fenoloxidase cascade and antimicrobial peptide 
synthesis. Few studies have yet been done on the mechanisms of the immune system 
of arachnids, much less on spiders. Understanding the defense system of these 
organisms can reveal several active molecules that will contribute to the development 
of new biotechnological tools, aiming to combat bacterial infections.This work aimed to 
evaluate the protein profile by one-dimensional SDS-PAGE and to test its antibacterial 
activity. The hemolymph extracted from the spider Nhandu carapoensis demonstrated 
activity against gram-negative bacteria of the species Klebsiella pneumoniae obtaining 
IC50 activity at the concentrations (512, 256, 128 and 54 µg.mL-1)
KEYWORDS: Bioprospection, Spider, Pathogenic bacteria, Nhandu carapoensis.

INTRODUÇÃO

Microrganismos patogênicos são responsáveis por milhares de mortes que 
acometem o ser humano nos dias atuais. Segundo a Organização Mundial da Saúde 
(OMS), caso nada seja feito para reverter este caso, até  2050 mais de 10 milhões 
de pessoas morrerão no mundo em decorrência à infecções bacterianas, devido à 
resistência aos antibióticos atribuídas às bactérias.

Bactérias resistentes estão listadas como uma das maiores preocupações da 
atualidade no eixo de saúde pública e privada no mundo. Estes organismos geram 
grande colápso em todo o mundo, gerando infecções e enfermidades às pessoas 
infectadas. Isso se deve ao fato de ao longo do tempo estes organismos adquirirem  um 
gene de resistência (plasmidial ou cromossomal) permitindo-as promover mecanismos 
que atuam diretamente nos antibióticos. Um mecanismo de resistência muito frequente 
entre as bactérias e que já é bem elucidado é a síntese da enzima β-lactamase, 
contém o potencial de degradar por meio de hidrólise do o anel β-lactâmico presente 
em diversos antibióticos comumente utilizados em ambientes hospitalar como é o caso 
da penicilina e as cefalosporinas (SANTOS, 2004; KUMAR; VALERA, 2013).

Dentre os grupos de bactérias relacionadas à resistência de antibióticos 
β-lactâmicos podemos citar gram-negativas e gram-positivas, sendo descritos e 
identificados mais de 200 tipos de ezimas β-lactamases classificadas em diferentes 
grupos funcionais (KUMAR; VALERA, 2013). Várias espécies de bactérias produzem 
β-lactamases de espectro estendido (ESBLs), sendo elas codificadas por genes 
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presentes em plasmídeos, como é o caso de CTX-M, pode apresentar diversas 
variações que resultam em diversos produtos de sua ação enzimática sobre os 
antibióticos,  possibilitando resistência a todas as penicilinas e cefalosporinas de 
terceira geração (BLAIR et al., 2015).

Entre as espécies relacionadas à resistência de antibióticos podemos citar 
Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecium, Pseudomonas 
aeruginosa, Clostridium difficile, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (SANTOS, 
2004). São descritos na literatura mais de 180 ESBLs, encontradas em Escherichia 
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis entre outras pertencentes à família 
das Enterobacteriaceae. Também sendo descrito em Pseudomonas aeruginosa e 
Acinetobacter baumannii (BAPTISTA, 2013).

Antibióticos podem ser classificados de duas formas distintas de acordo com sua 
função: bacteriostáticos, promovendo a inibição do crescimento bacteriano mantendo 
as colônias bacterianas em sua fase estacionária e, bactericidas, exterminando 
a população bacteriana, atuando em processos vitais para a integridade da célula, 
acarretando a morte celular. Cada antibiótico depende de uma concentração específica 
para que sua atividade seja mantida (BAPTISTA, 2013; PANKEY; SABATH, 2013).

Antibióticos podem ser classificados de duas formas distintas de acordo com sua 
função, bacteriostáticos promovem a inibição do crescimento bacteriano mantendo as 
colônia bacteriana em sua fase estacionária. Bactericidas exterminam a população 
bacteriana, utilizando de mecanismos bactericidas, atuando em processos vitais para a 
integridade da célula, acarretando à morte celular. Sendo que cada antibiótico depende 
de uma concentração específica para que sua atividade seja mantida (BAPTISTA, 
2013; PANKEY; SABATH, 2013).

Segundo a literatura, o antibiótico ideal deve ser um fármaco de alvo seletivo, 
espectro de ação estreito, de baixo nível de citotoxicidade, que não afete a microbiota 
saprófta, boa distribuição no local de infecção, ação bactericida rápida, possua 
poucas reações adversas, várias de vias de administração, não interfira no sistema 
imunológico do hospedeiro e nem iduza resistência, além de possuir um baixo custo/
benefício (BAPTISTA, 2013; KATZUNG, 2007, COSTA, 2017). Todavia, ainda não foi 
descoberto ou desenvolvido um antibiótico que detenha todas estas características, 
pois a relação entre antibióticos e bactérias não é linear (BAPTISTA, 2013; KATZUNG, 
2007; COSTA, 2016). 

Os antibióticos também podem ser classificados em famílias, baseando-se no 
seu mecanismo de ação. Sendo descritos cinco tipos de mecanismos de ação, sendo 
eles: Inibição da síntese da parede celular; Inibição da síntese ou dano da membrana 
citoplasmática; Inibição da síntese proteica nos ribossomas; Alteração na síntese dos 
ácidos nucleicos; alteração de metabolismos celulares (GOODMAN; GILMAN’S, 2008; 
KATZUNG, 2007).

Dentre os mecanismos de ação citados acima, podemos exemplificar alguns 
antibióticos como os β-lactâmicos (Penicilinas e Cefalosporinas), que atuam  
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interferindo a síntese da parede celular, inibindo enzimas necessárias para a 
formação do peptidoglicano, além da Bacitracina e Vancomicina (BAPTISTA, 2013; 
COSTA, 2017). Agentes antimicrobianos como os Aminoglicosídeos, Tetraciclinas, 
Cloranfenicol, Macrólitos, Licosamida e Oxazolinidonas são responsáveis por inibir ou 
modificar a síntese das proteínas, de maneira a se ligar em uma das duas subunidades 
dos ribossomos bacterianos, impedindo o crescimento bacteriano, sendo estes 
classificados como compostos bacteriostáticos (COSTA, 2016; COSTA, 2017).

A inibição da síntese de ácidos nucléicos se dá aos antibióticos que possuem 
ação de inibir enzimas que atuam no processo de replicação do DNA, como a girase e 
topoisomerase IV. Os anbióticos mais comuns são as quinolonas como a Ciprofloxacina, 
Norfloxacina e Ofloxacina (COSTA, 2016). Outros agentes como a Rifampicina atuam 
inibindo a RNA polimerase durante o processo de trancrição, impossibilitando a síntese 
de mRNA e consecutivamente a de proteínas (BAPTISTA, 2013; COSTA, 2017).

Dentre os antimicrobianos que agem promovendo a desorganização da membrana 
plasmática estão as Polimixinas. São compostos anfipáticos tensoativos que interagem 
com polissacarídeos inseridos na membrana externa. Atuam como carreadores 
de cátions de cálcio e magnésio, íons necessários para manter a integridade da 
membrana, alterando a sua permeabilidade e causando extravazamento do líquido 
intracelular (DZIDIC, 2008; COSTA, 2017). O metabolismo celular pode ser interferido 
por meio de agentes como Sulfonamidas e o Trimetropim, que bloqueiam diversas 
etapas dos processo de síntese de ácido fólico, um elemento determinante para que 
ocorra a sínte de DNA e RNA, atuando como um cofator (DZIDIC, 2008).

A resistência bacteriana é um fenômeno recente e seus mecanismos podem 
surgir do próprio micro-organismo que podem resistir à ação de um determinado 
antibiótico devido a uma caracteristica estrutural/funcional da própria espécie (BLAIR, 
2015) ou adquiridos por meio de transmissão do material genético proveniente de 
outros microrganismos que contenham genes de resistência através de conjugação, 
transformação e transdução (COSTA, 2016) ou através de mutações que podem 
ocorrer durante a replicação celular ou indução por agentes mutagênicos como a 
radiação ionizante e não-ionizante, agentes alquilantes ou espécies reativas de 
oxigênio  (RICE, 2005; BAPTISTA, 2013; COSTA, 2017).

Desde a descoberta da Penicilina, por Alexander Fleming, em 1928, o mercado 
passou a produzir e descobrir diversos outros tipos de antibióticos. De início isto 
causou um grande impacto no combate às infecções, trazendo um marco na evolução 
da medicina, pois até então não havia forma eficiente para o combate ás infecções 
bacterianas, promovendo a redução das taxas de morbidade e mortalidade (COSTA, 
et al., 2012). Em decorrência ao uso indevido destes fármacos utilizados no tratamento 
contra ás infecções, o surgimento de micro-organismos resistentes aumentou, 
pricipalmente nos últimos anos. Isso ocorre, pois estas bacterias se acumulam e se 
disseminam, trazendo um grande risco para a população, pois o espectro de fármacos 
utilizados para o tratamento de infacções diminui devido à resistência. Diante deste 
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contexto, os pacientes estão mais suscetíveis à complicações e o tempo de estadia 
hospitalar aumenta (COSTA, 2017, SIQUEIRA, 2004).

Microrganismos portadores de resistência intrínseca ou de genes de resistência, 
possuem maior vatagem competitiva. Os antibióticos geram uma pressão seletiva, 
eliminando os organismos não resistentes e permitindo a perpetuação dos resistentes 
(KUMAR, 2013). A capacidade bioquímica expressa por estes micro-organismos 
favorece seu desenvolvimento, mesmo em um ambiente de alta competição e pressão 
seletiva, selecionando organismos resistentes à agentes antimicrobianos presentes 
em uma comunidade microbiana (GUSTAVO, 2008; COSTA, 2017).

Os mecanismos bioquímicos retratados na literatura são: inativação enzimática 
do antibiótico, modificação do alvo do antibiótico, bombas de efluxo, alteração da 
permeabilidade da membrana e formação de biofilme (baptista, 2013; costa, 2017).

A Inativação ezimática do antibiótico se baseia num mecanismo enzimático 
de resistência, promovendo a inativação do antibiótico por meio de enzimas que 
degradas ou inativam o fármaco. Este mecanismo de resistência pode envolver três 
tipos de processos, sendo eles hidrólise, transferência de um grupamento químico ou 
oxiredução (COSTA, 2017). Um exemplo mais conhecido deste tipo de resistência é 
a produção da enzima β-lactamase, capaz de hidrosilar o anel β-lactâmico, presente 
em diversas bactérias Gram-positivas e Gram-negatovas, capaz de atuar degradando 
antibióticos como as penicilinas e cefalosporinas. Existem também as ESBLs, um tipo 
de β-lactamase que possui diversas variantes e produtos de tradução que conferem 
resistência a todas as penicilinas e cefalosporinas (KUMAR, 2013).

Há também a inativação de antibióticos pela ação de enzimas catalizadoras 
denominadas transferases, que promovem reações do tipo O-acetilação, N-acetilação, 
O-fosforilação, O-nucleodilação, O-ribosilação, O-glicosilação ou transferência de 
acidos graxos. Estas enzimas são dependentes de co-substratos como ATP, acetil-
Coenzima A, NAD+, UDP-glicose ou glutationa (BAPTISTA, 2013; COSTA, 2017). Este 
tipo de mecanismo de resistência pode afetar diferentes classes de antibióticos com é 
o caso dos mecrolídeos, aminoglicosídeos, anfenicóis, fosfomicina e estreptograminas 
(BLAIR, 2015; COSTA, 2017).

Dentre as ezimas transferases que atuam inativando os antibióticos, podemos 
citar a Cloranfenicol Acil-transferases, Aminoglicosídeo Acetil-transferases, 
Virginamicina Acetil-transferases e Macrolídeo Quinases, conferindo resistência aos 
farmacos Cloranfenicol, Aminoglicosídeos, Estreptograminas e Macrólideos, presentes 
em espécies como Staphylococcus aureus, Serratia marcescens, Escherichia coli e 
Pseudomonas aeruuginosa (KUMAR, 2013; COSTA, 2017). Enzimas como a TeTX, 
promovem a oxidação ou redução de antibióticos a Tetraciclina (BAPTISTA, 2013).

Modificação do alvo do antibiótico consiste na alteração estrutural do alvo 
de ligação do antibiótico, ainda mantendo a mesma função. Este mecanismo de 
resistência é comumente relatado em Staphylococcus aureus, que são portadoras de 
um elemento genético móvel denominado SCCmec, que possui em sua integridade o 
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gene mecA, conferindo resistência à Meticilina (DZIDIC et al., 2008; COSTA, 2017).
Bombas de efluxo também é outro processo fisiológico no qual um complexo 

proteico transmembranar, que atua exportando agentes antimicrobianos que 
adentraram à célula bacteriana de volta para o meio extracelular, acarretando baixos 
níveis de antibiótibicos no interior da bactéria. Bombas de efluxo é um mecanismo de 
resistência com potencial para combater todos as classes de antibióticos, atuando 
essencialmente para Tetraciclinas, Macrólidos e Fluoroquinolonas (DZIDIC et al., 
2008; COSTA, 2017).

Este mecanismo de resistência esta relacionado à diversos genes que codificam 
diferentes transportadores de antibióticos. Dentre os genes relacionados podemos 
citar mef, msr e vga, presentes em cocos Gram-positivos resistentes a Macrólitos, 
Lincosamina e Estreptogramina B. Há também descrito o gene TET, assiciado à 
resistência para Tetraciclinas. Além do gene  acrR que codifica um sistema de efluxo 
denominado AcrAB-TolC, presente em Escherichia coli, além de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas. Existem diversos tipos de bombas de efluxo, sendo este 
um mecanismo que atua como transportadores ativos dependentes da hidrólise de 
ATP e pelo gradiente iônico intracelular (BAPTISTA; KUMAR,  2013; COSTA, 2017).

A alteração da permeabilidade da membrana é outro mecanismo de resistência 
aos antibióticos que é caracterizado pela diminuição do potencial de permeabilidade 
da membrana das bactérias. Existem três formas de um fármaco penetrar a membrana 
celular, por meio de difusão pelas porinas, difusão da bicamada fosfolipídica ou 
um mecanismo denominado self promoted uptake dependendo das características 
fisico-químicas e estruturais de cada antibiótico, por exemplo, compostos hidrofílicos 
penetram através das porinas (DZIDIC, 2008; DECLOUR, 2009; COSTA, 2017). 

Este tipo de resistência baseia-se na mudança da permeabilidado fármaco devido 
à alterações estruturais, ou de quantidade, seletividade ou do tamanho das porinas, 
além de variações na estrutura e tamanho de lipopolissacarídeos (LPS) (BAPTISTA, 
2013; COSTA, 2017). Uma alteração na permeabilidade da membrana pode contribuir 
para a diminuição da concentração do antibiótico no meio intracelular das bactérias, 
sendo este um mecanismo de resistência eficiente para o combate à farmacos como 
β-lactâamicos, Aminoglicosídeos, Cloranfenicol e Fluoroquinolonas, descrito em 
bactérias Gram-negativas (DECLOR, 2009, BAPTISTA, 2013; COSTA, 2017).

A formação de biofilme é considerado o mais recente mecanismo de resistência 
bacteriana. O biofilme permite o desenvolvimento bacteriano em diversos tipos de 
ambientes, dentre alguns deles podemos citar placas dentárias, ambientes aquáticos, 
catéteres médicos e feridas traumáticas, agrupados de tal maneira que são protegidos 
contra entradaa de multiplos fármacos (KUMA et al., 2013). 

A formação de biofilme ocorre em duas fases diferenciadas, sendo a primeira 
a adesão de células planctônicas em um superfície, a segunda fase é caracterizada 
pelo surgimento de micro colônias que se agrupam em multicamadas celulares, dando 
início à síntese e secreção de uma matriz extracelular composta por proteínas e 
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polissacarídeos. No interior da matriz as colônias de uma ou mais espécie de bactérias 
podem se comunicar através de um mecanismo químico denominado quorum sesin, 
promovendo a ativação de genes responsáveis pela formação de exopolissacarídeos 
e até a troca de informações genéticas como genes de resistência (SOUZA et al., 
2011; COSTA, 2017).

A biotecnologia é uma ciência que evolui rapidamente ao longo dos últimos anos 
e exerce um papel importante, aplicando recursos e sistemas biológicos, vinculados à 
tecnologia para contribuir com alguma finalidade em processos específicos. Atualmente 
pesquisas são realizadas com  extratos de fluídos de diversos animais, com intuito 
de identificar moléculas bioativas com a finalidade do combate a micro-organismos 
patogênicos. A toxina de aracnídeos é composta por diversos tipos de proteínas e 
peptídeos, cada qual com sua atividade e função específica (FERNANDES, 2010; 
PINTO, 2014).

Além da toxina há também a hemolinfa, que ainda não é bem elucidada pois são 
poucos os estudos realizados com este tipo de fluído, mas que apresenta potencial 
farmacológico e pode se tornar um forte candidato na busca por compostos ativos. Isto 
permite a realização de pesquisas com bactérias e biofilmes, estudando a reação a 
resposta dos mesmos, em busca de uma maneira mais viável de combatê-los, além de 
utilizar recursos biológicos e não tóxicos para o organismo humano (SILVA Jr, 2000).

As aranhas pertencem a ordem Araneae e representam um grande exemplo 
de adaptação, podendo ser encontradas desde desertos quentes até os picos mais 
remotos de montanhas, presentes em todas as regiões do mundo com exceção dos 
polos árticos. São indivíduos solitários e ótimos caçadores, as aranhas constituem a 
maior ordem de aracnídeos. Foram descritas aproximadamente 32 mil espécies no 
mundo, podendo este ser apenas uma pequena parcela do verdadeiro valor. Aranhas 
são animais peçonhentos (exceto Uloboridae), capazes de inocular o seu veneno por 
meio das quelíceras. A toxina produzida auxilia principalmente em sua alimentação, 
como forma de captura e paralização da presa, realizando a pré-digestão e quebra dos 
tecidos (RUPPERT & BARNES, 1996).

Por maior que seja a riqueza de espécies de aranhas, poucos estudos são 
realizados com estes animais, o mesmo ocorre com escorpiões, serpentes e anuros, 
sendo poucas as espécies que têm sua toxina ou hemolinfa totalmente caracterizadas. 
A toxina das aranhas é composta basicamente por nucleotídeos, íons inorgânicos, 
aminoácidos livres, neurotransmissores, poliaminas, peptídeos, proteínas e enzimas 
(ESCOUBAS, 2004). No entanto há uma necessidade maior ênfase de estudos das 
moléculas neurotóxicas presentes no troxina de aranhas, composta principalmente 
de acilpoliaminas e toxinas polipeptídicas, atingindo receptores de glutamato 
(neurotransmissor excitatório em músculos esqueléticos de invertebrados e no sistema 
nervoso de central em mamíferos) e canais iônicos da membrana de células excitáveis 
(BORGES, 2008).

O número de espécies realmente causadoras de acidentes graves não ultrapassa 
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o de 30 em todo o mundo. No Brasil, os gêneros que oferecem grande risco á saúde 
humana são Phoneutria, Loxosceles e Latrodectus. Outras espécies, não pertencentes 
a estes gêneros, podem picar, porém geralmente a consequência é apenas uma 
dor local (SOERESEN, 2000). De forma geral a maioria destas aranhas podem ser 
encontradas no Cerrado brasileiro, algumas como a Loxosceles laeta e Phoneutria 
nigriventer são frequentemente encontradas em regiões urbanas.

Em contrapartida, aranhas também apresentam além do veneno outros 
mecanismos de interesse biotecnológico. A hemolinfa dos artrópodes exerce função 
fisiológica semelhante ao sangue dos vertebrados. Apresentando em sua composição 
hemócitos e plasma, sendo a hemocianina a principal proteína desta substância, 
exercendo papel semelhante à hemoglobina nos vertebrados (BEDNASKII, 2013).

O sistema imunológico dos invertebrados pode ser amplamente explorado, 
levando em consideração sua complexidade, uma vez que os artrópodes se diferenciam 
dos vertebrados por não apresentarem memória imunológica ou imunoglobulinas, 
sustentando sua linha de defesa em complexas reações celulares. Nessas reações 
os hemócitos atuam reconhecendo invasores microbianos (geralmente bactérias 
e fungos), fagocitando e promovendo a morte por meio de substâncias tóxicas que 
são liberadas em nódulos ou enzimas como a fenoloxidase, enzima que faz parte 
de um complexo de proteases, formando o complexo das pró-fenoloxidases que se 
tornam ativas ao reagirem com mínimas concentrações de lipopolissacarídeos ou 
peptideoglicanos que normalmente compõem membranas de bactérias (SODERHALL 
& CERENIUS, 1998).

Ao serem infectados com parasitas ou micro-organismos patogênicos, os 
artrópodes e consequentemente as aranhas iniciam um processo de produção de 
uma série de peptídeos e enzimas antimicrobianas que antes permaneciam em baixas 
concentrações no organismo, tendo como finalidade reconhecer e interagir com os 
patógenos, promovendo a catálise celular dos mesmos (SILVA Jr, 2000).

O número de pesquisas realizadas com a hemolinfa destes animais é ainda 
menor em relação ao das toxinas. Como exemplo alguns os peptídeos presentes 
na hemolinfa de aranhas da espécie Acanthoscurria gomesiana foram sintetizados: 
theraphosinina (sequência parcial), 4.052,5 Da, atividade contra bactéria Gram-
positiva: M. luteus A270; mygalomorphina (sequência parcial), 415,9 Da, atividade 
contra bactéria Gram-negativa: E. coli SBS363; gomesina (sequência total), 2.270 Da, 
atividade contra bactérias Gram-positivas Aerococcus viridans, Bacillus cereus, Bacillus 
magaterium, Bacillus thuringiensis, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, 
Micrococcus luteus, Pediococcus acidilacrici, Staphylococcus aureus, Gram-negativas 
Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, fungos Alternaria brassicicola, Aspergillus 
fumigatus, Fusarium culmorum, Trichoderma viride, Candida albicans, protozoários 
Leishmania (L.) amazonensise e células cancerígenas. Acanthoscurrina (sequência 
parcial), 10.249 Da, atividade contra bactéria Gram-negativa E. coli SBS363 e fungo 
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C. albicans (SILVA Jr, 2000).

METODOLOGIA

Coleta de Animais

Aranhas de diferentes espécies foram coletadas por meio de busca ativa em 
áreas antropizadas do bioma Cerrado e Pantanal. As espécies de aranhas foram 
mantidas em cativeiro visando aperfeiçoar a produção e coleta de hemolinfa.

Extração da Hemolinfa e Preparo do Extrato Bruto

A hemolinfa de aranhas macho e fêmea da espécie Nhandu carapoensis em 
diferentes estágios de crescimento foram coletadas por meio de punção de vaso dorsal 
(Figura 1) por intermédio de uma agulha de insulina e seringa de 1 mL, na presença 
de tampão citrato de sódio (nacl 0,45m; glicose 0,1m; citrato trisódico 30mm; ácido 
citrico 26mM; EDTA 10mM), pH 4,6 (2 volumes de hemolinfa:1 volume de tampão). Os 
hemócitos foram separados do plasma por centrifugação a 14000 rpm, durante 10 min 
a 4°C. O sobrenadante foi coletado, liofilizado e armazenado à -20 °C para posteriores 
análises.

Quantificação Proteica

Após a liofilização as amostras foram ressuspendidas no volume mínimo (solução 
estoque) e quantificadas pelo método de Bradford (1976). Nesta técnica, a absorbância 
das proteínas foi avaliada pelo corante Comassie Brilliant Blue G-250 em meio ácido 
resultando na modificação da cor da solução sendo detectável em um comprimento de 
onda de 595 nm (QUEIROZ, 2012). Para a calibração da curva foi utilizado albumina 
sérica bovina (BSA), em diferentes concentrações. Todas as quantificações foram 
realizadas em triplicata e expressas com o desvio padrão.

Perfil Eletroforético por SDS-PAGE

A separação das proteínas dahemolinfa extraída foi realizada por meio da técnica 
de eletroforese em SDS-PAGE unidimensional, conforme o método de Laemmli (1970). 
O gel desnaturante foi preparado nas concentrações de 12% no gel de corrida e 5% 
no gel empilhador. Para a comparação de massa molecular, foi utilizado o padrão da 
POMEGA® (The Broad Range Protein Molecular Weight Markers o qual possui massas 
moleculares com 225, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 15 e 10 kDa). A corrida foi realizada nas 
seguintes condições: 80v, durante aproximadamente 3h. Após o término das corridas, 
os géis foram corados em solução corante de Comassie Brilhant Blue. Após descorar 
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os géis, os mesmos foram escaneados para posteriores análises. Todos os géis foram 
realizados em réplicas técnicas e biológicas.

Avaliação da Atividade Antibacteriana

Cepas de Kelbsiella peneumoniae foram utilizadas para os ensaios antibacterianos 
com hemolinfa de Nhandu carapoensis. As bactérias foram plaqueadas em placas 
com ágar Mueller-Hinton e incubadas em agitador sob-rotação de 200 rpm a 37°C, 
overnight. As leituras para análise de crescimento bacteriano foram medidas em 
espectrofotômetro a 600 nm utilizando 100 µL de cada réplica. Os testes de CIM foram 
realizados de acordo com o protocolo estabelecido pelo CLSI (Wayne, 2012) por meio 
do método de diluição em microplacas de 96 poços. Três réplicas técnicas foram 
organizadas nas microplacas a uma concentração bacteriana final de 2-5 x 105 ufc.
mL-1. A hemolinfa foi testada em concentrações que variam de 4 a 512 µg.mL-1. Como 
controle positivo foi utilizado Cloranfenicol nas mesmas concentrações da hemolinfa, 
enquanto que a suspensão bacteriana em MHB foi utilizada como controle negativo. 
As microplacas foram incubadas a 37 ºC durante 18 h e as leituras foram realizadas 
em leitor de microplacas a 600 nm após o tempo de incubação.

Avaliação Antibiofilme

A formação de biofilmes foi obtida utilizando o meio líquido BM2 [fosfato de 
potássio 62 mM, (NH4)2SO4 7 mM, MgSO4 2 mM, FeSO4 10 µM e glicose 0,4%]. 
Culturas bacterianas de Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) crescidas durante 18 h 
em caldo Mueller-Hinton (MHB) foi diluída (1:100, v:v) em BM2. Em placas de fundo 
redondo de 96 poços a cultura foi adicionada com hemolinfa em diluição em séries de 
4 a 1024 µg.mL-1, finalizando o experimento em 100 µL e foi incubado por 24 horas a 
37 ºC. O controle de crescimento negativo continha apenas bactérias, como controle 
positivo foi utilizado ciprofloxacina nas concentrações da hemolinfa. O crescimento 
de células planctônicas foi avaliado utilizando a absorbância a 600 nm. O meio foi 
removido e os poços da microplaca foram lavados duas vezes com água deionizada. 
Células aderentes foram coradas com cristal violeta a 0,01% por 20 min. Os poços da 
microplaca foram lavados duas vezes com água deionizada, secadas ao ar e o cristal 
violeta aderido às células foi solubilizado com 110 µL de etanol a 60%. A formação de 
biofilmes foi obtida utilizando absorbância a 595 nm. Todas as leituras de absorbância 
foram realizadas com o leitor de microplacas (Bio-TekInstruments, Inc., United States). 
Para cada experimento foram realizados repetições técnicas e biológicas.
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Ensaio Hemolítico in vitro

O ensaio hemolítico foi desenvolvido conforme Kim e colaboradores (2005), com 
algumas modificações. Sangue fresco foi coletado de camundongos saudáveis em 
tubos BD Vacuntainer com EDTA e centrifugadas a 1600 rpm por 2 min três vezes com 
tampão fosfato (0,01 M, pH 7,4). Alíquotas de 50 µL da suspensão de células a 1% foi 
incubada com 50 µL de uma série de diluições em 512 a 4 µg.mL-1 amostras testes. 
Os experimentos foram realizados em microplaca de 96 poços. A placa foi incubada à 
temperatura ambiente por uma hora. A hemoglobina liberada foi monitorada a 415 nm 
no leitor de microplacas BioRad. Triton X-100 (1%) foi utilizado como controle positivo, 
representando 100% de lise celular e tampão fosfato (0,01 M, pH 7,4) foi utilizado, 
como controle negativo, representando 0% de hemólise. Todos os experimentos 
foram desenvolvidos em triplicata a expressos com desvio padrão. A porcentagem de 
hemólise foi calculada utilizando a seguinte equação:

% de hemólise = (A415 nm com a solução da hemolinfa – A415nm em tampão fosfato) x 100

                   (A415 nm com Triton X-100 – A415 nm em tampão fosfato)

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Coleta de Animais e Extração de Hemolinfa

Exemplares da espécie Nhandu carapoensis (espécie frequentemente encontrada 
na região) foram coletados na região de Campo Grande-MS, Latitude: -20.4435, 
Longitude: -54.6478 20° 26′ 37″ Sul, 54° 38′ 52″ Oeste e levados ao laboratório. 
Em laboratório as aranhas foram devidamente imobilizadas expondo a região dorsal 
do opstossoma (abdome). Após a raspagem das cerdas foi possível localizar o vaso 
dorsal (coração) que armazena e distribui hemolinfa para o restante do corpo em todas 
as espécies de aranhas, podendo variar seu tamanho de acordo com o animal.

Por intermédio de uma seringa de insulina de 1 mL (Figura 3 B), a hemolinfa 
foi coletada do interior do vaso cardiovascular das aranhas na presença de tampão 
citrato de sódio. Os hemócitos foram separados do plasma por centrifugação à 14000 
rpm, durante 10 min sob temperatura constante de 4°C. Aproximadamente 7 mL de 
hemolinfa foram coletado num total de seis extrações de um indivíduo adulto, fêmea 
da espécie Nhandu carapoensis.
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Figura 01. (A) Opstossoma de Nhandu carapoensis após raspagem de cerdas. É possível 
observar uma região mais escura na parte raspada, onde logo abaixo da cutícula encontra-
se o vaso cardiovascular dorsal presente em todas as espécies de aranhas. (B) Extração de 
hemolinfa a partir do vaso cardiovarcular dorsal da aranha Nhandu carapoensis, com auxílio 
de seringa contendo 200 µL de Tampão Citrato de Sódio, para evitar possível coagulação do 

material coletado.

Quantificação Proteica

As amostras coletadas foram imediatamente quantificadas por meio do método 
Bradford e analisadas num equipamento espectrofotométrico. A partir da curva da 
albumina foi possível constatar a concentração de proteínas em µg.mL-1. A reação 
com o corante Comassie Brilliant Blue G-250 indica a presença de proteínas. Por meio 
do monitoramento da absorbância de luz pelo aparelho espectrofotométrico foi obtido 
a concentração protéica.

Análise em SDS-PAGE

O gel de eletroforese unidimensional realizado com extrato bruto de hemolinfa 
da aranha Nhandu carapoensis apresenta proteínas com massa molecular entre 150 
e 15 kDa, em contrapartida, estudos realizados por Sanggaard (2015) revelaram uma 
série de proteínas presentes no plasma da aranha Acanthoscurria geniculata, dentre 
estas podemos citar Hemolectin-likeprotein 1, de 549.3 kDa, Hemocianin G, F, A, E, E, 
D, C e Bchain, de massa molecular respectivamente72.3, 72.5, 60.6, 26.2, 53.2, 73.4, 
73.2 e 62.3kDa. Hemollectin-like protein 2, 380 kDa, Histones, 14.4, 13.8 e 14.2 kDa e 
Complement componente 3 de 67.8 e 127.4 kDa e Hydroxy butyrate dehydrogenase 
de 38.7 kDa.

Muitas destas proteínas estão associadas ao sistema imune das aranhas, além 
da circulação de oxigênio e mecanismos de coagulação (SANGGAARD, 2015). A 
resposta imune das aranhas e dos artrópodes em geral é baseada na imunidade 
inata. Sua circulação aberta torna-os mais suscetíveis a perda de hemolinfa por 
lesão, sendo mais propensos à infecções. Para solucionar este tipo de problema, 
os artrópodes desenvolveram um eficiente mecanismo de coagulação, de rápida 
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atividade, sendo também de importante papel no sistema imunológico, uma vez que 
imobilizadas no coágulo as bactérias aprisionadas acabam morrendo. Em humanos 
vemos mecanismos semelhantes, onde armadilhas extracelulares de neutrófilos e o 
coágulo humano também são capazes de imobilizar e matar bactérias (BRINKMANN, 
2004; LOOF, 2011).

O plasma de hemolinfa dos artrópodes em geral é composto por proteínas livres, 
células e peptídeos antimicrobianos. A proteína mais comum presente na hemolinfa 
de diversos artrópodes é a hemocianina. Esta é um complexo proteico constituído por 
cadeias menores, que é responsável pela captação e transporte de oxigênio (O2). As 
hemocianinas descritas na literatura assumem um formato de hexâmero, incluindo ao 
longo de sua cadeia anéis porfirínicos ligados à íons de cobre. Estudos realizados por 
Liu e colaboradores (2018), desenvolveram um peptídeo antimicrobiano denominado 
B11, derivado da hemocianina de Litopenaeus vannamei. SILVA-JUNIOR (2000) isolou 
o peptídeo gomesina, theraphosina, mygalomorphina e acanthoscurrina, presentes na 
hemolinfa da aranha Acanthoscurria gomesiana.

Figura 02. Gel de eletroforese (SDS-PAGE), com bandas proteicas coradas por Coomassie 
Brilliant Blue G-250, sendo M: Marcador molecular, apresentando bandas de 150, 100, 75, 

50, 35, 25, 15 e 10 kDa. E 1: Extrato bruto de hemolinfa de aranhas da espécie Nhandu 
carapoensis.

Ensaio Antibacteriano

Os ensaios realizados utilizando amostras do extrato bruto de hemolinfa da 
aranha Nhandu carapoensis frente à cepas bacterianas de Klebsiella pneumoniae, 
demonstraram inibição de crescimento em células planctônicas, obtendo maior inibição 
na concentração de 512 µg.mL-1.
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Figura 03. Gráfico representativo da atividade antibacteriana do extrato bruto de hemolinfa 
da aranha Nhandu carapoensis. Em preto o crescimento de células plantônicas na presença 
da amostra de hemolinfa em diferentes concentrações, em cinza na presença do antibiótico 

cloranfenicol.

Ensaio Antibiofilme

As amostras também demonstraram atividade inibindo a formação de biofilme em 
cepas bacterianas de Klebsiella pneumoniae, obtendo maior inibição na concentração 
de 1024 µg.mL-1.

Figura 04. Gráfico representativo da atividade antibiofilme do extrato bruto de hemolinfa da 
aranha Nhandu carapoensis. Em preto a porcentagem de formação de biofilme na presença de 

hemolinfa em diferentes concentrações. Em cinza na presença do antibiótico ciprofloxacina.

Ensaio Hemolítico

O extrato bruto de hemolinfa da aranha Nhandu carapoensis não apresentou 
atividade hemolítica.

CONCLUSÃO

O extrato bruto de hemolinfa da aranha Nhandu carapoensis possui diversos 
componentes proteicos, que podem estar relacionados com seu sistema imune. E 
possui atividade frente à bactérias Gram-negativas da espécie Klebsiella pneumoniae, 
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inibindo 50% da população bacteriana, além de atividade antibiofilme.
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RESUMO: Se tratando de saúde pública 
e privada, as infecções bacterianas e as 
neoplasias figuram entre as principais causas 
de mortalidade no mundo. Em virtude à 
gravidade desses problemas e a escassez de 
terapias específicas, moléculas provenientes 
de fontes naturais têm despertado o interesse 
de  pesquisadores. Estas moléculas são de 
interesse especial devido suas múltiplas funções 
biológicas. Portanto, o objetivo deste trabalho 
foi caracterizar o potencial bioativo da peçonha 
de Tityus confluens frente ao biofilme de 
Klebsiella pneumoniae carbapenemase positiva 
e tumor ascítico de Ehrlich. Os indivíduos de T. 
confluens foram anestesiados e eutanasiados 
com gelo para remover o télson, a partir do 
qual a peçonha foi obtida, e posteriormente, o 
extrato bruto. A quantificação proteica do EB foi 
realizada pelo método de Bradford. Monitorou-
se o perfil proteico por SDS-PAGE a 12%. A 

avaliação da atividade antibiofilme foi realizada 
utilizando o método de microdiluição em caldo 
em placas de 96 poços. Também foi realizado 
ensaio frente a células tumorais em cultura pelo 
método do MTT. Como resultados, visualizou-
se bandas proteicas entre 6,5 e 205 kDa.  Para 
os ensaios biológicos in vitro, a peçonha não 
apresentou inibição contra células planctônicas 
e biofilme nas concentrações testadas. 
Observou-se a viabilidade das células do tumor 
ascítico de Ehrlich após 24h de incubação, com 
atividade da peçonha na concentração máxima 
testada. Porém, após 48h, não foi observada 
nenhuma atividade. Contudo, mais estudos 
são necessários para elucidar a atividade 
antimicrobiana da peçonha de T. confluens, uma 
vez que, frente à células tumorais, a peçonha 
apresentou potencial biotecnológico.
PALAVRAS-CHAVE: escorpião, resistência 
microbiana, biofilme, células cancerígenas.

ABSTRACT: In the case of public health, 
bacterial infections and neoplasias are among 
the main causes of mortality in the world. The 
severity of these problems and the lack of 
specific therapies, molecules derived from 
natural sources have aroused the attention of 
researchers. These molecules are of special 
interest because of their multiple biological 
functions. Therefore, the objective of this work 
was to characterize the bioactive potential of 

https://www.google.com.br/search?q=TUMOR%2BASCITICO%2BDE%2BEHRLICH&amp;amp%3Bamp%3Bspell=1&amp;amp%3Bamp%3Bsa=X&amp;amp%3Bamp%3Bved=0ahUKEwiL_OOFnoDXAhUHOZAKHUg9Ag4QvwUIJCgA
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Tityus confluens venom against strains of Klebsiella pneumoniae carbapenemase 
positive biofilms and Ehrlich ascites tumor. The individuals of T. confluens were 
anesthetized and euthanized with ice to remove the telson, from which the venom 
was obtained and then the crude extract. Protein quantification of EB was performed 
by the Bradford method. The protein profile was monitored by 12% SDS-PAGE. The 
evaluation of antibiofilm activity was carried out using the broth microdilution method 
in 96 well-plates. In addition, tumor cell culture assay was also performed by the MTT 
method. As results, protein bands between 6.5 and 205 kDa were observed. For the 
in vitro biological assays, the venom did not exhibit inhibition against planktonic cells 
and biofilm at the concentrations tested. The viability of the Ehrlich ascitic tumor cells 
was monitored after 24h incubation, with venom activity evaluated at the maximum 
concentration tested. However, after 48 hours no activity was detected. However, 
further studies are needed to elucidate the antimicrobial activity of the T. confluens 
venom, since the venom presented a biotechnological potential against the tumor cells.
KEYWORDS: scorpion, microbial resistance, biofilm, cancer cells.

1 | 	INTRODUÇÃO

Infecções causadas por bactérias, principalmente quando se trata das 
superbactérias, estão sendo um dado preocupante segundo informações da 
Organização Mundial da Saúde (OMS), onde em 35 anos esse problema poderá 
matar mais que o câncer (BBC, 2014). Dentre esses problemas destacamos aqueles 
promovidos pela superbactéria Klebsiella pneumoniae carbapenemase positiva (KpC). 
Essa bactéria tem proporcionado um aumento em infecções nosocomiais, como por 
exemplo, pneumonia, meningite e infecções do trato urinário, o que contribui com 
mais de 50% nas taxas de mortalidade. A K. pneumoniae KpC pode ser oportunista, 
atacando, principalmente, pacientes imunodeprimidos (RIBEIRO et al., 2015).

As bactérias estão em constante processo de mutação, o que favorece a 
disseminação e aumento da resistência. K. pneumoniae KpC tem como um dos seus 
mecanismos de resistência, a produção de enzimas, como por exemplo as β-lactamases, 
que hidrolisam antibióticos que possuem o anel β-lactâmico (BRADFORD et al., 2004; 
SANTAJIT e INDRAWATTANA, 2016).

Outro mecanismo conhecido de evolução dos microrganismos para impedir a ação 
dos fármacos é a formação de biofilme, um problema alarmante, pois são infecções 
graves e de difícil tratamento (VERMA et al., 2010). Biofilmes são comunidades 
bacterianas que se agregam a uma superfície formando uma matriz extracelular com 
polissacarídeos, ácidos graxos e DNA. Essa matriz confere a esses organismos maior 
capacidade de resistência aos antibióticos (CHIN et al., 2015).

Outro dado preocupante no âmbito da saúde é o câncer, onde, dados estatísticos 
da OMS mostram que os casos aumentarão em 50% até 2030 (ABIIS, 2016). A palavra 
câncer designa, especificamente, tumores malignos, que podem ou não serem 
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provenientes de neoplasias benignas. Tumores malignos tem alta capacidade de realizar 
metástase, piorando a saúde do paciente, já que neste caso, outros órgãos e tecidos 
são atingidos. Os tumores ou neoplasias se desenvolvem devido a hiperproliferação 
das células, havendo um desregulamento na diferenciação celular deixando as células 
atípicas e, consequentemente, ocorre a interrupção da organização normal do tecido. 
As neoplasias podem ser causadas por diversos fatores como exposição à radiação, 
patógenos, mutações e/ou hereditariedade (AKTIPIS et al., 2015).

O tumor de Ehrlich, um adenocarcinoma mamário com capacidade de crescimento 
em forma ascítica, é um modelo bem estabelecido e muito utilizado na linha de 
investigação de neoplasias. Estudar neoplasias em cultivo celular torna possível a 
elucidação de mecanismos biológicos envolvidos na patogênese da doença, bem 
como possibilita o desenvolvimento de agentes citotóxicos não nocivos às células 
normais (CALIXTO-CAMPOS et al., 2013; SAAD- HOSSNE et al, 2004).

Tendo em vista que os problemas relatados são de difícil tratamento, e em 
alguns casos, não há terapia medicamentosa específica disponível para combatê-los, 
a busca por moléculas bioativas de origem animal está sendo uma nova alternativa no 
desenvolvimento de novas drogas mais eficazes. Com isso, peçonhas de escorpião 
são alvo de estudo devido sua complexidade, onde peptídeos, enzimas, proteínas, 
lipídeos e nucleotídeos, fazem parte de sua composição (DE MELO et al., 2015).

Notoriamente, a atividade biológica que peçonhas em geral apresentam, pode 
ser devido à fração peptídica ali presente (SANTOS, 2016). Dessa forma, estudos com 
peçonha bruta de escorpiões já demonstraram ações contra bactérias, por exemplo 
contra o bacilo Gram-negativo Pseudomonas aeruginosa (AHMED et al., 2012). Assim 
como peptídeos antimicrobianos (PAMs) isolados da peçonha escorpiônica foram 
ativos contra bactérias Gram-negativas resistentes a múltiplos fármacos, como por 
exemplo P. aeruginosa, K. pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae e 
Acinetobacter baumanii (HERNANDEZ-APONTE et al., 2011).

Outros estudos também mostram que peptídeos provenientes da peçonha de 
escorpiões possuem ação antitumoral, um exemplo são os neopladinas 1 e 2 isolados 
de Tityus discrepans que demonstraram atividade contra uma linhagem celular de 
carcinoma mamário humano (D’SUZE et al., 2010). O modo de ação dos peptídeos 
ainda é pouco conhecido, mas pode-se inferir que varia muito, o que depende da 
superfície das células em que ele vai entrar em contato, e da composição de 
aminoácidos do próprio peptídeo. Em um dos mais diversos casos, eles podem atuar 
eletrostaticamente na membrana da célula alvo, causando lise (CHEROBIM, 2014). 
Dessa forma, possivelmente, muitas doenças como infecções bacterianas e câncer 
poderão ser tratadas usando moléculas bioinspiradas nas moléculas da peçonha 
escorpiônica. Diante disso, este estudo teve como objetivo caracterizar o potencial 
bioativo da peçonha de T. confluens frente a biofilme de K. pneumoniae KpC e tumor 
ascítico de Ehrlich.
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2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Obtenção dos animais

Os escorpiões da espécie T. confluens foram obtidos por meio de busca ativa 
realizadas pela equipe do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) no município de 
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, coordenada pela bióloga Silvia Barbosa do 
Carmo. Os animais foram identificados pela ausência ou presença de serrilha no 
quarto seguimento da cauda.

2.2	Extração do Veneno e Preparo do Extrato Bruto

Para a extração do veneno foram utilizados 40 exemplares, com uma média de 
4,5 a 5,5 cm. Os animais foram anestesiados e eutanasiados em gelo, após isso o 
télson foi retirado e macerado em tampão NH4HCO3 50 mM pH 7,8. O extrato bruto 
(EB) foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 min à 4°C, o sobrenadante foi armazenado 
em refrigerador -20°C e o EB foi então liofilizado. Após a liofilização, o mesmo foi 
ressuspendido em 300 μL de água ultra pura e armazenado em refrigerador -20°C 
para posteriores análises.

2.3	Quantificação Proteica

A quantificação proteica foi realizada em microplaca de 96 poços por meio do 
método de Bradford (BRADFORD, 1976). Uma alíquota de 6 μL de EB foi diluída em 
água ultra pura (1:10, v:v) e 20 μL foram utilizados para um volume de 180 μL do 
reagente de Bradford, realizando a quantificação com três réplicas. Nesta técnica, a 
absorbância das proteínas é revelada pelo corante Coomassie Brilliant Blue G-250 em 
meio ácido, resultando em modificação na cor da solução, sendo detectável em 595 
nm. Para a calibração da curva foi utilizada albumina sérica bovina, em concentrações 
de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 e 1.57 μg.mL-1.

2.4	Perfil Eletroforético Por SDS-PAGE

A separação do conteúdo proteico presente na peçonha foi realizada por meio da 
técnica de eletroforese unidimensional em SDS-PAGE conforme o método de Laemmli 
(LAEMMLI, 1970). O gel desnaturante foi preparado na concentração de 12%. Para a 
comparação de massa molecular, foi utilizado o padrão da Molecular Probes® (Protein 
Molecular Weight Standards P-6649, o qual possui massas moleculares com 205, 116, 
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97, 80, 66, 55, 45, 30, 21, 14 e 6.5 kDa). Uma alíquota de 8 μL de EB, na concentração  
de 2,7 μg, foi misturada a 8 μL de tampão de amostra 2x [Tris/HCl pH 6,8 100 mM, 
SDS 4%, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 20%] para então ser aplicada no gel. O 
tampão de corrida utilizado foi o 1x [Tris 250mM, glicina pH 8.3 2,5M, SDS1%]. A 
eletroforese foi realizada em 90 v, 40 mA, durante aproximadamente 3 horas. Após o 
término da corrida, o gel foi corado com a solução de Coomassie Brilhant Blue G-250 
durante 24h, sem agitação. O gel foi descorado com água deionizada, perfazendo 5 
trocas de água até remover a solução. Após isso, o mesmo foi fotodocumentado em 
digitalizador HP Scanjet G2410 para posteriores análises das massas moleculares.

2.5	Ensaio de Concentração Inibitória Mínima de Biofilme (Cimb)

A formação do biofilme bacteriano de K. pneumoniae KpC (+ 002210477) foi 
obtida utilizando meio de cultura Basal Medium 2 (BM2) [fosfato de potássio 62 mM, 
(NH4)2SO4 7 mM, MgSO4 2 mM, FeSO4 10 μM e glicose 0,5%]. Culturas bacterianas 
crescidas durante 18 horas em meio comercial Mueller-Hinton (MHB) foram diluídas 
(1:100, v:v) e 50 μL foram pipetados em microplaca de 96 poços, nos poços da 
peçonha do escorpião, do controle de crescimento bacteriano e do controle de inibição 
do antibiótico ciprofloxacino. Nos poços onde foi pipetado apenas MHB não adicionou-
se bactéria, pois este foi o controle negativo. Em seguida, a microplaca foi incubada a 
37ºC por 24 horas para indução da formação do biofilme. O método de microdiluição 
proposto por Wiegand et al. (2008) foi utilizado para determinar a concentração 
inibitória mínima (de 16 a 256 µg.mL-1) que previne 100% da formação de biofilme. 
Posteriormente, as células planctônicas foram mensuradas em um comprimento de 
onda de 600 nm e depois removidas. Os poços da microplaca foram lavados duas 
vezes com água deionizada. As bactérias aderidas aos poços da microplaca foram 
coradas com 110 μL de cristal de violeta a 0,1% durante 20 min. Em seguida, a 
microplaca foi lavada duas vezes com água deionizada, deixada secar a temperatura 
ambiente e o cristal violeta aderido a células foi solubilizado com 120 μL de etanol a 
60%. A formação de biofilmes foi mensurada por meio da leitura da absorbância a um 
comprimento de onda de 595 nm. Todas as leituras de absorbância foram realizadas 
por meio do leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments, Inc., UnitedStates).

2.6	Preparação e Avaliação Celular do Tumor Ascítico de Ehrlich (TAE)

As células do TAE foram gentilmente cedidas pelo Departamento de Patologia 
da UNESP de Botucatu e estocadas em refrigerador à -80ºC na concentração de 2 x 
105 células.mL-1. Para os ensaios, as células foram descongeladas, centrifugadas por 
10 min a 2500 rpm, e o sobrenadante desprezado. As células foram ressuspendidas 
em meio de cultivo RPMI. A partir dessa suspensão celular, foram injetados 200 µL 
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de células TAE intraperitonealmente em dois camundongos Swiss, fazendo o repasse 
celular a cada sete dias para os estudos de atividade citotóxica. Após cinco dias da 
injeção das células do TAE, o crescimento tumoral tornou-se evidente devido à expansão 
abdominal do animal. Para condução dos ensaios, os animais foram eutanasiados 
com dose letal de anestésico (quetamina e xilazina) seguido de deslocamento cervical. 
As células foram obtidas a partir do lavado peritoneal, onde a pele abdominal do 
animal foi retirada e, por meio de uma seringa, o líquido intraperitoneal foi aspirado. 
Seguidamente, as células foram lavadas por duas vezes em meio de cultivo RPMI 
(suplementado com soro bovino fetal 10%) e centrifugadas por 10 min a 2500 rpm. 
Posteriormente foi realizada a contagem das células em câmara de Neubauer (diluição 
de 1:20 em líquido de Turk) e a viabilidade celular foi determinada pelo método de 
exclusão do Azul de Tripan, sendo considerada adequada quando superior a 95% de 
viabilidade. Todos os procedimentos descritos no presente estudo foram aprovados 
pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UCDB (protocolo nº 015/2015) e 
de acordo com as diretrizes do Comitê Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA).

2.7	Ensaio Colorimétrico Com Sal de Tetrazolium (MTT)

A viabilidade celular foi determinada por meio do ensaio colorimétrico do MTT, 
conforme proposto por Takeuchi et al. (1991). Esta é avaliada pela análise baseada 
na redução do sal 3-[(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 
(MTT, Sigma) solúvel em água para um formazan insolúvel de cor roxa, produto das 
desidrogenases mitocondriais presentes apenas em células metabolicamente ativas 
(vivas). Para isso, uma suspensão de células, contendo 2x105 células.mL-1, foi colocada 
em placa de 96 poços e incubadas com meio RPMI contendo 256, 128, 64, 32 e 16 
µg.mL-1 de peçonha escorpiônica, perfazendo um volume final de 200µl e mantidas 
em estufa de CO2 5%, a 37ºC. A viabilidade celular foi avaliada 24 e 48 horas após 
a incubação. Depois desse período, foi aspirado todo o meio e adicionados 10 µL 
da solução de MTT, em todos os poços da placa, e incubada por 2 horas. Após o 
período de incubação, foram adicionados 60 µL da solução solubilizadora (HCl + álccol  
isopropílico) para dissolver os cristais de formazan. Em seguida, foram realizadas 
leituras a 570 nm em leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments, Inc., United States). 
As porcentagens de viabilidade celular foram calculadas em relação aos controles 
celulares não tratados.

2.8	Análise Estatística

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando Graph Pad Prism (v. 
5.0, Graph Pad Software, Inc.). Os resultados foram expressos como média ± desvio 
padrão. A comparação entre grupos foi realizada utilizando o teste ANOVA (One-
Way) seguido por pós- teste de Bonferroni. A diferença entre os meios foi considerada 
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significante quando p<0,05.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

A composição da peçonha escorpiônica é muito variada e tem atraído interesse 
da indústria farmacêutica desde há muito tempo. Moléculas presentes na peçonha 
demonstram grande potencial terapêutico quando se diz respeito ao tratamento de 
doenças, por isso a identificação e caracterização desses compostos naturais são tão 
importantes (CORDEIRO et al., 2015).

Para tanto, foi realizada uma caracterização preliminar do perfil proteico da 
peçonha de T. confluens a partir da análise eletroforética (Figura 01), onde foi possível 
observar a presença de moléculas que podem estar relacionadas à atividades 
farmacológicas. Entre 45 e 55 kDa, foram observadas bandas que podem indicar 
a presença de hialuronidase (HORTA et al., 2014). Esta enzima hidrolisa o ácido 
hialurônico presente ao redor das células de tecido conjuntivo, o que o torna permeável 
à difusão de líquidos. Nos casos de envenenamento, isso favorece a entrada da 
peçonha nos tecidos.

Conforme descrito no trabalho de Cordeiro et al. (2015), moléculas abaixo de 7 
kDa são mais propensas a terem ação nos canais iônicos, estas são consideradas 
neurotoxinas. Geralmente, as neurotoxinas mais encontradas na peçonha escorpiônica 
são aquelas que modulam canais de sódio, potássio, cloreto ou cálcio. Porém, para 
o gênero Tityus, as famílias de neurotoxinas mais estudadas são as que atuam em 
canais de Na+ e K+. Exemplos de neurotoxinas do canal de sódio são Ts1, Ts3 e Ts5, 
e do canal de sódio podemos citar as α- neurotoxinas do tipo Ts6 e Ts7, todas essas 
descritas para T. serrulatus.

Com base no exposto, pode-se inferir que, possivelmente, bandas entre 6,5 e 14 
kDa indicam a presença de NaTxs: toxinas do canal de sódio, e bandas abaixo de 6,5 
kDa sejam KTxs: toxinas do canal de potássio,conforme descrito na literatura para T. 
serrulatus (DE OLIVEIRA et al., 2016). Sugere-se também que bandas abaixo de 6 
kDa possam indicar a presença peptídeos antimicrobianos (DU et al., 2015).
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Figura 01. Perfi l eletroforético em SDS-PAGE 12% de EB da peçonha de T. confl uens. MW: 
marcador molecular Molecular Probes ®; T.c: EB da peçonha de T. confl uens.

Na peçonha escorpiônica também estão presentes moléculas que não agem nos 
canais iônicos, mas que possuem ação biológica, sendo estas chamadas de peptídeos 
antimicrobianos (HARRISON et al., 2014). Já foram isolados PAMs da peçonha 
escorpiônica, como por exemplo, hadrurina de 4,43 kDa isolado de Hadrurus aztecus, 
vejovina de 4,9 kDa isolado de Vaejovis mexicanus, dentre outros. Por esse motivo, 
enfatizamos as moléculas de baixo peso molecular, já que os PAMs provenientes 
da peçonha escorpiônica são geralmente de 2 a 5 kDa, além de serem catiônicos e  
anfi páticos (DU et al., 2015).

Em relação às atividades biológicas deste estudo, foi observado que nas 
concentrações de 16 a 256 µg.mL-1 não houve inibição das células planctônicas, 
como tampouco inibição da formação de biofi lme (Figura 02) para K. pneumoniae 
KpC, quando comparados ao controle de crescimento e ao controle de inibição do 
antibiótico ciprofl oxacina.
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Figura 02. Concentração inibitória mínima de células planctônicas (A) e de biofi lme de K. 
pneumoniae KpC (B). Barra preta: controle de crescimento das células bacterianas; Barras 
cinzas: diferentes concentrações da peçonha; Barras brancas: diferentes concentrações do 

antibiótico ciprofl oxacino. A análise estatística foi realizada por Graph Pad Prism (v. 5.0, Graph 
Pad Software, Inc.), utilizando teste ANOVA (One- Way) e pós-teste de Bonferroni. A diferença 

entre os meios foi considerada signifi cante quando p<0,05.

Quando se utiliza peçonha bruta, muitas são as interferências e reações que 
podemacontecer, difi cultando a atividade microbiana das moléculas. Parte dessas 
interferências pode estar relacionada com enzimas, sendo observada atividade 
proteolítica signifi cativa na peçonha de escorpiões do gênero Tityus, como T. serrulatus, 
T. stigmurus, T. bahiensis (VENANCIO et al., 2013). Uma vez que há alta atividade 
enzimática, visa-se a importância de utilizar inibidores de proteases para minimizar a 
degradação da amostra bruta.

Estudos relatam que há efeitos antimicrobianos induzidos por escorpine 
(proveniente da peçonha de Pandinus imperator), uma vez que esteja isolado (DIEGO-
GARCIA et al., 2007), o que nos leva a ressaltar a importância da purifi cação e posterior 
caracterização das moléculas presentes na peçonha bruta de T. confl uens.

Outra hipótese que se co-relaciona com os resultados obtidos é que muitas 
espécies de bactérias, assim como a utilizada, K. pneumoniae KpC, são capazes de 
produzir enzimas que inativam os peptídeos. Estudos comoo de Ebbensgaard et al. 
(2015), Haney e Hancock (2013) demonstram que, em casos de não ocorrer inibição, 
pode ter acontecido degradação proteolítica.

Além da atividade que os agentes antimicrobianos, possivelmente PAMs, 
apresentam contra bactérias, estudos já demostraram atividade antiproliferativa em 
linhagens de células cancerígenas humanas (HOSKIN e RAMAMOORTHY, 2008).

As células tumorais em cultura do tumor ascítico Ehrlich estavam viáveis para 
o ensaio de citotoxicidade, pois através do método de exclusão do azul de Tripan, 
visualizou-se uma quantidade ínfi ma de células não viáveis, aquelas em que o corante 
reagiu com o citoplasma, tornando-as de coloração azul. No ensaio do MTT, a peçonha 
escorpiônica demonstrou atividade citotóxica signifi cativa de 55% em 256 µg.mL-1 para 
24 horas de incubação (Figura 03-A). Para 48 horas de incubação (Figura 03-B) não 
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houve diferença estatística em nenhuma das concentrações empregadas (16 a 256 
µg.mL-1), quando comparada ao crescimento das células do tumor ascítico de Ehrlich 
(TAE).

Figura 03. Avaliação da viabilidade celular por meio do ensaio do MTT, após 24 (A) e 48 horas 
(B) de incubação. Barra preta: controle de crescimento das cé lulas TAE; Barras cinzas: células 
TAE juntamente com diferentes concentrações da peçonha. A análise estatística foi realizada 
por Graph Pad Prism (v. 5.0, Graph Pad Software, Inc.), utilizando teste ANOVA (One-Way) e 

pós-teste de Bonferroni. A diferença entre os meios foi considerada signifi cante quando p <0,05. 
*Diferença signifi cativa.

Dados de um estudo mostram que a peçonha bruta do escorpião Rhopalurus 
junceus foi capaz de reduzir a viabilidade celular de uma linhagem de células 
cancerígenas epiteliais, onde a concentração da peçonha variava de 0,6 a 1 mg.mL-1 
(de 600 a 1000 μg.mL-1) com efeitos de dose dependente (DIAZ-GARCIA et al., 2013). 
Outro estudo mostra a redução da viabilidade celular, de maneira dependente de 
dose, em células de câncer de pulmão quando expostas a peçonha de Androctonus 
australis hector, variando nas concentrações de 50 a 500 μg.mL-1 (BECHOHRA 
et al., 2016). Apesar de as linhagens celulares que foram comparadas não serem 
parecidas, podemos evidenciar que a concentração utilizada no presente estudo foi 
bem menor que a concentração utilizada pelos estudos citados. Assim, a peçonha 
escorpiônica deve ser explorada para novas descobertas de moléculas com potencial 
antiproliferativo frente à células tumorais.

O tumor ascítico de Ehrlich, assim como outras neoplasias, é regulado por 
vias moleculares onde o bloqueio de tais vias afeta a proliferação celular. Então, a 
investigação dessas vias é uma alternativa promissora quando se trata dos alvos que 
os compostos naturais podem atingir (FEITELSON et al., 2015). Um exemplo são os 
canais iônicos hERG associados à proliferação e ao ciclo celular de vários tipos de 
câncer. Inibindo esses canais com bloqueadores específi cos seria uma forma de não 
deixar células tumorais se proliferarem (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013).
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4 | 	CONCLUSÕES

A amostra bruta foi satisfatória no ensaio frente a células tumorais em cultura, 
apesar de apenas a maior concentração demonstrar atividade, é de grande importância 
biotecnológica estudar os compostos da peçonha, uma vez que os PAMs são os mais 
prováveis de serem os responsáveis pelas atividades biológicas.

Apesar de a atividade que a peçonha demonstrou contra o biofilme ter sido 
ineficiente, e para a linhagem tumoral foi significativa, identificar e caracterizar as 
moléculas presentes na peçonha torna possível a aplicação farmacológica das mesmas 
em diversos tipos de doenças.

Uma vez que em apenas uma concentração houve inibição, vale ressaltar que os 
experimentos precisam ser repetidos, bem como a quantificação, pois esta pode estar 
subestimando ou superestimando a concentração.

Em casos de atividade em maiores concentrações, o nível de citotoxicidade 
àscélulas normais do paciente também pode ser aumentado. Então, novas estratégias 
devem ser utilizadas, como o isolamento e purificação de moléculas bioativas, 
diminuindo as variáveis que atrapalham quando se trabalha com a peçonha bruta. Uma 
das variáveis que podem ter sido mais significantes são as enzimas que degradam 
proteínas e peptídeos, por isso, ressaltamos a importância de se realizar experimentos 
com amostras brutas usando inibidores de proteases.

Outra estratégia plausível a ser testada é a terapia combinada ou sinergismo, isso 
pode potencializar o efeito de inibição. Novos testes devem ser feitos para finalização 
deste estudo, visto que ainda há muito o que ser desvendado nas mais variadas ações 
que a peçonha escorpiônicapossui.
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RESUMO: A entomologia forense consiste 
no método de utilizar dípteras como a mosca 
Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae), 
uma vez que são as primeiras a chegar ao local 
e colonizar o corpo. Em ambientes hospitalares 

as bactérias como Klebsiella pneumoniae vem 
adquirindo resistência formando biofilmes, 
deixando antibióticos carbapênicos sem ação 
sobre elas. Com isso o objetivo desse trabalho 
é a caracterização de moléculas bioativas 
encontrada na secreção de larvas, com efeito 
inibitório no desenvolvimento de biofilme de 
K. pneumoniae (KPC 1825971). As amostras 
coletadas foram lavadas duas vezes com 
água ultrapura, pesadas e centrifugadas. Após 
o sobrenadante foi filtrado em membrana 
poliestersulfônica e liofilizados. A concentração 
de proteínas presentes na amostra foi quantificada 
pelo método de Bradford. A amostra foi aplicada 
em gel de eletroforese SDS-PAGE 12%. O 
teste bacteriano foi realizado pelo método de 
microdiluição em placas de 12 poços, com meio 
de cultura Mueller Hinton, ressuspendendo 4 mg 
de cada amostra no meio líquido bacteriano, e 
o teste de biofilme foi feito com diluição seriada 
das amostras. Os resultados do perfil proteico 
mostram a presença de peptídeos como massas 
moleculares similares as descritas na literatura 
para compostos encontrados na secreção da 
família Calliphoridae. Por exemplo, diptericinas 
de 8 e 9 kDa, cecropinas e defensinas com 4 
e 5 kDa, respectivamente. Contra Klebsiella 
pneumoniae KPC houve inibição do biofilme de 
82%. O estudo é de grande importância pois 
pode ser possível produção de novos fármacos 
através dessas proteínas.
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ABSTRACT: Forensic entomology consists of the method of using diptera such as 
the fly Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae), since they are the first to arrive at 
the site and colonize the body. In hospital environments, bacteria such as Klebsiella 
pneumoniae have acquired resistance-forming biofilms, leaving carbapenic antibiotics 
with no action on them. Thus, the objective of this work is the characterization of bioactive 
molecules found in larval secretion, with an inhibitory effect on the development of 
K. pneumoniae biofilm (KPC 1825971). The collected samples were washed twice 
with ultrapure water, weighed and centrifuged. After the supernatant was filtered on 
polyether sulfonic membrane and lyophilized. The concentration of proteins present in 
the sample was quantified by the Bradford method. The sample was applied on a 12% 
SDS-PAGE electrophoresis gel. The bacterial test was performed by the microdilution 
method in 12-well plates with Mueller Hinton culture medium, resuspending 4 mg of 
each sample in the bacterial liquid medium, and the biofilm test was done with serial 
dilution of the samples. The protein profile results showed the presence of peptides 
with similar molecular mass observed in the literature for the Calliphoridae family 
secretion compound. For example, 8 and 9 kDa diptericins, 4 and 5 kDa cecropins and 
defensins, respectively. The study is of great importance because it may be possible to 
produce new drugs through these proteins.
KEYWORDS: Forensic Entomology, resistance, molecules.

1 | 	 INTRODUÇÃO 

A Chrysomya albiceps (Wiedemann 1819) (Diptera: Calliphoridae), é conhecida 
popularmente como mosca varejeira, no contexto atual o estudo do ciclo de vida está 
sendo relacionadas em casos criminais de investigação forense para determinação 
do tempo de morte, já que são as primeiras a faze a ovoposição. Nas moscas há três 
estágios larvais ou instars que podem ser referindos como LI, LII e LIII. O estágio de 
vida específico dessas larvas pode ser identificado pelo número de fendas presentes 
em cada espiráculo posterior. No primeiro instar, só uma fenda está presente, no 
segundo instar, duas fendas que estão presentes, no terceiro instar, três fendas 
estão presentes. Em varejeiras há normalmente uma diferença de tamanho de larvas 
nos terceiro estágios. O primeiro instar tende a ser inferior a 2 mm de comprimento, 
enquanto que o segundo instar é entre 2 - 9 mm de comprimento. O terceiro instar 
pode ser entre 9 e 22 mm de comprimento (GENNARD, 2012)

Os insetos na sua fase larval se alimentam de matéria em decomposição 
onde outros microrganismos também estão presentes como bactérias,fungos, virús 
e protozoário. Portanto, devido a este fato o estudo do sistema imunológico desses 
insetos é de grande importância para a biotecnologia.Umas das principais formas de 
proteção utilizadas por dipteras é a produção de peptídeos antimicrobianos, os quais 
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são produzidos pelo corpo gorduroso, ou por hemócitos, em resposta à infecções 
microbiana, sendo então secretadas rapidamente na hemolinfa, dessa forma, são 
capazes de chegar a qualque parte do corpo do inseto. Normalmente, decorrem 
algumas horas ou dias para a completa expressão das proteínas soluveis de defesa, 
sabe-se que muitas dessas proteínas têm ação inibitoria sobre bactérias e fungo 
(DE SILVA, 2002: SOUZA et al. 2010). Nos insetos o sistema imune é adaptativo, 
os peptídeos antimicrobianos desenpenham um papel importante na defessa contra 
invasores (CYTRYŃSKA et al. 2007). Os peptídeos antimicrobianos apresentam 
regiões hidrofóbicas e catiônicas com baixa massa molecular (BULET et al. 1999). O 
seu mecanismo de ação é variado em alguns deles atuam nas bicamadas lipídicas da 
membrana celular bactériana Gram-positivas e -negativas (DA SILVA, 2002).   

Antibióticos de última geração como os carbapenêmicos não são mais eficazes 
frente a bactéria Klebsiella pneumoniae produtora da enzima carbapenemase. A K. 
pneumoniae KpC sintetiza esta enzima que quebra o anel beta-lactâmico do antibiótico 
bloqueado a atividade do antibiótico (MARCHAIM et al., 2008). Além de produzirem 
enzimas, essas bactérias são formadoras de biofilmes o que favorece ainda mais o 
desenvolvimento de resitência principalmente devido a transferência horizontal de 
compostos entre bactérias denominado de quorum sensing. Segundo KARATAN e 
WATNICK (2009) biofilme é a transição entre células bacterianas planctônicas para 
colônias sésseis, o processo de desenvolvimento de biofilme são orientados por 
estímulos ambientais em conjunto com várias vias moleculares envolvendo o secundário 
mensageiro cíclico di-GMP. O desenvolvimento do biofilme progride em três fases: 1) 
fixação de bactérias a uma superfície e formação de um biofilme monocamada, 2) a 
maturação do biofilme e surgimento de uma estrutura tridimensional e 3) a dispersão do 
biofilme maduro. Deste modo as bactérias denominadas KpC apresentam resistência 
a 95% dos antibióticos existentes no mercado farmacêutico sendo um grave problema 
na saude pública e privada. Com isso o objetivo trabalho foi analisar o ciclo de vida 
das moscas C. albiceps e caracterizar moléculas bioativas encontrada na secreção 
de larvas, com efeito inibitório no desenvolvimento de biofilme de K. pneumoniae 
1825971 KpC.

2 | 	METODOLOGIA

Coleta dos Insetos

Para a coleta das larvas foi preciso acompanhar processo de decomposição de 
um suíno e a colonização por dípteras, o suíno tinha aproximadamente 20 Kg, foi 
colocado com uma proteção para que não houvesse a predação por outros animais, 
a proteção feita com tela de aço e ferros de construção com medidas de 36 x 21 x 23 
cm. O local em questão está á 2 Km da Universidade Católica Dom Bosco (UCDB), 
chamado de Instituto São Vicente na região de Campo Grande/ MS.
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Figura 1: (A) em mapa o instituto São Vicente, o círculo em vermelho local onde foi colocado o 
suíno, (B) Caixa de ferro com tela 36 x 21 x 23 cm e (C) suíno com 20 kg, primeiro dia. 

Fonte: Google Maps e Patricia Souza e Silva.

Foi feito  o acompanhamento diariamente e após o sétimo dia foi possível coletar 
as larvas mais ativas e expostas sobre a carcaça do animal. Foram coletadas e 
levadas para o laboratório S-Inova Biotech da Universidade Católica Dom Bosco para 
as identifi cações em microscópio e as extrações.

Identificação Morfológica Por Microscopia Ótica (Mo)

Para o estudo morfológico em microscopia ótica (Zeiss Axio Scope A1), foi 
utilizado 5 exemplares de larvas por amostra coletada. A metodologia utilizada foi 
baseada em (CARVALHO, 2006).

Extração das Secreções das Larvas

As larvas foram lavadas duas vezes com água ultrapura para retirar o excesso 
celular do suíno, pesadas vivas, para cada 1g de larvas foram adicionados 500 µL 
de água ultrapura distribuídas em béquers. Por meio de aquecimento em estufa a 
37ºC por 1 h, foi retirada o extrato aquoso e acondicionados em tubos de propileno 
50 mL para serem centrifugados a 4 °C, 11.000 rpm por 30 min. Após centrifugação 
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o sobrenadante do extrato da Chrysomya albiceps, o extrato foi filtrado duas vezes 
em membrana poliestersulfônica com tamanho de poro 0,22 µm para a retirada de 
células bacteriana e restos celulares proveniente do suíno, após foi feita a liofilização 
do extrato. 

Quantificação Protéica

Após a liofilização as amostras foram ressuspendidas no volume mínimo 
(solução estoque) e quantificadas pelo método de BRADFORD (1976). Nesta técnica, 
a absorbância das proteínas é avaliada pelo corante Comassie Brilliant Blue G-250 
em meio ácido resultando em modificação na cor da solução sendo detectável em um 
comprimento de onda 595 nm. Para a calibração da curva foi utilizado albumina sérica 
bovina, em diferentes concentrações. Todas as quantificações foram realizadas em 
triplicata e expressas com o desvio padrão.

Perfil Eletroforético Por Sds-Page

 A separação das proteínas extraídas foi realizada pela técnica de eletroforese em 
SDS-PAGE conforme o método de LAEMMLI (1970). O gel desnaturante foi preparado 
nas concentrações de 12%. Para a comparação de massa molecular, utilizado o padrão 
da PROMEGA® (The Broad Range Protein Molecular Weight Markers) o qual possui 
massas moleculares com 205, 116, 97, 88, 66, 55, 30, 21, 14, 6,5 kDa). A corrida foi 
realizada nas seguintes condições: o tampão da amostra foi aplicado em um volume 
de 5 e 15 µL da amostra, a corrida foi realizada 90 v, durante aproximadamente 2:30 
h e, após o término das corridas, o gel foi corado com a solução corante de Comassie 
Brilhant Blue. Após descorar o gel, os mesmos foram escaneados para análises do 
perfil proteico. 

Avaliação da Atividade Antibacteriana e Biofilme 

Para avaliar a atividade antibacteriana da amostra obtida a partir da bioprospecção, 
o método de microdiluição em caldo de acordo M7-A6 do National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (WAYNE, 2012). A bactéria obtida por meio de isolado 
clínico K. pneumoniae 1825971 KpC foi utilizada para todos os experimentos. Para 
isolamento da bactéria utilizou-se, caldo Mueller Hinton até atingir uma densidade 
108 UFC.mL-1, foram semeadas sobre a superfície de placas de Petri de 150 mm de 
diâmetro contendo Agar Mueller Hinton. As colônias foram diluídas em solvente Mueller 
Hinton 3 mL deixadas para agitar a 37° C overnight.

A diluições 1:100 da cultura bacteriana crescida durante 24h  foi  incubadas em  
meio BM2 [62 mM de tampão fosfato de potássio (pH 7), 7 mM de (NH4)2SO4, 2 mM 
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de MgSO4 , 10 mM de FeSO4 e 0,4% de glicose (m:v)]  e em meio BHI em microplacas 
de 96 poços a amostra na concentração na  1024 µg liofilizada foi ressuspendidas em 
320 µL e pipetadas com bactéria e meio nas seguintes  diluições: 50 µL de amostra 
mais 50 µL de bactéria, em outro poço 100 µL de bactéria para o controle positivo 
de crescimento bacteriano, outro poço 50 µL de amostra e 50 µL do meio BM2 
para análise de contaminação da amostra e por último 100 µL do meio BM2 para 
o controle negativo, todos aplicados em triplicata, após a microplacas foi colocada 
para a incubação por 24 h a 37° C. O extrato contra as células planctônicas foram 
acessadas por densidade óptica a 600 nm no leitor de microplaca. Em seguida, as 
células planctônicas foram removidas dos poços da microplaca, foi lavada duas vezes 
com água deionizada. As bactérias aderidas aos poços da microplaca foram coradas 
com 100 mL de violeta cristal a 0,1% durante 20 minutos. A microplaca foi lavada duas 
vezes com água deionizada, secas ao ar e solubilizadas novamente com 120 µL de 
etanol a 70%. O conteúdo da microplaca foi teve novamente a leitura em 595 nm no 
espectrofotômetro. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Para a identificação da espécie Chrysomya albiceps foi analisado a presença 
dos tubérculos os quais são característicos Do estágio larval (Figura 2 A e B). Na 
Figura 2 C, esta representado o aparelho bucal composto pela extremidade anterior 
chamada esclerite e terminando em estruturas na forma de ganchos denominadas de 
esqueleto cefalofaríngeo o que também é caracteristico da espécie em estudo. Por 
fim, a Figura 2 D reforça o estágio larval de terceiro instar da espécie C. albiceps com 
a presença de 3 espiráculos.
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Figura 2: (A) Chrysomya albiceps em fase larval três, (B) Tubérculos que rodeiam o bordo do 
segmento posterior dalarva, (C) Extremidade anterior estrutura pretas relacionadas asclerites 

e terminando emganchos (o esqueleto cefalo faríngeo), (D) Espiráculos posteriores de terceiro 
instar, estão presente três fendas completas. Fonte: Tiradas em laboratorio S-Inova Biotech por 

Lucas Rodriguaes de Lima no microscopio Zeiss Axio Scope A1 objetivas de 5 x.

Para quantifi cação proteica da secreção cutânea de C. albiceps foi monitorado 
a absorbância utilizando o comprimento de onda 595 nm comparado com valores de 
concentração padrão (albumina bocina). A concentração obtida da solução aquosa foi 
de 48 µg.mL-1.

O perfi l proteico da amostra no gel de SDS-PAGE, mostrou banda de 116 e 
muitas bandas abaixo de 30 kDa como mostra na Figura 3. Bandas abaixo de 10 
kDa mostram a presença de peptídeos que na literatura estão caracterizados como 
diptericinas 8 e 9 kDa, assim como as cecropinas e defensinas as quais apresentam 
4 e 5 kDa, respectivamente.
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Figura 3: Gel de eletroforese SDS-PAGE com a coloração de azul Comassie, M representa o 
marcador molecular com algumas bandas já descritas de 205 á 6,5 kDa.  SL3 representa a 

secreção C. albiceps dá em terceiro estágio. Fonte: Scaneado por Patrícia Souza e Silva no 

Massas conhecidas de diptericinas são encontradas em hemolinfa e secreção 
de larvas da Lucilia sericata 8 e 9 kDa (KRUGLIKOVA, 2011). Em algumas obras está 
descrito defensinas em hemolinfa, glândulas salivares, gordura corporal, intestino e 
secreção das larvas de moscas varejeiras como Chrysomya megacephala (ČEŘOVSKÝ 
et al., 2010). As cecropinas, são de aproximadamente 5 kDa e constituem uma família 
de peptídeos antimicrobianos que possuem ação bacteriana e tais proteínas foram 
encontradas pela primeira vez, em hemolinfa da pupa Hylophara cecropia (BREY et 
al., 1993).
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Figura 4: Porcentagem de inibição do biofi lme de K. Pneumoniae KpC; barra preta crescimento 
de bacteriano e a barra cinza crescimento bacteriano com  solução aquosa da secreção 

cutânea de C. albiceps.

Para a comprovação de que a amostra estaria contaminada foi riscada uma placa 
de 150 mm de diâmetro contendo Agar Mueller Hinton, incubada a 37°C por 24 h, foi 
observada que a amostra estava sem contaminação, não houve crescimento de nem 
uma colônia bacteriana.  

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O estudo revela a presença de proteína e peptídeos na secreção cutânea de larvas 
no terceiro instar de C. albiceps, e uma atividade signifi cativa contra K. pneumoniae 
resistente a carbapenemase. O estudo é de extrema importância para a biotecnologia 
na busca por alternativas ao controle e combate a microrganismos patogênicos.
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RESUMO: As infecções relacionadas ao 
biofilme são notoriamente difíceis de erradicar 
e têm sido objeto de intensas pesquisas 
científicas nos últimos 30 anos. Por outro 
lado, animais apresentam sistema circulatório 
com hemolinfa, rica em moléculas bioativas. 
Dentre as moléculas bioativas os peptídeos 
antimicrobianos são interessantes candidatos 
para o desenvolvimento de ferramentas 

biotecnológicas devido a eficácia e ausência 
de efeito colateral frente a bactérias Gram-
negativa e positiva.  Objetivo foi avaliar 
atividade antibiofime da hemolinfa de lagarta da 
espécie Lonomia obliqua frente ao crescimento 
de Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus 
aureus. Os animais foram anestesiados em gelo, 
a hemolinfa foi retirada com o auxílio de seringa 
de insulina U-100. Após a retirada da mesma, 
a amostra foi centrifugada e posteriormente 
liofilizada. A concentração de proteínas foi 
analisada pelo método de Bradford. A amostra 
foi aplicada em gel de eletroforese SDS-PAGE 
12%. O perfil proteico demonstrou massas 
moleculares de 116 a 14 kDa, sugerindo a 
presença de moléculas do tipo LOPAP, LOSAC, 
Hyaluronidases, Lonofribrase, prostaglandina 
D2 e fosfolipases A2 com 69, 43, 49, 35, 25, 27 
e 15 kDa, já bem caracterizadas na literatura 
e que apresentam potencial farmacológico. Em 
adição, a atividade antibiofime da hemolinfa 
demonstrou crescimento bacteriano mínimo 
de 128 e 32 µg. mL-1 no crescimento de K. 
pneumoniae e S. aureus, respectivamente. 
Como conclusão fica clara a atividade 
antibiofime da hemolinfa contra as bactérias 
Gram-negaitva e -positva o que permite para 
os próximos passos a seleção de candidatos 
proteicos com potencial farmacológico.
PALAVRAS-CHAVE: Moléculas, Infecção, 
Inibição. 
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ABSTRACT: Biofilm-related infections are notoriously difficult to eradicate and have 
been the subject of intense scientific research over the past 30 years. On the other 
hand, animals have circulatory system with hemolymph, rich in bioactive molecules. 
Among the bioactive molecules the antimicrobial peptides are interesting candidates 
for the development of biotechnological tools due to the efficacy and absence of 
collateral effect against Gram-negative and -positive bacteria. Among the bioactive 
molecules the antimicrobial peptides are interesting candidates for the development 
of biotechnological tools due to the efficacy and absence of collateral effect against 
Gram negative and positive bacteria. The objective of this study was to evaluate the 
antibiofilm activity of the caterpillar hemolymph of the species Lonomiaobliqua in the 
presence of Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus. The animals were 
anesthetized on ice, the hemolymph was withdrawn with the aid of U-100 insulin 
syringe. After the removal, it was centrifuged. The supernatant was lyophilized. Protein 
concentration was analyzed by the Bradford method. The sample was applied on a 12% 
SDS-PAGE electrophoresis gel. The protein profile showed molecular masses of 116 
to 14 kDa, suggesting the presence of LOPAP, LOSAC, Hyaluronidases, Lonofribrase, 
prostaglandin D2 and phospholipases A2 at 69, 43, 49, 35, 25, 27 and 15 kDa, as well 
characterized in the literature and that present pharmacological potential. In addition, 
the antibiotic activity of hemolymph demonstrated MBIC 128 and 32 μg.mL-1 in the 
growth of K. pneumoniae and S. aureus, respectively. As a conclusion, the antibiotic 
activity of hemolymph against Gram-negaitve and -posts bacteria is clear, which allows 
the selection of protein candidates with pharmacological potential for the next steps.
KEYWORDS: Molecules, Infection, Inhibition.

1 | 	INTRODUÇÃO 

A maioria dos membros do reino animal formam associações com microrganismos 
simbióticos, que são frequentemente de fundamental importância para a biologia. Essas 
simbioses variam em termos de efeitos no hospedeiro e nos processos evolutivos e 
ecológicos (MORAN, 2006).Nos últimos 50 anos, o uso irrestrito de antibacterianos 
tem exercido uma pressão seletiva sobre as bactérias que você atribuiu à resistência 
aos medicamentos (TACCONELLI, 2009). Atualmente, o tratamento dessas infecções 
tem se tornado cada vez mais difícil, pois esses microrganismos estão se tornando 
resistentes às opções antimicrobianas disponíveis (LABRO e BRYSKIER, 2014; 
NORDMANN et. al, 2012; PITOUT e LAUPLAND, 2008). 

Um dos fatores que agrega mais a resistência a antibióticos é a capacidade dessas 
bactérias formarem comunidades de biofilme que são altamente benéficas para muitos 
aspectos da vida humana, incluindo a provisão de resistência à colonização do intestino 
grosso,degradação de compostos orgânicos e poluentes ambientais (REID et al , 2001; 
WHITE et al., 1998). No entanto, essas comunidades multicelulares metabolicamente 
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integradas são amplamente consideradas problemáticas em ambientes industriais e 
clínicos. Isso ocorre porque os biofilmes são extremamente recalcitrantes à eliminação 
por agentes antimicrobianos e pela resposta imune do hospedeiro. Os biofilmes 
são geralmente relatados como sendo muito menos suscetíveis a tratamentos 
antimicrobianos do que suas formas livres chamada de células planctônicas, com 
reduções na suscetibilidade de 100-1000 ×, ou mais, frequentemente demonstradas 
(ABBASSI et al, 2008; WHITE et al, 1998)

As infecções relacionadas ao biofilme são notoriamente difíceis de erradicar 
e têm sido objeto de intensas pesquisas científicas nos últimos 30 anos. Exemplos 
de infecções associadas ao biofilme incluem a colonização de dispositivos médicos 
implantados (HABASH et al,1999)como cateteres venosos centrais, articulações 
próteses, cateteres urinários, marca-passos e válvulas cardíacas mecânicas; cáries 
dentárias; infecções pulmonares em pacientes com fibrose cística (GOVAN et al, 
DERETIC, 1996); e feridas crônicas (WOLCOTT et al,  2010). A maioria das infecções 
humanas (60% -80%) são associadas a biofilmes(COSTERTON et al,1995).

A bioprospecção de novas moléculas com potencial antimicrobiano vem 
recebendo nas últimas décadas especial atenção. Dentre estas moléculas bioativas 
as toxinas de serpente, anuro, escorpiões, vespas, aranhas, lagartas entre outros são 
fontes inesgotáveis de protótipos biofármacos. Lagartas da espécie Lonomia obliqua, 
classificadas na ordem Lepidoptera, subfamília Ditrysia, superfamília Bombycoidea e 
família Saturniidae apresentam poucos relatos na literatura e toxinas. Esta espécie 
possui um ciclo biológico de 185 dias em média, sendo altamente dependente do 
clima. Os insetos adultos (mariposas) vivem de 7 a 10 dias, os quais não se alimentam 
e são desprovidos de qualquer toxicidade. Estudos sobre a morfologia e histologia da 
Lonomia obliqua feita por VEIGA e colaboradores (2001) mostraram um complexo 
tegumentar constituído por um grande número de cerdas altamente organizadas, além 
de outras especializações.

A toxina da Lonomia obliqua tem sido  estudado a fim de identificar seus 
constituintes e o mecanismo de atuação. No entanto, atividades como a) fibrino(geno)
lítica, por ação de uma protease denominada lonofibrase (PINTO et al,  2004); b) 
pro coagulante, por ação de duas enzimas, uma ativadora de Fator X, a LOSAC 
(Lonomia obliqua Stuart-factoractivator), e outra ativadora de protrombina, conhecida 
como LOPAP (Lonomia obliqua Prothrombin Activator Protease) (REIS, et al, 2006)e 
c) fosfolipásica, por ação de uma fosfolipase A2 símile, a lonomiatoxina (AROCHA-
PIÑANGO e GUERRERO, 2001). Devido a este arsenal de moléculas estes gêneros 
são de grande interesse pois apresentam potencial farmacológico. Com isso o objetivo 
desse trabalho é extrair e caracterização de moléculas bioativas presentes na hemolinfa 
de lagarta da espécie Lonomia obliqua com efeito inibitório frente ao crescimento de 
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus formadoras de biofilmes. 
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2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

Extração e Precipitação

A hemolinfa de Lonomia obliqua foi coletada a partir de larvas de sexto estádio, 
após o corte das cerdas. A hemolinfa recolhida com tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,5 foi 
clarificada por centrifugação a 11 000 rpm durante 30 min. O sobrenadante foi então 
filtrado através de membrana de 0,22 μm (Millipore), e depois congelado em -80 ° C 
e liofilizado. 

Quantificação Protéica

Após a liofilização as amostras foram ressuspendidas no volume mínimo 
(solução estoque) e quantificadas pelo método de BRADFORD (1976). Nesta técnica, 
a absorbâncias da proteína, é avaliada pelo corante Comassie Brilliant Blue G-250 
em meio ácido resultando em modificação na cor da solução sendo detectável em um 
comprimento de onda 595 nm. Para a calibração da curva foi utilizado albumina sérica 
bovina, em diferentes concentrações. Todas as quantificações foram realizadas em 
triplicata e expressão com o desvio padrão.

Perfil Eletroforético Por SDS-PAGE

A separação das proteínas da toxina extraída foi realizada pela técnica de 
eletroforese em SDS-PAGE conforme o método de LAEMMLI(1970). O gel desnaturante 
foi preparado nas concentrações de 12%. Para a comparação de massa molecular, 
utilizando o padrão da PROMEGA® (The Broad Range Protein Molecular Weight 
Markers o qual possui massas moleculares com 225, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 15 e 10 
kDa). A corrida foi realizada nas seguintes condições: 100v, durante aproximadamente 
2h. Após o término das corridas, os géis foram corados com a solução corante de 
Comassie Brilhant Blue. Após descorar os géis, os mesmos foram revelados com 
nitrato prata e escaneados para análises. 

Microrganismos 

Foram utilizados nos experimentos as bactérias Klebsiella pneumoniae (ATCC 
13883) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). 

Avaliação da Atividade Antibiofilme in vitro

A formação de biofilmes foi obtida utilizando o meio líquido BM2 [fosfato de 
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potássio 62 mM, (NH4)2SO4 7 mM, MgSO4 2 mM, FeSO4 10 μM e glicose 0,4%]. Culturas 
bacterianas crescidas durante 18 h em meio Mueller Hinton foi diluída (1:100, v:v). O 
crescimento de células planctônicas foi avaliado utilizando a absorbância a 600 nm. 
O meio foi removido, e os poços da microplaca foram lavados duas vezes com água 
deionizada. Células aderentes foram coradas com cristal violeta a 0,01% por 20 min. 
Os poços da microplaca foram lavados duas vezes com água deionizada, secadas ao 
ar e o cristal violeta aderido a células, foi solubilizado com 110 μL de etanol a 60%. 
A formação de biofi lmes foi obtida utilizando absorbância a 595 nm. Todas as leituras 
de absorbância foram realizadas com o leitor de microplacas (Bio-TekInstruments, 
Inc., United States). Para cada experimento foram realizadas repetições técnicas e 
biológicas. 

Ensaio Hemolítico in vitro

O ensaio hemolítico foi desenvolvido conforme (KIM et al, 2005), com algumas 
modifi cações. Sangue fresco foi coletado de voluntários saudáveis em tubos BD 
Vacuntainer com EDTA e centrifugadas a 1600 rpm por 2 minutos três vezes com 
tampão fosfato (0,01 M, pH 7,4). Alíquotas de 50 μL da suspensão de células a 1% 
foi incubada com 50 μL de uma série de diluições em 512, 256, 128, 64 e 32 µg.mL-1 

amostras testes. Os experimentos foram realizados em microplaca de 96 poços. A 
placa foi incubada a temperatura ambiente por uma hora. A hemoglobina liberada foi 
monitorada a 415 nm no leitor de microplacas BioRad. Triton X-100 (1%) foi utilizado 
como controle positivo, representando 100% de lise celular e tampão fosfato (0,01 M, 
pH 7,4) foi utilizado, como controle negativo, representando 0% de hemólise. Todos 
os experimentos foram desenvolvidos em triplicata e expressos com desvio padrão. A 
porcentagem de hemólise foi calculada utilizando a seguinte equação:

Análise Estatística

Os resultados foram apresentados como a média e os resultados analisados no 
programa Graph Pad Prism estatisticamente utilizando a análise de variância para as 
curvas doses-resposta (ANOVA TWO-WAY) e a um critério (ANOVA ONE-WAY) para 
os pontos únicos, seguido do teste de comparações múltiplas de Bonferroni. Os níveis 
de signifi cância serão estabelecidos em P<0.05.
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3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Analisando o perfil eletroforético foi possível identificar 21 bandas presente 
que estão entre 14-116 kDa. Moléculas com massas moleculares similares foram 
observadas, sugerindo a presença de proteínas como LOPAP, LOSAC, hyaluronidases, 
lonofribrase, prostaglandina D2 e fosfolipases A2 com 69, 43, 35, 25, 27 e 15 kDa 
(Figura 1). Segundo (REIS e colaboradores (2001) mostraram em sua purificação da 
LOPAP que a banda que se encontraé de aproximadamente 69 kDa em SDS-PAGE, 
essa proteína é estudada do veneno de Lonomia obliqua pois tem o potencial de ser 
ativadora de protrombina, independente dos constituintes do complexo protrombinase, 
íons de cálcio aumenta sua atividade. Losac é o primeiro ativador do fator X purificado 
de uma excreção de lepidópteros. É uma proteína de cadeia polipeptídica de 
aproximadamente 43 kDa, é capaz de ativar o fator X em uma concentração dependente 
(SEIBERT, 2003)

A lonofibrase possui uma massa molecular estimada em 35 kDa, considerada uma 
típica enzima α-fibrinogenase, similar à encontrada no veneno de Lonomia achelous 
ou em alguns venenos ofídicos (MARKLAND, 1997). Fosfolipases A2 promove a 
hidrólise de fosfolipídios com a geração de ácidos graxos livres e lisofosfolipídeos, 
resultando, indiretamente na hemólise. O representante de L. obliqua caracterizada 
é a lonomiatoxina, uma fosfolipase A2 símile de 15 KDa. Esta molécula parece estar 
envolvida na hemólise de eritrócitos humanos e murinos, assim como na hemólise 
intravascular em ratos, fatos observados por estudos in vitro com o extrato bruto de 
cerdas (SEIBERT, 2004)

Lipocalinas que apresentam atividade enzimática, o representante melhor 
estudado deste grupo é a prostaglandina D2 Sintase. Esta enzima é responsável 
pela síntese de prostaglandina D2 no cérebro de mamíferos e é distinta físico e 
imunologicamente de outras moléculas sintetizadoras de prostaglandinas encontradas 
nos demais tecidos. A enzima purificada encontra-se na forma de monômero e possui 
uma massa molecular estimada em aproximadamente 27 kDa (IRIKURA, 2003)
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Figura 1: Gel eletroforese (SDS-PAGE) revelado com prata, (M) marcador molecular com banda 
de proteínas já descritas e marcação do peso em kDa. (H) Hemolinfa de Lonomia obliqua na 
concentração de 3 µg.mL-1 (H) Hemolinfa de Lonomia obliqua na concentração de 4 µg.mL-1.

Na análise dos testes de biofi lme com a hemolinfa o resultados demostrou que 
teve atividades com a bactéria Gram-negativa K. pneumoniae na concentração de 128 
µg.mL-1 e com Gram-positiva S. aureus nas concentração de 32 µg.mL -1 demonstrado 
assim uma melhor atividade frente a bactéria Gram-positiva (Tabela 1).

Tabela 1: Concentração inibitória mínima de biofi lme (CIMB) da hemolinfa de Lonomia obliqua e 
da Ciprofl oxacina na inibição de duas cepas de bactérias.

No ensaio hemolítico para avaliar a citotoxicidade a hemolinfa testada in vitro 
demonstrou atividade na concentração de 128 µg.mL-1. Seibert et al, (2003) demostrou 
em seu trabalho com extrato de cerdas de L. obliqua foi consideravelmente hemolítico 
em eritrócitos de camundongos in vitro. 
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Figura 2: Ensaio hemolítico in vitro da hemolinfa de Lonomia obliqua em diluição, Triton 
representa a 100% da hemólise C+.   

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A hemolinfa de Lonomia obliqua nos resultados apresentados teve uma resposta 
efi caz no combate de células bacterianas Gram-positivas devido a afi nidade das 
moléculas apresentada no extrato, em biofi lme a resposta para Gram-negativa foi 
promissora ao combate de biofi lmes. Na resposta a citotoxidade de eritrócitos a o 
resultado foi satisfatório, assim podemos considerar a hemolinfa de L. obliqua como 
uma promissora na síntese de moléculas bioativas e futuramente na produção de 
novos fármacos contra bactérias formadoras de biofi lme. 
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RESUMO: Atualmente, as infecções 
bacterianas têm sido preocupação de governos 
e alvo de estudos, pois este é um problema em 
todo o mundo. As pessoas que mais sofrem 
são aquelas imunossuprimidas, sendo afetadas 
por super bactérias como Enterococcus 

faecalis e Escherichia coli que provocam 
graves danos à saúde. Com o avanço da 
tecnologia e a prospecção de novas drogas, 
os peptídeos antimicrobianos (PAM) são 
candidatos a combater esses microrganismos 
e curar pessoas. Em relação aos resultados 
in silico, os peptídeos Butylatus apresentaram 
características de peptídeos antimicrobianos, 
baixa energia de interação nas membranas 
miméticas, boa estabilidade estrutural na 
membrana. Além disso, a atividade in vitro 
observada foi que o peptídeo apresenta atividade 
antimicrobiana e baixa atividade hemolítica. A 
partir desses resultados, é possível considerar 
o peptídeo TsAp-1 como candidato a produtos 
biotecnológicos de interesse para a indústria 
farmacêutica e hospitalar.
PALAVRAS-CHAVE: Bactérias patogênicas; 
Peptídeos antimicrobianos; Estudo in silico.

ABSTRACT: Currently, bacterial infections have 
been targeted by governments and study targets, 
as this is a problem around the world. People 
who are most immunosuppressed are affected 
by supercommissions such as Enterococcus 
faecalis and Escherichia coli that cause 
serious damage to health. The antimicrobial 
peptides (PAM) are candidates to combat these 
microorganisms and heal people. Regarding 
the in silico results, the peptides butylatus 
the characteristics of antimicrobial peptides, 
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low interaction energy in the mimetic membranes, good structural reassembly in the 
membrane. In addition, the in vitro activity showed that the peptide showed antimicrobial 
activity and low hemolytic activity. In order to obtain results, it is possible to consider 
the peptide TsAp-1 as a biotechnological product of interest for a pharmaceutical and 
hospital industry.
KEYWORDS: Pathogenic bacteria; Antimicrobial peptides; In silico study.

1 |  INTRODUÇÃO

1.1 O Combate À Infecções e o Surgimento Das Resistências aos Antibióticos

Infecções bacterianas  tem sido alvo da atenção dos estudos da comunidade 
médica, organizações de saúde e governos. Este problema global é tratado a partir 
de pesquisas de produtos no intuito de eliminar esses patógenos. Busca-se atingir 
esse objetivo por meio de fármacos que sejam efi cazes e que causem menos efeitos 
adversos aos pacientes. Se por um lado a resistência bacteriana aos fármacos 
atualmente recomendados contribui para signifi cativo aumento dos óbitos, por outro 
há gastos exorbitantes em tratamentos (GURGEL; CARVALHO, 2008; PEREIRA et al., 
2005; WANNMACHER, 2004). Estima-se que, em breve, estaremos sem condições de 
tratar infecções bacterianas devido ao fato de não termos mais opções para deter sua 
resistência e multiplicação (VIANNA et al., 2016). A Figura 1 apresenta uma expectativa 
de mortes por microrganismos em 2050.

Figura 1 - Expectativa de mortes por micro-organismos em 2050.
Legenda: Mortalidade por 10.000 habitante de 5.000 (em cinza) até mais de 10.000 mortes (em vermelho). Fonte: 

(DIREÇÃO-GERAL DA SAÚDE, 2016) (ADAPTADO).

Visando obter novas ferramentas para tratamento de infecções bacterianas, 
Peptídeos Antimicrobianos (PAM) aparecem como uma alternativa proveitosa. Os 
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PAMs são peptídeos que exercem atividade bacteriostática, bactericida, lise celular, 
prevenção do biofi lme, entre outras, nas quais podem ser usadas contra a infecção 
bacteriana (HARRISON et al., 2014).

A interação dos PAM se dá nas membranas destes organismos, interagindo 
com a membrana externa das bactérias. Após o PAM se fi xar na membrana inicia-
se a desestabilização da parede microbiana por meio da formação de poros ou a 
atividade de enfraquecimento da membrana. As formas de atuação dos peptídeos na 
membrana bacteriana foi estudada ao longo do tempo e elucidadas várias maneiras 
de interação, como demonstra a Figura 2 (CALISKAN et al., 2013a; TARAZI, 2015). 
Contudo, Powers e Hancock (2003), apresentam que a capacidade antimicrobiana 
dos peptídeos se dá pela combinação de cationicidade, hidrofobicidade, formação 
de estrutura secundária, anfi paticidade, conformação, hidrofobicidade e ângulo polar. 
Para promover a ação antimicrobiana descrita, o PAM interage com a membrana da 
célula alvo por meio de interações eletrostáticas, hidrofóbicas e ligações de hidrogênio. 
Para tanto, características estruturais e eletrostáticas precisam ser consideradas pois 
a mudança em alguma característica do peptídeo acarreta mudanças no corpo e 
atividade do peptídeo (POWERS; HANCOCK, 2003). 

Figura 2 - Mecanismos de ação de PAMs na membrana bacteriana. Padrões clássicos de 
ruptura de membrana, os peptídeos se encontram com a membrana interagindo de maneira a 

formar um limiar de concentração e penetrar-se em toda membrana formando poros no modelo 
Barril, solubilizar a membrana em estruturas de micelas no modelo tapete ou formar poros 
peptídeo-lipídeo como  é o padrão poro toroidal. No modelo de poro toroidal desordenado, 

a formação de poros é, de certa forma, aleatória e envolve um número menor de peptídeos. 
A espessura da bicamada de fosfolipídios pode ser perturbada pela existência de peptídeos, 
ou a própria membrana pode ser reconstruída de modo a formar domínios ricos em lipídeos 

aniônicos. Em poucos casos, a bicamada sem intermediários poder induzida; peptídeos 
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podem ser adsorvidos pela membrana bacteriana direcionando fosfolipídios oxidados; 
peptídeos podem induzir pequenos ânions por meio da bicamada, resultando no efl uxo, o 

potencial de membrana pode ser dissipado sem outro dano aparente, ou, também podemos 
observar inversamente, no modelo molecular de eletroporação, a acumulação de peptídeo 
na monocamada externa que aumenta o potencial da membrana a um limiar que torna a 

membrana porosa a transitoriedade de várias moléculas, incluindo o peptídeo que causou este 
efeito (NGUYEN, et al., 2011) (ADAPTADO).

1.2 Disposição de Pam Na Natureza e Em Escorpiões

PAM são sintetizados em vários organismos, tais como serpentes, lagartas, 
anuros e escorpiões (HARRISON et al., 2014, 2016; HEINEN et al., 2014; LADRAM, 
2016; VAN HOEK, 2014). Estudos recentes apresentam que as toxinas de escorpiões 
possuem propriedades biológicas efi cientes contra bactérias, fungos, células tumorais, 
inibição de canais iônicos e mediadores da dor (CALISKAN et al., 2013b; KING; 
HARDY, 2013; QUINTERO-HERNÁNDEZ et al., 2013). Uma breve representação da 
atividade das toxinas em estado bruto é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Peptídeos de escorpiões, sua carga líquida e ação biológica.

Fonte: Banco de dados on-line Antimicrobial Protein Data Bank e Med-Line.

Nota: Dados trabalhados pelo autor.
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A toxina dos escorpiões apresenta aspecto opalescente e leitoso, sendo 
constituída por muco, proteínas básicas neurotóxicas, nucleotídeos, aminoácidos e 
enzimas. Sua composição pode variar de acordo com a presa do escorpião, região 
geográfica e variações genéticas (DIEGO-GARCÍA et al., 2013; RATES et al., 2008). 

Contudo, a toxina do T. serrulatus, possui as seguintes famílias de proteínas 
(classificadas por atividade): toxinas de canal de sódio (NaTx), toxinas de canal de 
potássio (KTx), toxinas diuréticas, peptídeos potencializadores de bradicinina (BPPs), 
PAM, enzimas e outras toxinas, como mostra a Figura 7.

Figura 7 - Composição da peçonha de escorpiões Tityus.
Fonte: Venom Zone (ADAPTADO).

A toxina do escorpião-amarelo é composta por proteínas neurotóxicas que 
interagem com alta especificidade em canais iônicos. Este fato desperta o interesse de 
pesquisadores em isolar e caracterizar tais proteínas e peptídeos, visando tratamentos 
mais eficazes nos casos de envenenamento e a compreensão de mecanismos 
fisiológicos, patológicos e biológicos (DE MELO et al., 2015; DIEGO-GARCÍA et al., 
2013; PEDRON et al., 2017). Testes com peptídeos extraídos da toxina de escorpiões 
apresentaram efeito bactericida, bacteriostático e antibiofilme, sendo pouco nocivo a 
células humanas e com baixo efeito hemolítico (HWANG et al., 2013; LEE et al., 2013; 
RAMÍREZ-CARRETO et al., 2012).

	 Isolando determinadas frações da toxina do escorpião T. serrulatus, observou-
se que existem pelo menos dezenove peptídeos tóxicos, podendo ser classificados 
em α e β-toxinas, de acordo com a sua conformação estrutural. As mais notáveis, no 
entanto, são a TityusToxina1 (Ts1) caracterizada como β-neurotoxina com atividade 
tóxica para mamíferos e insetos ao interagir fortemente com o sítio quatro de canais 
de sódio; Ts2 com ação de retardo na inativação de canais de sódio, sendo uma 
α-neurotoxina; a Ts3 é composta por 62 resíduos de aminoácidos, massa de 7,240 
kDa e ação sobre o terceiro canal de sódio induzindo a liberação de mediadores 
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químicos como a acetilcolina e a catecolaminas, além disso, esta toxina exerce 
atividade sobre a despolarização de fibras nitrégicas e liberação de óxido nítrico, 
levando ao relaxamento do músculo liso cavernoso (HWANG et al., 2013; LEE et al., 
2013; RAMÍREZ-CARRETO et al., 2012).

	 A Ts15 bloqueia canais de potássio Kv1.2 e Kv1.3 e observou-se que tal bloqueio 
é físico; já a Ts18 apresenta-se como uma proteína curta e com ação em canais de íons 
sódio (LIMA, 2014; QUINTERO et al., 2013); outros componentes menos estudados 
como peptidases e hialuronidases estão presentes neste veneno. Hialuronidases são 
enzimas capazes de degradar hialurona, componente presente na matriz extracelular, 
facilitando a rápida difusão das toxinas no organismo da presa (ALMAAYTAH et al., 
2014; DE MELO et al., 2015).

Sobre a atividade antimicrobiana dos peptídeos da peçonha, observa-se que 
existem fatores interdependentes nos componentes estruturais que determinam essa 
atividade (TARAZI, 2015; VALDEZ-VELÁZQUEZ et al., 2013). Foi observado que 
os peptídeos antimicrobianos oriundos da toxina de escorpião desempenham papel 
eletrostático na parede das membranas de bactérias, uma vez que a membrana 
apresenta amino-componentes carregados negativamente como fosfolipídios ácidos 
e lipopolissacarídeos (LPS) (TARAZI, 2015).

Na      peçonha     do escorpião T. serrulatus, o peptídeo TsAP-1 
(FLSLIPSLVGGSISAFK) apresenta 17 resíduos de aminoácidos, carga +1, 78% de 
hidrofobicidade, 52% de resíduos hidrofóbicos e massa de 1161.94 Da. 	 O TsAP-1 
este possui concentração inibitória mínima (CIM) de crescimento de Staphylococcus 
aureus (120 µM), Escherichia coli (160 µM) e Candida albicans (160 µM) e concentrações 
bactericidas mínimas de S. aureus (>160 µM), E. coli (>160 µM) e C. albicans (>160 
µM),  além de ser bioativo contra células tumorais in vitro H157 e H838 (Carcinoma 
epidermóide oral humano e adenocarcinoma de câncer de pulmão, respectivamente) 
com valores de inibição de 55,9 µM e 52,5 µM, respectivamente, atividade hemolítica 
de 6,48% na concentração máxima (160 µM). Por estas características este peptídeo 
foi utilizado para desenho racional de peptídeos análogos sintéticos (GUO et al., 2013).

1.3	Modelagem Molecular (MM)

A modelagem molecular, de acordo com a IUPAC, busca investigar as estruturas 
e propriedades moleculares por meio da química computacional e de técnicas de 
visualização tridimensional (BARREIRO et al., 1997). Desta forma, a MM tem por objetivo 
gerar, manipular e/ou representar com precisão estruturas moleculares e calcular as 
propriedades físico-químicas delas (VERLI, 2014). Para continuação da atuação e 
desenvolvimento desta nova metodologia, os empenhos em tecnologia computacional 
precisaram avançar também tanto em capacidade de armazenamento de dados como 
em sua análise, o que, somado ao aprimoramento na química funcional (técnicas como 
ressonância magnética nuclear (RMN), cristalografia de raio-X, bioquímica e biologia 



Prospecção de moléculas bioativas em animais e plantas: Uma visão Biotecnológica Capítulo 5 56

molecular) trouxe desenvolvimento em áreas até então completamente desconhecidas 
(COHEN, 1996; VERLI, 2014).

2 | 	MATERIAL DE MÉTODOS

2.1	Desenho Racional e Predição dos Análogos do Peptídeo TsAP-1

O peptídeo TsAP-1 (FLSLIPSLVGGSISAFK), oriundo do escorpião Tytius 
serrulatus, (GUO et al., 2013) escorpião brasileiro conhecido escorpião-amarelo, foi 
utilizado como template para que os peptídeos fossem desenhados racionalmente 
por meio da observação da estrutura primária de aminoácidos e pela predição de sua 
conformação em α-hélice, então, os resíduos de aminoácidos foram reorganizados 
utilizando o diagrama em hélice do servidor HeliQuest (GAUTIER et al., 2008) para 
realizar o desenho racional com a intenção de melhorar características físico-químicas 
(hidrofobicidade, carga líquida e massa teórica) do peptídeo TsAP-1, que é o controle 
para comparação dos análogos.

Utilizou-se o servidor Antimicrobial Peptide Database (APD) para conhecer 
a porcentagem de resíduos hidrofóbicos e massa teórica do peptídeo TsAP-1 e os 
desenhados racionalmente. Para conhecer a similaridade entre o peptídeo molde e 
seus análogos foi utilizado o programa Clustal Omega versão 1.2.4 (SIEVERS et al., 
2011) no formato com números. Para prever a atividade antimicrobiana, foi utilizado 
o servidor CAMPR3 (WAGHU et al., 2016) o qual utiliza banco de dados National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), UniProtKB e PDB (http://aps.unmc.
edu/AP/main.php) selecionando peptídeos com as palavras-chave: antimicrobianos, 
antibacterianos, antifúngicos, antivirais e antiparasitários considerando informações 
sobre a sequência, estrutura, definição proteica, atividade, taxonomia do organismo 
de origem e organismos alvos (WAGHU et al., 2016). 

2.2	 Síntese, e Quantificação do Produto

Os peptídeos TsAP-1 e os análogos foram sintetizados pela empresa Aminotech, 
com uma pureza de 95% (após remoção de TFA), pelo método da fase sólida utilizando 
o químico N-9-fluorenilmetiloxicarbonilo (F-moc) em resina de amida Rink. O peptídeo 
sintético foi solubilizado em ácido trifluoroacético aquoso a 0,1% (TFA) e filtrado com 
um filtro Millex de 0,22 μm 25 mm (Millipore-Merck, Billerica, MA). As concentrações 
de peptídeos sintéticos para todas as experiências in vitro e foram determinadas 
utilizando a medição por absorbância a 205, 215 e 225 nm (FALCAO et al., 2016).
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2.3	Análises Estruturais In Silico

A) Alinhamento e modelagem molecular

A construção dos modelos tridimensionais do peptídeo controle e dos peptídeos 
análogos foi realizada por similaridade por meio do servidor I-TASSER utilizando o 
banco de dados PDB (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Para realizar a validação 
dos modelos desenvolvidos utilizou-se o programa PROCHECK14, o qual apresenta 
a geometria peptídica, a esterioquímica e a distribuição energética pontuando ângulos 
diedros considerando forças covalentes e análise do gráfico de Ramachandran. 
Além deste, por meio do programa ProSA-web calculou-se o nível de qualidade dos 
peptídeos gerados baseado em resultados previamente dados dentro de intervalos de 
proteínas nativas por meio do Z-score (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

B) Estudo em Docking (Docagem Molecular)

O programa AutoDock 4.2 foi utilizado para elucidar modos possíveis de 
interação entre os peptídeos desenhados racionalmente e o peptídeo controle em 
uma membrana mimética bacteriana Gram-negativa e Gram-positiva. As membranas 
foram construídas utilizando o servidor CHARMM-GUI, na proporção de 9:1 de 
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina (DPPE) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-
3-fosfatidilglicerol (DPPG). A bicamada foi construída em uma caixa retangular, onde 
moléculas de água foram adicionadas, bem como neutralizando íons por métodos de 
substituição. A caixa da grade foi calculada com 40 × 40 × 25 pontos e espaçamento 
de 1,0 Å centrado na superfície da membrana. Depois disso, cinquenta quadros de 
encaixe foram feitos e as estruturas geradas foram classificadas de acordo com seus 
valores de afinidade. O programa PyMOL foi utilizado para visualizar as estruturas 
tridimensionais dos peptídeos modelados bem como as interações peptídeo-
membrana respeitando a distância de 2,8 a 3,6 Ǻ para todos os átomos ancorados 
com a membrana (CARDOSO et al., 2016)

2.4	Quantificação dos Peptídeos

Os peptídeos sintetizados foram quantificados de acordo com a metodologia de 
Murphy e Kies (MURPHY, J. B.; KIES, 1960) pela absorção de luz UV, utilizando a 
média entre as seguintes fórmulas:

a. (ABS215 - ABS225) X 0,144 = k
b. ABS205 X 0,031=T
c.   (k + T) = C 

2
Onde, ABS é a absorbância e C é igual à concentração do peptídeo em mg/mL 
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nos comprimentos de onda 205, 215 e 225 nm. As constantes são representadas por 
0,144 e 0,031.

2.5	 Análise funcional in vitro

A) Ensaio hemolítico
A atividade hemolítica do peptídeo TsAP-1 e os análogos foi avaliada utilizando 

eritrócitos de camundongo. Os eritrócitos foram lavados três vezes com tampão fosfato 
50 mM, pH 7,4. A solução peptídica foi adicionada à suspensão de eritrócitos (1%, em 
volume), em uma concentração final variando de 256 a 8 µg.mL-1 em um volume final de 
100 µL. As amostras foram incubadas à temperatura ambiente por 60 min. A liberação 
de hemoglobina foi monitorizada medindo a absorbância do sobrenadante a 540 nm. 
O controle de hemólise zero (branco) foi determinado com eritrócitos suspensos na 
presença de tampão fosfato 50 mM, pH 7,4 e para controle positivo (100% de lise de 
eritrócitos); utilizou-se uma solução de 1% (em volume) de Triton X-100 dissolvido em 
água milli-Q em vez da solução peptídica. Os ensaios hemolíticos foram realizados em 
triplicata (CARDOSO et al., 2016).

B) Ensaios antibacterianos

Escherichia coli (ATCC 8739), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), sensíveis 
à meticilina foram utilizados para ensaios antimicrobianos. As espécies bacterianas 
foram cultivadas em 1,0 mL de Mueller-Hinton (MH) por 24 horas a 37ºC sob agitação 
em tubos de ensaio. Após isto, cada peptídeo sintético foi incubado com 5 x 105 UFC.
mL-1 de bactéria. Os controles negativos e positivos do ensaio foram bactérias em 
meio MH e várias diluições de ciprofloxacina, respectivamente, com volume final de 
100 µL. Foi considerado atividade inibitória quando o peptídeo apresentou >90% de 
inibição do crescimento bacteriano quando comparado ao controle. O crescimento 
bacteriano foi medido em 595 μm após 24 horas de incubação na placa, realizado de 
acordo com os protocolos descritos pelo Comitê Nacional de Padrões de Laboratório 
Clínico (NCLS).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Desenho racional e síntese de análogos do TsAP1

Neste trabalho, o peptídeo TsAP-1 (FLSLIPSLVGGSISAFK) foi sintetizado 
quimicamente e testado contra bactérias.

	 Como forma de prever se os peptídeo TsAP1 apresentaria atividade antimicrobiana 
e prospectar sua massa foi utilizado o servidor CAMPR3. Por meio de um banco de dados 
é possível conhecer, com grande precisão, a probabilidade da molécula apresentar 
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atividade antimicrobiana. Conforme análise, por meio da ferramenta “Resultados com 
classificador de análise discriminante”, o controle obteve 98,5% de chance de ser 
antimicrobiano, o que é considerado uma margem de segurança para prosseguir com 
os estudos, tanto para os padrões de atividade antimicrobiana como de massa, visto 
que é de comum acordo na comunidade científica atividade antimicrobiana prevista de 
no mínimo 85% (THOMAS et al., 2009; WAGHU et al., 2016).

Alinhamento e Modelagem Molecular

A predição estrutural foi realizado por meio do programa I-TASSER, o qual utiliza o 
banco de dados PDB. Para isso, esse programa busca na biblioteca do PDB proteínas 
molde (templates) para projetar a estrutura tridimensional do peptídeo desenhado 
racionalmente. Em seguida, o I-TASSER utiliza simulações de Monte Carlo para 
encadear regiões alinhadas construídas por ab initio. O terceiro passo é a simulação 
da montagem do peptídeo pelo SPICKER onde restrições espaciais serão agrupadas 
dos modelos do LOMETS e PDB pelo servidor TM-align com posterior orientação 
das simulações. Desta forma, é possível reduzir choques estéricos na cadeia de 
aminoácidos. Os modelos finalizados com a estrutura atômica são realizadas por meio 
do programa REMO, o qual traduz particularidades mediante otimização da rede de 
ligações de hidrogênio (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; SHEN et al., 2009;).

O peptídeo analisado por meio do I-TASSER foi alinhados com dez (10) templates 
de maior significância nos alinhamentos LOMETS.

Os parâmetros utilizados são o C-score, TM-score e o RMSD. O C-score dizem 
respeito ao padrão que estima a qualidade dos modelos construídos pelo servidor 
I-TASSER, considerando a importância dos alinhamentos e parâmetros de convergência 
da estrutura. É considerado significante quando o valor do C-score se encaixa entre -5 
e 2, onde quanto maior valor maior a confiança e vice-versa. Quando avalia-se o TM-
Score propõe-se a mensurar a similaridade estrutural de duas estruturas. Contudo, 
o TM-Score atua em conjunto com o RMSD, que é a distancia média dos pares de 
aminoácidos das duas estruturas que é sensível a erros locais, colabora para diminuir 
erros nos modelos gerados. Valores de TM-score >0,5 indicam um modelo topológico 
preciso, enquanto valores de TM <0,17 constituem uma similaridade aleatória (ROY; 
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; SHEN et al., 2009; ZHANG, 2008). O RMSD (Root 
Mean Square Deviation, ou Desvio Médio do Quadrado da Raiz, em português) prevê 
o desvio médio dos átomos das estruturas alinhadas, do controle e os análogos. De 
forma que, quanto maior este valor, também será maior a diferença de estrutura entre 
os peptídeos que estão sendo comparadas (KUFAREVA; ABAGYAN, 2012).

A partir dos dados de referência é possível observar que os modelos gerados 
respeitam os parâmetros de qualidade do C-score quando todos os valores se alojam 
no espaço de -5 a 2 e o TM-score permanece maior que 0,5.
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Validação dos Modelos Tridimensionais

Uma importante etapa no processo de desenho racional é a avaliação das 
estruturas preditas, e se torna ainda mais relevante quando os modelos desenhados 
apresentam diferenças quanto à ação (SCHAFFERHANS; KLEBE, 2001). Atualmente, 
existem programas on-line que possibilitam a avaliação dos modelos, tais como: 
PROCHECK e Aggrescan3D (DAVY et al., 1993; ZAMBRANO et al., 2018). O objetivo 
destes programas é avaliar níveis de qualidade e confiabilidade dessas estruturas 
geradas. Para tanto, buscam avaliar as propriedades da organização estrutural 
(como regularidade estereoquímica), qualidade do empacotamento de resíduos e a 
fidelidade do enovelamento em conformidade com o ambiente químico dos resíduos 
dos peptídeos (HOLTJE, H. D., SIPPL, W., ROGNAN D., & FOLKERS, 2003). Segundo 
Höltje e colaboradores, é necessário verificar a qualidade estereoquímica das estruturas 
dos modelos formados e avaliar a formatação de parâmetros como comprimentos de 
ligações, ângulos no meio de ligações, ângulos torsionais e a quiralidade dos resíduos 
(HOLTJE, H. D., SIPPL, W., ROGNAN D., & FOLKERS, 2003).

O programa PROCHECK foi utilizado para avaliação dos parâmetros 
estereoquímicos (ângulos torsionais da cadeia principal Φ e Ψ, ângulos torsionais 
das cadeias laterais, contatos ou impedimentos estéricos), energias das ligações 
de hidrogênio, planaridade das ligações peptídicas, desvios em relação à geometria 
tetraédrica dos carbonos-ɑ, dentre outros). Para validar os dados estéricos com 
qualidade, o programa emite o valor “G-factor”, o qual representa qualidade acima 
de -0,5, abaixo deste valor é considerado “não-usual” e abaixo de -1,0 é considerado 
“altamente não-usual” (DAVY et al., 1993).

Estudo em Docking (Docagem Molecular)

O peptídeo TsAP-1 foi analisado quanto à sua interação com membranas 
bacterianas e estabilidade em α-hélice. Para tanto foi construída uma membrana 
composta de DPPE e DPPG, para simular a membrana bacteriana. O peptídeo então 
foi atracads contra a membrana para permitir o contato do ligante ao alvo. 

O Docking Molecular é um procedimento capaz de predizer a melhor forma de 
interação entre uma molécula e um ligante. O Docking foi operacionalizado em duas 
etapas sendo a primeira a predição da estrutura e posicionamento e orientação do 
peptídeo com a membrana  de acordo com a afinidade da molécula e o segundo com 
verificação de distâncias de ligação.

Neste trabalho propõe-se uma nova forma de análise da avaliação estatística 
por meio de média e desvio padrão, ponderando que esses dados, do ponto de 
vista da energia de maior frequência, tem maior probabilidade de levar a um melhor 
entendimento da interação receptor/membrana. Para isto foram observados as 
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cinquentas simulações dos peptídeos com a membrana e observadas as energias de 
interação mais frequentes em cada simulação.

O Docking entre o peptídeo controle TsAP-1 e membrana aniônica (Figura 
10) demonstrou média de -5,1 ± 0,7 kcal/mol e energia mais frequente foi a de -5,2 
kcal/mol. Já o Docking entre o peptídeo controle e membrana catiônica (Figura 11) 
demonstrou média de energia livre de -3,6 ± 0,6 kcal/mol de energia, sendo a energia 
mais frequente de -3,8 kcal/mol. 

Figura 10- Interação entre o TsAP-1 e a membrana aniônica e catiônica.

A partir destes gráficos que representam os resultados das interações no Docking, 
é demonstrado que o peptídeo TsAP-1 possui afinidade por membranas Gram-positiva 
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e negativa, como já era esperado. Este peptídeo apresenta alta hidrofobicidade, 
mesmo possuindo carga líquida baixa para atividade antimicrobiana. 

Figura 12 - Interação in silico entre TsAP-1 e membranas miméticas aniônicas e catiônicas.

Representação tridimensional teórica das interações do peptídeo com membrana aniônica (A) 
e das imagens revelando os resíduos de aminoácidos com interações com a membrana por 

meio da energia de maior frequência (-5,2 kcal/mol) (B). Representação tridimensional teórica 
das interações do peptídeo com membrana catiônica (C) imagens revelando os resíduos de 

aminoácidos com interações com a membrana por meio da ener gia de maior frequência (-3,8 
kcal/mol) (D).

Os testes in silico apresentados pelo Docking apresentam que seu primeiro 
contato com membranas aniônicas é de ordem eletrostática. Os resíduos hidrofílicos 
Ser7 e Ser14 interagiram com átomos de nitrogênio da cabeça polar dos fosfolipídios 
(DPPE2 e DPPE1), formando ligações de hidrogênio de distancias 2,7 e 3,1 Ǻ, 
respectivamente. Os resíduos apolares Gly10, Gly11 e Leu4, realizaram interações de 
ligações de hidrogênio por meio de seus respectivos oxigênios com os fosfolipídios 
(DPPE8, DPPG4 e DPPE7) com distâncias de 3,0, 3,0 e 3,5 Ǻ, respectivamente, à 
princípio, a Lys17 não formou interações neste estudo de Docking. 

Quando analisa-se a interação entre o TsAP-1 e a membrana mimética catiônica, 
observa-se que seu primeiro contato foi por meio de uma Phe1 utilizando nitrogênios 
(O14) em fosfolipídios (DPPG5) com distância de 3,6 Å, respectivamente. Além disso, a 
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Val6 e a Ser12 ligaram-se aos fosfolipídios DPPE7 e DPPE6, por ligações de hidrogênio, 
em distancias de 3,4 e 2,9 Å, respectivamente. As interações e distancias do Docking 
podem ser visualizadas na Tabela 5.

Resíduo Átomo Distancia (Å) Fosfolipídio* Átomo** Interação

TsAP-1 (G-)

Gly-10 O 3,0 DPPE-8 N LH
Gly-11 O 3,0 DPPG-4 N LH
Ser-14 Oγ 3,2 DPPG-1 N LH
Ser-7 Oγ 2,7 DPPE-2 N LH
Leu-4 O 3,3 DPPE-7 N LH

Tabela 5- Avaliação in silico das interações entre os peptídeos TsAP-1 e Butylatus-1, 2, 3 e 4 
com membrana bacteriana mimética catiônica e aniônica.

Legenda: LH: ligações de hidrogênio, LI: ligação iônica; N: nitrogênio; O: oxigênio; Arg: arginina; Ala: alanina; Lys: 
lisina; Val: valina; Ser: serina; Leu: leucina; Phe: fenilalanina; Gly: glicina; Z: átomo da cadeia principal, γ: nome 

da posição do átomo, H1: átomo da cadeia lateral.

*Posição do fosfolipídio.

**Átomo do fosfolipídio que fez a interação.

Síntese dos Peptídeos

O TsAP-1 foi sintetizado pela empresa Aminotech. O peptídeo foi sintetizado 
para realização dos testes antimicrobianos e hemolítico. A confirmação das purezas e 
massas moleculares observadas para os peptídeos controle determinada por MALDI-
ToF, que apresentara valor experimental de 1736,1. Valor este que corresponde à 
predição dos programas de bioinformática.

Bioensaios Com Bactérias

Foram realizados com o objetivo de determinar a ação dos peptídeos desenhados 
racionalmente e o controle em reduzir o crescimento bacteriano. Os resultados obtidos 
podem ser observados como apresenta a Tabela 6.

TsAP-1* TsAP-1**

E. coli 160 147,5

E. faecalis 160 147,5

Hematócrito 160 147,5

Tabela 6 - Concentração inibitória mínima (CIM) obtida com os peptídeos Butylatus e o controle 
sintéticos e atividade hemolítica.

Valores em μM
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*Peptídeo purificado (GUO et al., 2013)

**Peptídeo sintético

4 | 	CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS

A partir das análises  dos resultados obtidos por meio de métodos de bioinformática, 
considerando o comportamento físico-químico do peptídeo sintetizado e sua relação 
com as atividades in vitro é possível afirmar que este peptídeo estudado é candidato 
a futuros produtos antibacterianos, considerando a técnica de bioinformática para 
prospecção de moléculas antibacterianas.
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RESUMO: As infecções bacterianas são um 
problema em escala global, causando grande 
alarde. Devido a diversos fatores como o 
uso indiscriminado de antibióticosbactérias 
cada vez mais se tornam resistentes. Graças 

ao avanço tecnocientífico, hoje por meio da 
bioinformática estrutural é possível estudar os 
peptídeos antibacterianos (PAM) que podem 
ser a chave para combater microrganismos. 
Desenho racional vem para melhorar o potencial 
antibacteriano de moléculas diminuindo os efeitos 
adversos. Visando a resolução da problemática 
o trabalho tem como objetivo principal desenhar 
racionalmente novos peptídeos análogos à 
L-aminooxidase (LAO) da serpente Brothorps 
jararacussu, ligando atributos físico-químicos 
à atividade antimicrobiana. Com base nos 
peptídeos antimicrobianos depositados no 
Protein Data Bank, um padrão fisico-químico 
foi identificado pelo programa Antimicrobial 
Pattern Prediction desenvolvido pelos autores. 
As sequências primárias analisadas levando 
em consideração as características de 
hidrofobicidade e hidrofilicidade. A sequência 
primária foi avaliada pelo programa CAMPr3 
para predição da atividade antibacteriana, o 
padrão encontrado teve sua conformação em 
hélice preditas pelo Helical Wheels Projections. 
A LAO escolhida possui código 4E0V (PDB). O 
padrão encontrado foi “HHHKHHK” sendo “H”  
hidrofóbico e “K” hidrofílico. Esse se repetiu 
nove vezes na molécula alvo de estudo e todas 
foram analisadas de acordo com a carga e 
hidrofobicidade onde somente duas sequências 
foram identificadas e nomeadas 4E0V_E e 
4E0V_G. Portanto as sequências encontradas 
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no estudo in silico podem ser candidatos antimicrobianos alternativos, entretando é 
preciso a realização de mais experimentos in vitro para a confirmação dos resultados.
PALAVRAS-CHAVE: Desenho racional, antibacteriano, Bothrops

ABSTRACT: Bacterial infections are a problem on a global scale, causing great fanfare. 
Due to various factors like the indiscriminate use of antibiotics bacteria increasingly 
become resistant. Thanks to the techno-scientific advance, today through structural 
bioinformatics it is possible to study the antibacterial peptides (PAM) that can be 
the key to fight microorganisms. Rational design comes to improve the antibacterial 
potential of molecules by decreasing adverse effects. Aiming at solving the problem, 
the main objective of this work is the rational design of new peptides analogous to the 
L-aminooxidase (LAO) of the snake Brothorps jararacussu, linking physicochemical 
attributes to antimicrobial activity. Based on the antimicrobial peptides deposited in 
the Protein Data Bank, a physicochemical pattern was identified by the Antimicrobial 
Pattern Prediction program developed by the authors. The primary sequences analyzed 
taking into account the characteristics of hydrophobicity and hydrophilicity. The primary 
sequence was evaluated by the CAMPr3 program for prediction of antibacterial activity, 
the pattern found had its helix conformation predicted by Helical Wheels Projections. 
The chosen LAO has code 4E0V (PDB). The standard found was “HHHKHHK” with 
hydrophobic “H” and hydrophilic “K”. This was repeated nine times in the target molecule 
of study and all were analyzed according to the charge and hydrophobicity where 
only two sequences were identified and named 4E0V_E and 4E0V_G. Therefore the 
sequences found in the in silico study may be alternative antimicrobial candidates, but 
more in vitro experiments are necessary to confirm the results.
KEYWORDS: Rational design, antibacterial, Bothrops

1 | 	INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento de gerações de microrganismos resistentes aos antibióticos 
e sua distribuição em populações microbianas em toda a biosfera são os resultados de 
muitos anos de seleção ininterrupta pressão das aplicações humanas de antibióticos, 
via subutilização, uso excessivo e uso indevido. Este não é um processo natural, mas 
uma situação sobreposta à natureza (Davies; Davies, 2010).

A capacidade dos microrganismos a se adaptar e a resistência aos antibióticos 
torna cada vez mais difícil o tratamento por infecções bacterianas (Vianna 2016). A 
própria manipulação de amostras no laboratório clínico e a rotina laboratorial pode 
favorecer aos mecanismos de resistência bacteriana (Vásquez-Giraldo; Libreros-
Zúñiga; Crespo- Ortiz, 2017).

A maioria das agências internacionais, nacionais e locais reconhece a gravidade 
do problema. Muitas resoluções e recomendações foram propostos, e numerosos 
relatórios foram escritos, mas sem sucesso: o desenvolvimento de resistência a 
antibióticos é implacável (Davies; Davies, 2010). O aumento das taxas de resistência 
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significa que, perante uma infeção provocada por um determinado microrganismo, 
é maior a probabilidade desse microrganismo ser resistente aos antibióticos 
habitualmente utilizados, sendo a infeção apenas tratável por fármacos de mais largo 
espetro, por sua vez com maior potencial gerador de resistências (Direção Geral da 
Saúde, 2017). 

Tratando-se de um processo de ocorrência expectável e natural, a seleção de 
cepas resistentes tem sido potenciada pela utilização frequentemente inapropriada 
dos antimicrobianos (Direção Geral da Saúde, 2017). O problema das resistências 
aos antibióticos não é sequer exclusivo da saúde humana, estendendo-se a todas 
as áreas onde se utilizam antibióticos, como a pecuária e a saúde animal. Esse fator 
levou a OMS a definir o conceito de one health (Direção Geral da Saúde, 2017). Sem 
antibióticos eficazes, diversos campos da medicina serão severamente prejudicados, 
incluindo a cirurgia, o cuidado de bebês prematuros, a quimioterapia para o câncer, o 
cuidado do paciente crítico e a medicina do transplante (Robert, J Guidos, 2011).

Nos últimos anos, o surgimento de patógenos resistentes a medicamentos tem 
provocado a necessidade de desenvolver novos antibióticos (Aoki; Ueda, 2013). 
A perda de antibióticos eficazes resultará em um grande aumento na morbidade e 
mortalidade por infecções. A resistência antimicrobiana é uma tremenda preocupação 
Organização Mundial de Saúde. (Robert; J Guidos, 2011).

Segundo previsão internacional no que se refere a mortes atribuíveis às RAM 
quando comparadas com outras causas de morte, estima-se que se estas não forem 
controladas até 2050, mais 10 milhões de pessoas poderão morrer todos os anos 
(Direção Geral da Saúde, 2017). É necessário fazer um uso racional antibióticos, 
reduzir a prevalência de infecções bacterianas (Direção Geral da Saúde, 2017). 

O mecanismo de resistência bacteriana levou a uma grande emergência médica 
fazendo com que as ciências da saúde explorassem meios alternativos para combater 
esses patógenos (Mookherjee; Hancock., 2007). O desenvolvimento de novas 
ferramentas bioativas como drogas peptídicas podem ser a chave para retardar a 
tendência à resistência antimicrobiana (Migliolo et al., 2016). Essas drogas peptídicas 
podem possuem propriedades farmacocinéticas ideais (Aoki; Ueda, 2010).

Para o uso dessas drogas é preciso aprofundar o conhecimento na estrutura- 
função e a interação peptídeo-alvo levando a construção de drogas peptídicas que 
sejam mais eficazes e seguras e que possam atuar com maior afinidade contra suas 
células- alvo (Migliolo., 2016).  Observando também os parâmetros físicos químicos 
que parecem ser a chave para deixá-los mais eficazes (Ferreita et al,. 2017).  

2 | 	 JUSTIFICATIVA 

Devido a inúmeros fatores a resistência microbiana está alcançando níveis 
inimagináveis levando a uma grande emergência médica. Muito é discutido e 
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abordado tentando melhorar o panorama, mas a situação é delicada, por exemplo 
os fármacos presentes no mercado não são capazes de resolver esse problema. 
Além disso, o processo para lançar um novo fármaco é demorado e extremamente 
caro, o planejamento racional de fármacos levando em conta a sua estrutura e o seu 
mecanismo de ação é uma estratégia promissora e com um custo menor que pode ser 
uma maneira de ajudar a resolver o problema da resistência antimicrobiana. 

3 | 	OBJETIVO

3.1	Geral

O trabalho em questão tem como objetivo principal desenhar racionalmente novos 
peptídeos análogos bioinspirados na enzima L-aminoácido oxidase de uma serpente 
pertencente ao gênero Brothorps, corelacionando os atributos físico-químicos com 
padrões de repetição antimicrobiana.

3.2	Específico

Realizar a modelagem computacional de peptídeos derivados de uma 
L-aminoácido oxidase de serpente pertencente ao gênero Bothrops;

Compreender características físico-químicas conformacionais dos peptídeos 
desenhados racionalmente;

Predizer a conformação molecular por meio de programas computacionais;

4 | 	METODOLOGIA

4.1	Triagem de Sequência Modelo 

Foi realizada uma pesquisa de sequencias primárias de peptídeos naturais e 
sintéticos derivados de serpentes utilizando as palavras chaves L-amino acidoxidase 
(LAO), Bothrops, protein no banco de dados Protein Database (PDB, https://www.rcsb.
org/). Após o processo foi procurado na sequência alvo de estudo um padrão predito 
pelo software hydrophobia prediction(APP). 

4.2	Avaliação In Sílico das Atividades Antimicrobianas

Uma vez encontradas as sequências alvo do estudo foram analisadas as 
suas propriedades físico-químicas tais como hidrofobicidade, carga líquida, média 
de hidrofobicidade (GRAVY) determinadas por meio da predição do Antimicrobial 
Peptide Database (APD, http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Para prever a atividade 
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antimicrobiana, foi utilizado o servidor CAMPR3 (Waghu et al., 2016) o qual utiliza 
banco de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI), UniProtKB e 
PDB. Para a predição da conformação em α-hélice foi usado o servidor online Helical 
wheels projections (http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cgi).

4.3	Modelagem Molecular 

Os modelos tridimensionais teóricos foram construídos por meio do software 
I-tasser e visualizados por meio da ferramenta pymol.

5 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Triagem de Sequência Modelo  

Após a pesquisa de sequências no Protein Database (PDB) com as palavras 
chaves “LAO e Bothrops” foi encontrada uma sequência que possui 497 resíduos 
aminoácidos pdb: (4E0V), essa molécula foi purificada e caracteriza estruturalmente 
com intuito de correlacionar sua estrutura com suas propriedades toxicológicas, a 
molécula apresentou atividade catalítica para aminoácidos alifáticos com cadeia lateral 
grande como L-Metionina, L-Leucina.

	 Após a caracterização de hidrofobicidade e hidrofilicidade foi encontrado o 
padrão (HHHKHHK) pelo Antimicrobial Pattern Prediction em que “H” se refere a um 
resíduo hidrofóbico e “K” se refere a um resíduo hidrofílico, o padrão se repetiu nove 
vezes na sequência escolhida (Figura 2).

5.2 Desenho Racional

O padrão escolhido repetiu-se nove vezes na sequência escolhida, cada um 
desses sete peptídeos possuía sete resíduos de aminoácido.  Para criação de um 
AMP é importante determinar as suas características como carga e hidrofobicidade 
(Migliolo et al, 2016) (tabela 1), esses parâmetros são importantes para predizer 
aspectos relacionados à performance dos peptídeos. 
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Tabela 1 - Comparação entre as sequências dos peptídeos estudados. Peptídeo 4EOV_A, 
4EOV_B, 4EOV_C, 4EOV_D, 4EOV_E, 4EOV_F, 4EOV_G, 4EOV_H e 4EOV_I  destacando 
propriedades físico-químicas e predição das probabilidades para antimicrobianos por meio de 
análises: Máquina de vetores de suporte (SVM), Random Forest (RF), análise discriminante 

(DA) e rede neural artificial (ANN).

Estudos demonstram que peptídeos para se apresentarem de maneira estáveis 
devem apresentar carga entre +2 à +5 e um grau de hidrofobicidade por volta de 40% 
a alta hidrofobicidade faz com que os peptídeos possam perder sua conformação 
helicoidal uma vez que resíduos hidrofóbicos tendem a se proteger a água (Bersch-
Ferreira et al, 2017).

Tabela 2 - Comparação entre as sequências dos peptídeos estudados. Peptídeo 4EOV_E, 
4EOV_G destacando propriedades físico-químicas e predição das probabilidades para 

antimicrobianos por meio de análises: Máquina de vetores de suporte (SVM), Random Forest 
(RF), análise discriminante (DA) e rede neural artificial (ANN). 

Observando a carga, hidrofobicidade, Gravy (grau de apatia) e massa molecular 
elegeu-se dois peptídeos que possam vir a ter potencial antimicrobianos são eles o 
4E0V_E e o 4E0V_G (Tabela 2). Uma vez escolhidas as sequências alvo do estudo 
é preciso visualiza-las no modelo tridimensional da proteína (Figura 1) para predizer 
qual será a conformação das sequencias escolhidas.
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Figura 1. Estrutura tridimensional da enzima LAO(4E0V) em destaques amarelo regiões 
detectadas pelo programa APP de acordo com os padrões visualizados para antimicrobianos. 

Um dado de demasiada importância para o processo é a visualização do diagrama 
em hélice que fornece como seria a estrutura em hélice da molécula, devido a esse 
motivo os peptídeos que foram elegidos tiveram sua estrutura em hélice predita (figura 
2).

Figura 2. Diagrama em hélice dos peptídeos candidatos selecionados, em verde aminoácidos 
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aromáticos, em vermelho polares não carregados, em laranja apolares os aminoácidos e em 
azul os aminoácidos hidrofílicos.

5.3 Modelagem Molecular 

A visualização dos modelos tridimensionais foi realizada pelo programa Pymol. 
Primeiramente foi selecionada a região da proteína em que se tinha a sequência 
escolhida e marcada pela coloração amarela, após isso essa sequência de resíduos 
de aminoácidos foi isolada da proteína (figuras 3).

Em um primeiro momento o peptídeo estudado apresenta uma estrutura estendida, 
quando o peptídeo estiver interagindo com a bicamada fosfolipídica de microrganismos 
esse pode ter sua conformação alterada(Yan et al,. 2017). As sequências escolhidas 
para o projeto possuem dois aminoácidos hidrofílicos em sua composição, que podem 
ser capazes de alterar a conformação do peptídeo pois irão interagir com a parte 
interna da membrana fosfolipídica. Ademais, as distribuições desses aminoácidos 
influenciam diretamente na citotoxicidade das sequências, peptídeos que possuem 
alta hidrofobicidade tendem a ser mais citotóxico (Kumagai et al, 2019).

 O mecanismo de ação dos peptídeos funciona dividido em três passos, o primeiro 
é o de aproximação com a membrana devido a suas características eletroestáticas a 
molécula se sente atraída pela polaridade da membrana, o segundo é a passagem do 
peptídeo pelos polissacarídeos e o acesso a membrana citoplasmática , o terceiro e 
último é de inserção e permeabilização em que de fato é possível visualizar o mecanismo 
de ação do peptídeo alvo do estudo (Irazazabal;  Franco; Ladram, 2016) um peptídeo 
que possui a estrutura tridimensional apresentada pode alterar sua conformação ao 
interagir com a membrana citoplasmática do microrganismo podendo provocar sua 
lise, pode também interagir com proteínas transmembranas e poros da membrana. 

Figura 3. Em verde estrutura tridimensional da enzima LAO (4E0V) com enfase nas regiões 
em folha-β (amarelo) as quais foram usadas para o desenho racional dos peptídeos 4E0V_E e 
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4E0V_G construida pela ferramenta  I-Tasser e visualizados pelo programa Pymol.

Um aspecto que é de demasiada importância na sequencia peptídica é a analise 
isolada dos aminoácidos, aminoácidos polares não carregados como asparagina 
podem alterar a entalpia da membrana fosfolipídica, mais especificamente dos lipídios 
do grupo inicial o que leva a uma desestabilização da membrana. A interação de 
aminoácidos carregados positivamente e lipídeos carregados negativamente pode 
favorecer a formação de domínios lipídicos e poros na membrana, dessa maneira a 
estrutura pode se desestabilizar levando ao seu colapso (Olivia et al, 2019).

6 | 	CONCLUSÃO 

Os padrões encontrados in silico demonstraram que os peptídeos desenhados 
racionalmente apresentaram as características físico-químicas necessárias sugerindo 
potenciais candidatos antibacterianos. Entretanto é necessário a realização de 
experimentos in vitro para comprovar o melhoramento das moléculas desenvolvidas.
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RESUMO: Ofidismo é um problema de 
saúde pública negligenciada mundialmente, 
que vitima aproximadamente 2,5 milhões de 
pessoas por ano, envolvendo 125 mil mortes. 
O gênero Bothrops é responsável por 87% dos 
envenenamentos registrados no Brasil. Sendo 
a espécie endêmica do Nordeste brasileiro a 
Bothrops erythromelas, responsável pelo maior 
número de acidentes registrados na Paraíba. 
O veneno botrópico induz hemorragias, 
coagulopatia, edema, necrosepodendo levar 
à morte e/ou incapacidade permanente.  Uma 

vez que pouco se sabe a respeito de isotipos 
e especificidade de anticorpos produzidos 
por pacientes envenenados por serpentes 
da espécie B. erythromelas, objetivou-se 
avaliar o veneno desta serpente, frente ao 
reconhecimento entre moléculas e anticorpos 
presentes no soro de indivíduos envenenados, 
e frente aos soros comerciais brasileiros. 
As proteínas foram separadas em gel de 
poliacrilamida 12,5%, para avaliação da 
neutralização do veneno em vítimas tratadas 
com soro antiofídico, posteriormente utilizou-
se o método de Western blotting para observar 
se haveria reatividade cruzada entre venenos 
de diferentes gêneros, e por fim, se analisou 
a neutralização in vitro do veneno frente ao 
soro antiofídico comercial brasileiro gênero 
específico. Observou-se que bandas de 29 a 31 
KDa não são bem neutralizadas mesmo após 
a soroterapia em pacientes envenenados por 
B. erythromelas. Não ocorreu reação cruzada 
entre o veneno da referida serpente e o veneno 
de espécies pertencentes aos gêneros Crotalus 
e Philodryas. Ademais, o soro comercial não foi 
capaz de neutralizar algumas bandas presentes 
no veneno, entre elas as de 29 a 31 KDa, como 
foi confirmado no ensaio de neutralização in 
vitro.
PALAVRAS-CHAVE: Envenenamento; 
Ofidismo; Soro comercial. 
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ABSTRACT: Snakebites is a neglected public health problem worldwide, it victims 
approximately 2.5 millions of people by yearwhich gives 125 thousands death. Bothrops 
genus is responsible for 87% of the envenoming in Brazil. The endemic specie in the 
Northeast Brazil is the Bothrops erythromelas. Thevenom induces local hemorrhage, 
coagulopathy, edema,necrosis and can lead to permanent disability or death. There 
are limited studies about isotypes and specificity of antibodies produced by envenomed 
patients by B. erythromelas. The aim of this study is to evaluate this snake venom 
against the recognition between molecules and antibodies presents in the serum 
of envenomed individuals by other snake genus compared to Brazilian commercial 
serum. The proteins were separated in polyacrylamide gel for rating the neutralization 
of the venom in treated patients with the antivenom serum. Following was used the 
WesternBlotting method to observe if there was cross reactivity between venoms of 
different genus. Lastly, the “in vitro” neutralization of the venom against the Brazilian 
commercial serum was analyzed. It has been observed that the fragments of 29 and 
31 KDa are not well neutralized even after the treatment in patients envenomed by 
B. erythromelas. There was no cross-reaction between the venom of this snake and 
the venom of species belonging to the genus Crotalus and Philodryas. In addition, the 
commercial serum was not able to neutralize some of the fragments present in the 
venom, among them those fragments of 29 and 31 KDa, as confirmed at the in vitro 
neutralization test. 
KEYWORDS: Envenom; Snakebites; Commercial Serum. 

1 | 	INTRODUÇÃO

Acidentes com serpentes são um problema de saúde pública negligenciado que 
vitimam cerca de 2.500.000 pessoas com 125 mil mortes anualmente, de acordo com 
dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) (ALBUQUERQUE, 2013). No Brasil 
ocorrem aproximadamente 26.112 casos notificados por ano com uma letalidade de 
cerca de 6,95% (BRASIL, 2017).

Os venenos ofídicos contêm uma grande variedade de componente, cujo papel 
preliminar é agir para imobilizar a presa. Cerca de 90% do peso seco das peçonhas 
das serpentes são compostas por proteínas, principalmente as enzimáticas (serino 
proteinases, metaloproteases, L-aminoácido oxidase, fosfolipases) e proteínas sem 
atividade enzimática (desintegrinas, lectinas de tipo C, peptídeos natriuréticos).  A 
parte não proteica compreende ânions e cátions inorgânicos, lipídeos, carboidratos, 
pequenos peptídeos e aminoácidos (CARDOSO, 2003; JENNINGS et al, 2005; 
GUTIÉRREZ, 2009a). 

O gênero Bothrops e Bothriopsis são responsáveis por 87% dos envenenamentos 
notificados no Brasil (BRASIL, 2016). No domínio caatinga, a espécie endêmica é 
Bothrops erythromelas (AMARAL, 1923), conhecida localmente como jararaca-
da-seca, jararaca malha de cascavel ou jararaca vermelha. Seu veneno apresenta 
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ação proteolítica, caracterizando o envenenamento pela presença de bolhas, 
edema e necrose, que provavelmente decorre da ação de enzimas como proteases, 
hialuronidases e fosfolipases, da liberação de mediadores da resposta inflamatória; 
ação coagulante, ativando isoladamente ou simultaneamente o fator X e a protrombina, 
podendo agir como a trombina, convertendo o fibrinogênio em fibrina. Este tipo de 
ação causa distúrbios na coagulação sanguínea, uma vez que ao atingir a cascata de 
coagulação de forma direta, promove a destruição do fibrinogênio e da fibrina, podendo, 
por conseguinte, causar incoagulabilidade sanguínea; e ação hemorrágica, que são 
decorrentes da ação das hemorraginas provocando lesões na membrana basal dos 
capilares, associadas à trombocitopenia e alterações da coagulação (GUTIÉRREZ, 
2009).

O tratamento indicado pelo Ministério da Saúde para envenenamentos com 
serpentes é a utilização de soros antiofídicos, que no Brasil são produzidos pelo 
Centro de Pesquisa e Produção de Imunobiológicos (CPPI), Instituto Butantan – IB 
(SP), Instituto Vital Brasil – IVB (RJ) e Fundação Ezequiel Dias – FUNED (MG), por 
meio da imunização de equinos, onde o soro antibotrópico, é produzido com venenos 
provenientes de cinco espécies do gênero Bothrops mais prevalentes no Brasil: B. 
jararaca – 50%, B. alternatus, B. moojeni, B. jararacussu e B. mattogrossensis – 12,5% 
cada, e são distribuídos pelo Ministério da Saúde, por meio da Fundação Nacional de 
Saúde (FUNASA), (BRASIL, 2010). 

Poucos estudos imunológicos são realizados com humanos, sobretudo, no que 
diz respeito a resposta imune humoral de pacientes envenenados por serpentes. Esse 
dado é preocupante porque a resposta imune humoral é a primeira frente de defesa 
do organismo, importante para delinear a evolução da doença (LICHTMANN; PILLAI, 
2008).  Para a serpente B. erythromelas (Figura 1), a importância de se realizar estudos 
imunológicos referente à espécie, se dá porque a mesma é endêmica da região 
Nordeste do Brasil (ROMANO-HOGE, 1990; GUTIÉRREZ, 2009), e é responsável 
pelo maior número de atendimentos na Paraíba (SINAN, 2012), porém, seu veneno 
não consta no pool de venenos utilizados na formulação do antiveneno comercial no 
Brasil.
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Figura 1. Bothrops erythromelas (Jararaca da seca)
Fonte: Répteis da caatinga  

Diante disto, objetivou-se avaliar a neutralização do veneno da serpente B. 
erythromelas, diante do reconhecimento entre anticorpos presentes no soro de 
indivíduos envenenados por outros gêneros de serpente, e frente aos soros comerciais 
brasileiros.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Pacientes

Fizeram parte da pesquisa pacientes de ambos os sexos e diferentes idades, 
envenenados por serpentes dos gêneros Crotalus, Philodryas e Bothrops e atendidos 
no Centro de Assistência Toxicológica do Hospitalde Trauma de Campina Grande, no 
ano de 2012. 

Os indivíduos foram entrevistados e, em seguida, foram submetidos aos 
exames clínico-laboratoriais, além da coleta de informações a partir das fi chas de 
atendimento. Os critérios de inclusão na seleção dos pacientes contemplaram aqueles 
que receberam tratamento soroterápico e sinais/sintomas clínicos mais frequentes de 
envenenamento, como o edema local e alterações no tempo de coagulação sanguínea 
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do paciente. 
Foram coletados um total de 30 mililitros (mL) de sangue de cinco (n= 5) 

pacientes que foram submetidos à pesquisa. Esta coleta foi feita em três intervalos 
de tempo:  0 horas antes da soroterapia, 12 horas após a soroterapia e 24 horas 
após a soroterapia, para cada coleta foi obtido 10 mL de sangue por paciente. Os 
pacientes que fizeram parte da pesquisa foram catalogados como Indivíduos: A, B, C, 
D e E. Onde o indivíduo A, foi vítima de um acidente causado pela serpente Bothrops 
erythromelas; os indivíduos B e D, foram vítimas de acidentes causados por serpentes 
do gênero Crotalus; e os indivíduos C e E, foram vítimas de acidentes causados por 
serpentes do gênero Philodryas.

2.2	Considerações Éticas 

Esta pesquisa foi avaliada e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa, da 
Universidade Estadual da Paraíba (CEP-UEPB), protocolo número 0007.0.133.000-12 
de acordo com a Resolução n° 196 do Conselho Nacional de Saúde, sobre pesquisas 
realizadas com seres humanos. 

2.3	Obtenção do Veneno

O veneno da serpente B. erythromelas foi obtido por meio da ordenha de espécimes 
em cativeiro. Os espécimes foram provenientes do Zoológico Museu Vivo Répteis da 
Caatinga, localizado no município de Puxinanã, Paraíba. Foram selecionados apenas 
animais adultos. O veneno, após liofilização, foi mantido à temperatura de -20°C até o 
momento de sua utilização. 

2.4	Perfil Eletroforético de Proteínas do Veneno de B. erythromelas Diante do 

Soro de Indivíduos Envenenados

Géis de poliacrilamida 12,5% em presença de SDS (Dodecil sulfato de sódio) 
foram feitos e acoplados a um sistema de eletroforese da Hoeffer. Ao sistema foi 
adicionado Solução Tampão (TRIS 0,125 M; GLICINA 0,95 M; SDS 5g). As amostras 
correram a 60 mA e 90 V por cerca de 1 a 2 horas. Os géis de empilhamento (stacking 
gel) e de separação (running gel) foram preparados a uma concentração de acrilamida 
de 4,5% (p:v) e 10% (p:v), respectivamente.  	 Aos géis foram aplicados padrão de 
peso molecular (PM) (Sigma-Aldrich) com um espectro de 8 a 220 KDa); venenos 
de serpentes da espécie B. erythromelas, com soro de indivíduos previamente 
envenenados pela mesma serpente. Todas as amostras foram eluídas em tampão da 
amostra de Laemmli (1970) (Tris-HCl 1M pH 6,8; SDS 10%; β-mercaptoetanol 14,7 
M; Glicerina; Azul de Bromofenol), e incubadas por 5 min em banho-maria antes de 
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sua aplicação no gel. Posteriormente foi feita a coloração dos géis com o corante 
Coomassie brilliant blue R-250; Metanol; Ácido Acético; H2O), durante 30 minutos, 
seguido do tratamento com descorante (metanol 30%, ácido acético 10% e H2O 60%) 
com intervalos de 10 min. 

2.5	 Avaliação do Cruzamento Entre Soro de Indivíduos Envenenados Por 

Serpentes dos Gêneros Crotalus e Philodryas Com Veneno da Serpente B. 

erythromelas Por Meio de Western Blotting 

Para a realização da técnica de Western blotting (Towbin et. al., 1979) énecessário 
que as proteínas sejam anteriormente separadas pelo processo de Eletroforese em gel. 
Uma vez separadas as proteínas são transferidas para uma membrana absorvente, 
onde serão analisadas (KURIEN; SCOLFIELD, 2006).

Após o processo de eletroforese, onde se utilizou um padrão de massa molecular 
(Sigma-Color Burst; com espectro entre 8 a 220KDa); os géis foram submetidos a 
um processo de transferência das bandas de proteínas para uma membrana de 
nitrocelulose (Whatman). Ao sistema foi adicionado 3 papéis de filtro umedecidos com 
Tampão Anodo I (Tris Base 36,3 g; Metanol; H2O), seguido de mais três papéis de filtro 
umedecidos com Tampão Anodo II (Tris 3g; Metanol; H2O), posteriormente foi colocada 
a membrana de nitrocelulose, seguida do Gel, e posteriormente se umidificou mais 
seis papéis de filtro com Tampão Catodo (Tris 3 g; Ácido capróico 5,2 g; Metanol; H2O) 
acrescentando-se ao sistema que foi submetido a transferência por cerca de uma hora 
no bloqueador  em sistema Semi Dry (Semi-DryBlotting Systems, C.B.S. Scientific, 
modelo EBU-4000) com a voltagem de 45 V e amperagem máxima em 300 mA.  

Após a transferência a membrana de nitrocelulose (NTC), foi corada com o corante 
Ponceau a 0,2% e 1% de TCA por 5 min. Em seguida procederam-se incubações de 
bloqueio com leite desnatado (Molico) 5% e lavagem em PBS com pH entre 7.2 e 7.4.  
Após a última lavagem com PBS-Tween 20 0,05%, procedeu-se incubação da folha 
de NTC com os primeiros anticorpos (soro dos pacientes envenenados por Crotalus e 
Philodryas), overnight, sob refrigeração. 

No dia seguinte, lavagens com PBS-Tween20 0,05% foram realizadas e o 
segundo anticorpo (IgM-conjugada a peroxidase), foi adicionado à membrana de NTC, 
sendo a mesma incubada por duas horas a temperatura ambiente. A revelação da 
membrana foi realizada com 4-Cloronaftol (Sigma-Aldrich), feito na hora, e a reação 
parada com água destilada.

Os imunocomplexos formados (componentes antigênicos do veneno mais 
anticorpos presentes no soro do paciente) foram detectados através de uma sonda 
enzimática. No presente trabalho, a sonda enzimática utilizada foi a anti-IgM humana 
(Sigma-Aldrich) conjugada a peroxidase (Sigma-Aldrich). 
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2.6	Ensaios de Neutralização do Veneno da Serpente B. erythromelas Diante dos 

Antivenenos Comerciais 

Para se analisar a neutralização do veneno da serpente Bothrops erythromelas 
frente aos antivenenos comerciais utilizou-se a metodologia descrita por Gené et al. 
(1989). 

Foram incubadas doses fixas de veneno de serpente com diferentes concentrações 
de antivenenos comercias em banho-maria por 30 min a uma temperatura de 37°C.

Incubou-se 5µL (microlitros) do veneno da serpente com 10; 50; 100 e 200 µL, 
respectivamente do soro antibotrópico comercial. Foi adicionado aos pools tampão de 
amostra q.s.p. 1X (loading buffer- 2X). 

Depois de incubadas a 37°C, as amostras foram aplicadas ao gel de poliacrilamida 
12,5%, onde foram submetidas ao processo de eletroforese.

No processo de SDS-PAGE foram utilizados três padrões de peso molecular, a 
saber, PM (Sigma-Color Burst) com espectro entre 8 a 220 KDa.

Posteriormente este gel foi corado com o corante Coomassie Brillanti Blue por 30 
minutos a temperatura ambiente, seguido de tratamento com o descorante (metanol 
30%, ácido acético 10% e H2O 60%) com intervalos de 10 min. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÕES

3.1	Perfil Eletroforético de Proteínas do Veneno de B. erythromelas Diante do 

Soro de Indivíduos Envenenados

Ao se realizar a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS observou-se 
bandas proteicas que reafirmaram o que foi observado nos experimentos realizados 
por Luna et al. (2010), com os quais observou-se um padrão de bandas com peso 
molecular entre 29 e 31 KDa que não sofrem neutralização mesmo após o tratamento 
soroterápico dos pacientes envenenados. 

No gel 1 (Figura 2) é possível verificar a interação entre o veneno da serpente 
B. erythromelas e o soro de indivíduos envenenados pela mesma serpente. Como 
pode-se observar nas Colunas 3, 4, 5, 6, 7 e 8 mostram a formação de um complexo 
imune que sugere uma grande interação entre o veneno da serpente e os anticorpos 
presentes nos soros dos pacientes, o que pode ser visualizado pela forte coloração 
da formação no início do gel. É importante observar, também, que algumas bandas 
presentes no gel como a banda de cerca de 29 KDa não é neutralizada mesmo após 
a soroterapia dos pacientes envenenados. É importante verificar que nos poços 3, 
4 e 5 foi utilizado o pool de soro acrescido de veneno da espécie B. erythromelas, 
este pool refere-se a primeira coleta que caracteriza o tempo zero do tratamento, 
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sendo respectivamente, leve, moderado e grave. Os poços seguintes, a saber, 6, 7 
e 8 receberam pools de terceira coleta, o que indica o tempo de 24 horas após o 
tratamento, este também foi acrescido com o veneno da serpente e assim como os 
poços anteriores constituem envenenamentos do tipo, leve, moderado e grave, nesta 
ordem. No gel 2, foi utilizada a mesma sequência do gel 1.  Pode-se visualizar que não 
há formação de imunocomplexos como foi observado no primeiro gel.

A formação de complexo imune observada no primeiro gel, está relacionada a 
presença do veneno no sistema, uma vez que os anticorpos do soro dos pacientes 
reagiram e interagiram com as proteínas do veneno. E o mesmo não se observa no 
segundo gel, onde não houve a adição do veneno da B. erythromelas.  

As bandas que se encontram destacadas no esquema (Figura 2), a saber, 
aproximadamente 29 e 31 KDa, bem como a de cerca de 100 KDa, podem constituir 
um grupo de proteínas que não são neutralizadas pelo tratamento soroterápico, 
corroborando com os resultados de Luna et. al (2010), uma vez que o veneno da espécie 
causadora do envenenamento não está contido no pool de venenos selecionados para 
a produção do soro antibotrópico poliespecífi co, produzido no Brasil. 

Jorge et al. (2014), observaram que serpentes da espécie B. erythromelas 
possuíam variações na composição química do seu veneno de acordo com a sua 
localização geográfi ca. O que sugere que dentro da mesma espécie podem ocorrer 
tipos de envenenamentos diferentes, quanto a sua gravidade, mostrando que o soro 
poliespecífi co não confi gura a melhor opção no tratamento para reverter o quadro de 
envenenamento de vítimas de acidentes ofídicos, mas que um soro produzido em nível 
de espécie seria mais efi ciente na neutralização de todos os componentes do veneno.

Figura 2: A- Coluna 1,2 e 3 coletas I de soro de pacientes em zero hora (antes do tratamento 
soroterápico) + veneno, Colunas 4,5 e 6:  coletas III de soro de pacientes (24 horas após 

tratamento soroterápico) + veneno. B- Coluna 1,2 e 3 coletas I de soro de pacientes em zero 
hora (antes do tratamento soroterápico), Colunas linhas 4,5 e 6: coletas III de soro de pacientes 

(24 horas após tratamento soroterápico) sem veneno.

3.2  Avaliação do Cruzamento Entre Soro de Indivíduos Envenenados Por 
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Serpentes dos gêneros Crotalus e Philodryas com veneno da serpente B. 

erythromelas por meio de Western blotting

Os resultados indicam que os antígenos do veneno da serpente B. erythromelas 
não apresentaram reação cruzada com o soro de indivíduos envenenados por outros 
gêneros de serpente (Figura 3), uma vez que não se observou bandas presentes na 
membrana de nitrocelulose, principalmente na nossa banda de interesse, localizada 
na região de 29-31 KDa, como destacado na Figura 3. Este resultado é promissor, 
uma vez que o marcador que estudamos, banda de 29-31 KDa, pode vir a ser um 
diferenciador importante para o diagnóstico de envenenamento pela serpente B. 
erythromelas no Nordeste. 

A necessidade de se observar a ocorrência de uma reação cruzada entre os 
venenos de Bothrops erythromelas e Phillodryas. sp. dá-se devido às semelhanças 
dos quadros fisiopatológicos, entre estes envenenamentos (FAN; CARDOSO 1995, 
FRANÇA; MÁLAQUE 2003). De acordo com estudos realizados por Tanjoni et al. (2003) 
onde foi utilizando o anticorpo monoclonal anti-jararagina que reconhece um epítopo 
presente na região Cterminal do domínio desintegrina-like, uma metaloproteinase 
do veneno de Bothrops jararaca, demonstraram pela técnica de Dot Blot que estes 
anticorpos reagiramcom os venenos de P. olfersii e P. patagoniensis, sugerindo que as 
metaloproteinases destes venenos apresentam epítopos comuns aos de B. jararaca. 
Corroborando tais achados, Rocha et al. (2006) demonstraram que o soro antibotrópico 
comercial apresentou reatividade cruzada com o veneno das serpentes P. olfersii e 
P. patagoniensis sendo capaz de neutralizar a ação hemorrágica, e eficientemente 
a atividade tóxica destes venenos (P. olfersii e P. patagoniensis), com eficiências 
similares aos obtidos com o veneno de B. jararaca.

No que concerne aos venenos das serpentes pertencentes aos gêneros Crotalus 
e Bothrops, possuem bioquímica diferenciada. De acordo com Breithaupt (1976) 
os principais componentes do veneno crotálico são: fosfolipases A2, Crotapotina, 
Crotoxina, Crotamina e Girotoxina. O veneno botrópico por sua vez possui em sua 
composição química, Botropsina I e II, Trombocitina, Jararacina, metaloproteinases, 
Jararacafribase, e outras enzimas pro-coagulantes. (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 
1988). Contudo Spencer (1998) indica que umas das principais frações da peçonha 
da serpente Bothropsjararacussu, a Bothropstoxin-1 é uma fosfolipase A2. Assim, as 
fosfolipases são constituintes tanto do veneno botrópico como do crotálico. Daí se dá a 
necessidade de se observar uma possível reação cruzada entre estas duas peçonhas. 
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Figura 3: Resultado do Western Blo realizado com (1) Padrão de Massa molecular (Sigma-
ColorBurst) com espectro de 6.5 a 200 KDa. (2): veneno da serpente B. erythromelas; (3): soro 

de indivíduo envenenado por C. durissus; (4): soro de indivíduo envenenado por Philodryas 
sp.; (5) soro de indivíduo envenenado por C. durissus; (6) soro de indivíduo envenenado por 

Philodryas sp.

3.3 Ensaios de Neutralização do Veneno Da Serpente B. Erythromelas Diante 

dos Antivenenos Comerciais

A Figura 4 mostra o perfi l de neutralização apresentado quando 5µL de veneno é 
incubado com 10, 50, 100 e 200 µL de soro antiveneno comercial. 

Como é possível observar, na coluna 4, a concentração de SAB (10 µL) não 
foi sufi ciente para neutralizar o veneno, uma vez que as bandas referentes aos 
componentes do mesmo ainda são bem visíveis.Nas colunas 5 (50µL SAB), 6 (100µL 
SAB), 7 (200µL SAB) é possível observar que várias bandas do veneno aparecemnão 
neutralizadas, assim como a banda observada apenas no veneno(Coluna3), entre 
elas a banda de cerca de 29 a 31KDa, como indicado pela seta.  
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Figura 4: Eletroforese unidimensional destacando (1) e (2) Padrão de Massa Molecular; (3) 
veneno mais Tampão de Amostra; Coluna (4)  Veneno + SAB 10 µL; (5) veneno + SAB 50 µL; 

(6): veneno + SAB 100 µL; (7) veneno + SAB 200 µL.

À medida que se aumenta a concentração do soro, observa-se que mais bandas 
vão sendo neutralizadas e que algumas, especialmente aquela localizada na região de 
31 kDa permanece inalterada. 

Em estudos realizados por Boechat et al. (2001), foi observado que o soro 
antibotrópico possuía uma efi cácia de apenas 58% na letalidade da ação do veneno 
da Bothrops erythromelas quando comparado ao de Bothrops jararaca, que possui 
uma efi ciência de 100%. Essa diferença na ação de neutralização dos venenos 
botrópicos colocam em questão a qualidade do soro comercial antibotrópico fornecido 
pelo Ministério da Saúde, uma vez que a B. erythromelas é a principal responsável 
pelos acidentes ofídicos registrados na região nordeste do Brasil.

Deve-se considerar que a técnica de incubação do veneno com o SAB (soro 
antibotrópico) mimetiza o que ocorre no organismo vivo. Porém, também devemos 
salientar queem um envenenamento não é possível saber a quantidade de veneno 
inoculada e, certamente, o tempo decorrido entre a ligação dos antígenos presentes no 
veneno com os anticorpos do soro, é bem maior, ou seja, de acordo com os resultados 
descritos na Figura 4, uma quantidade maior de soro pode sim ajudar na neutralização 
de toxinas em período de tempo menor.

De acordo com Jorge e Ribeiro (1997), a tendência atual deve ser a utilização 
de doses menores de soro, pelo menos quando se trata de envenenamentos leves 
e moderados, principalmente em locais de alta prevalência de B. jararaca. Nossos 
resultados não corroboram essa afi rmação, pois o raciocínio não se aplica a áreas 
onde ocorre a espécie B. erythromelas, já que a mesma não está presente no pool de 
venenos que compõem o SAB. Eles afi rmam ainda que em envenenamentos graves 
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permanecem as recomendações de doses altas (12 ou mais ampolas), conforme 
orientações oficiais (Ministério da Saúde, 2003; Manual de vigilância epidemiológica, 
São Paulo, 2015). Esses casos, entretanto, são menos frequentes. Dada a diversidade 
de espécies encontradas nas várias regiões do país, é importante que estudos 
semelhantes sejam realizados também em outros locais, para se avaliar a eficácia 
dessas doses de antiveneno em relação a outras espécies peçonhentas.

O tempo decorrido entre o envenenamento e o tratamento deve ser levado em 
consideração, pois, de acordo com nossa experiência clínica no Estado da Paraíba, 
observamos que pacientes que levam mais de 6 horas para chegar ao socorro hospitalar 
e realizar o tratamento apresentam, com frequência, hemorragias disseminadas. Essas 
hemorragias, entretanto, podem ser revertidas após correto tratamento soroterápico 
(SANO-MARTINS; SANTORO, 2004). Porém, deve-se considerar que, se a banda 
mais importante encontrada neste estudo, 29 - 31 kDa, pode ser a responsável por 
causar hemorragias, estamos diante de potentes toxinas específica desse veneno, e 
que não são neutralizadas com o tratamento soroterápico em uso.

	

4 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Dessa forma, pode-se concluir, que ao se analisar o perfil de neutralização das 
toxinas presentes no veneno da serpente B. erythromelas frente ao soro de indivíduos 
envenenados antes e após a soroterapia, observou-se queas bandas de 29 a 31 kDa 
apresentaram padrão de neutralização diferenciado, uma vez que mesmo 24 horas 
após a submissão do paciente ao soro antibotrópico, estas bandas permaneceram 
não neutralizadas. 

O mesmo se observou quando se analisou o perfil de neutralização do veneno 
da serpente B. erythromelas, frente ao soro antibotrópico comercial, mesmo sendo 
submetido a diferentes concentrações de soro antibotrópico. As mesmas proteínas 
encontradas nas bandas de 29 a 31 kDa permaneceram inalteradas, ou seja, não 
houve neutralização. 

	 Esta implicação indica que o soro antibotrópico gênero especifico produzido no 
Brasil não age com total eficiência no processo de reverter completamente os danos 
causados pela ação do veneno da Bothrops erythromelas.  

Além disso, identificamos outras bandas proteicas com aproximadamente 24, 36 
e 55 kDa no veneno da serpente B. erythromelas, representando toxinas que não foram 
neutralizadas pelo soro antiveneno comercial, o que aumenta em muito a preocupação 
de que mais de uma classe de toxinas possa estar agravando os envenenamentos 
deflagrados por essa espécie. Estudos de venômica são necessários para que essas 
bandas sejam identificadas quanto a sua estrutura, composição química, sequência 
de aminoácidos e atividade biológica.

Avaliando-se o possível cruzamento entre o soro de pacientes envenenados por 
serpentes pertencentes aos gêneros Crotalus e Philodryas frente ao veneno de B. 
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erythromelas, a metodologia de Western blotting mostrou que os antígenos do veneno 
de B. erythromelas não apresentaram reação cruzada com o os soros dos indivíduos 
envenenados pelas serpentes dos outros dois referidos gêneros. Dado importante uma 
vez que pretendemos no futuro identificar marcadores específicos do envenenamento 
pela serpente B. erythromelas.

Estes resultados ajudam a direcionar novas pesquisas para o melhoramento de 
futuros tratamentos através da inclusão de soros mais específicos no tratamento de 
indivíduos envenenados por serpentes, um problema de saúde pública negligenciado. 
Essa estratégia pode levar a diminuição da letalidade, morbidade e de danos 
irreversíveis que possam ser causados pelos envenenamentos causados por esta 
espécie de serpente.
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RESUMO: O Brasil compreende 1.080 
espécies de anfíbios. A ordem anura possui 
a maior diversidade, com 1.039 espécies. A 
secreção cutânea desses animais apresentam 
dois tipos de glândulas: as mucosas que atuam 
na manutenção da pele, e as serosas que são 
responsáveis pela síntese e armazenamento dos 
compostos tóxicos. A composição das secreções 
cutâneas de glândulas mucosas e serosas 
apresentam diversos compostos bioativos que 
já foram isolados e caracterizados como aminas 
biogênicas, esteróides, alcalóides e peptídeos 
antimicrobianos. Portanto, o presente estudo 
teve como objetivo analisar o perfil proteico 
presente na secreção cutânea de anuros por 
meio do método de Eletroforese (SDS-PAGE) 

visando a identificação de peptídeos com baixa 
massa molecular. As espécies utilizadas foram 
Rhinella schneideri, Dermatonotus muelleri, 
Physalaemus nattereri e Trachycephalus 
typhonius, obtidos do Biotério da Universidade 
Católica Dom Bosco (UCDB). A secreção 
foi extraída por meio de eletroestimulação 
branda com uma bateria alcalina de 9V, o 
lavado foi imediatamente recuperado com 
água ultrapura e congelados a -80ºC para 
liofilização. Para análise do perfil proteico foi 
utilizado o método de Eletroforese SDS-PAGE 
12% e posteriormente corado com Comassie 
Brilhant Blue. Os resultados com SDS-PAGE 
demonstraram que D. muelleri, R. schneideri, 
P. nattereri e T. typhonius apresentaram 17, 
5, 4 e 3 bandas proteicas respectivamente. D. 
muelleri foi a única espécie que apresentou 
massas moleculares abaixo de 21 kDa. Para 
as demais espécies houve variação entre 30 a 
205 kDa. Este método foi eficaz na identificação 
de proteínas e D. muelleri apresentou maior 
número de moléculas proteicas de baixa massa 
molecular.
PALAVRAS-CHAVE: Bioprospecção, anuros, 
toxina, proteína.

ABSTRACT: Brazil comprises 1,080 species of 
amphibians. The anura order has the highest 
diversity, with 1,039 species. The cutaneous 
secretions of these animals present two types of 
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glands: the mucous membranes that act in the maintenance of the skin, and the serous 
ones that are responsible for the synthesis and storage of the toxic compounds. The 
composition of cutaneous secretions of the mucous and serous glands present several 
bioactive compounds that have already been isolated and characterized as biogenic 
amines, steroids, alkaloids and antimicrobial peptides. Therefore, the present study 
aimed to analyze the protein profi le present in the cutaneous secretion of anurans by 
means of the Electrophoresis method (SDS-PAGE) aiming at the identifi cation of peptides 
with low molecular mass. The species used were Rhinella schneideri, Dermatonotus 
muelleri, Physalaemus nattereri and Trachycephalus typhonius, obtained from the 
Zootério of the Catholic University Don Bosco (UCDB). The secretion was extracted by 
gentle electrostimulation with a 9V alkaline battery, the wash was immediately recovered 
with ultrapure water and frozen at -80°C for lyophilization. Protein profi le analysis was 
performed using the 12% SDS-PAGE electrophoresis method and then stained with 
Comassie Brilhant Blue. The results with SDS-PAGE demonstrated that D. muelleri, 
R. schneideri, P. nattereri and T. typhonius presented 17, 5, 4 and 3 protein bands 
respectively. D. muelleri was the only species that had molecular masses below 21 
kDa. For the other species there was variation between 30 and 205 kDa. This method 
was effective in the identifi cation of proteins and D. muelleri presented higher number 
of low molecular weight protein molecules.
KEWWORDS: bioprospecting, anurans, toxin, protein.

1 |  INTRODUÇÃO

Os anfíbios, do grego anfi : dupla; bio: vida, são animais que, têm parte do ciclo de 
sua vida na água, na forma larval representada pelos girinos, e a outra parte do ciclo 
de vida dos indivíduos adultos é terrestre, são considerados os primeiros vertebrados 
a conquistarem este ambiente, porém nem todos os anfíbios têm essa vida dupla, 
em algumas espécies, do ovo já eclodem juvenis, inexistindo a fase aquática dos 
girinos (STORER, 2003). Filogenéticamente, a classe Amphibia divide-se em três 
ordens: Gymnophiona: Animais ápodas e subterrâneos, conhecidos como cobras-
cegas ou mais corretamente, cecílias. Caudata: Animais aquáticos e terrestres que 
apresentam caudas, representados pelas salamandras e tritões e Anura: Abrange a 
maioria dos anfíbios conhecidos pelos sapos, rãs e pererecas. O Brasil possui 1080 
espécies de anfíbios, distribuindo-se em 36 Gymnophionas, cinco Caudata e 1039 
Anuras (SEGALLA et al., 2016).
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Figura 1. Exemplares da classe Amphibia, sendo, (A) representante da ordem Gymnophiona; 
(B) representante da ordem Caudata; (C) representante da ordem Anura.

Anfíbios apresentam uma forma de defesa passiva, ainda que não possua 
grande eficiência para prevenir a morte. A maior parte das funções vitais dos anfíbios 
é desempenhada pela pele, como, respiração, proteção contra dessecação, contra 
diversos microrganismos, dentre outros. A produção e secreção de pequenas 
quantidades de veneno são realizadas pelas inúmeras glândulas distribuídas por toda 
a superfície corpórea do Lanimal (JARED; ANTONIAZZI et al., 2009).

Na atualidade, as secreções de anfíbios anuros tem sido foco de diversas 
pesquisas, acabando em contribuições importantes relacionadas, principalmente, à 
identificação de toxinas com significativas ações farmacológicas. A descoberta de várias 
novas toxinas tem tido decorrência devido a técnicas sofisticadas para o isolamento de 
compostos presentes nos venenos de anfíbios (DORNELLES; MARQUES. RENNER, 
2010).

Existem dois tipos de glândulas encontradas na pele de anfíbios, as glândulas 
granulares, também conhecidas como serosas ou de veneno, as quais são responsáveis 
pela defesa passiva do animal e produzem secreções tóxicas a um grande número de 
vertebrados, e as glândulas mucosas que estão presentes em maior quantidade e são 
responsáveis por atuar na manutenção da pele e produzem secreções de natureza 
química diferenciada (DORNELLES; MARQUES; RENNER, 2010).

Desde o final da década de 80, os compostos presentes nas secreções glandulares 
de anfíbios são alvo de inúmeros estudos (HABERMEHL, 1981). Existe uma variedade de 
substâncias presentes na secreção bruta das glândulas dos anfíbios, como por exemplo, 
aminas biogênicas (adrenalina, noradrenalina e dopamina), peptídeos antimicrobianos 
(PAMs), esteroides e alcaloides (DALY; MYERS; WHITTAKER, 1987; ERSPAMER, 
1971; HABERMEHL, 1981; JARED; ANTONIAZZI, 2009; LAI et al., 2003; MONTI; 
CARDELLO, 1994). Esses compostos podem ser, farmacologicamente, miotóxicos, 
neurotóxicos, hemotóxicos, cardiotóxicos, colinomiméticos ou simpatomiméticos, 
vasoconstritores, dentre outros (HABERMEHL, 1981; JARED; ANTONIAZZI, 2009). 
As substâncias encontradas nas secreções de pele de anuros podem ser utilizadas 
como analgésicos, na terapêutica ao combate de neoplasias, como medicamentos 
em problemas cardíacos e contra bactérias resistentes à diversos antimicrobianos 
(GARG; HIPPARGI; GANDHARE, 2008).

Já foram isolados e bem caracterizados vários PAMs bioativos presentes na pele 
de anfíbios anuros (Tabela 1) (PRATES; BLOCH JR, 2000; WEI et al., 2015), estes 
são caracterizados principalmente por sua natureza catiônica e capacidade de lisar 
membranas de microrganismos, dentre esses, a bombinina, foi isolada das secreções 
glandulares de Bombina variegata, descrita em 1970 como peptídeo antibacteriano e 
hemolítico (PRATES; BLOCH JR., 2000; SIMMACO; KREIL; BARRA, 2009). Esses 
peptídeos se dispõem de algumas características químicas como, por exemplo, 
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pequenos resíduos de aminoácidos (de 20 a 46 resíduos), carga líquida positiva (ricos 
em lisina ou arginina) e são geralmente moléculas anfi páticas (NICOLAS; MOR, 1995; 
VRIES et al., 2015). Estas moléculas servem como modelos para a produção de novos 
fármacos (NEGRI et al., 1992; LAZARUS et al., 1999; GEBHARD et al., 2004; PRATES 
et al., 2004; BRAND et al., 2006b).

A descoberta por novos fármacos vem se tornando muito importante devido ao 
aumento da resistência de fungos e bactérias aos antimicrobianos disponíveis no 
mercado. O processo de disseminação de doenças torna-se mais acelerado decorrente 
da adaptação e rápida multiplicação dos microrganismos (DORNELLES; MARQUES; 
RENNER, 2010).

Tabela 1. Principais peptídeos antimicrobianos encontrados nas secreções cutâneas de anfíbios 
anuros. Fonte: Adaptado de PRATES; BLOCH JR (2000) apud ANJOLETTE, 2015.

Com o descobrimento de novos PAMs de diversos organismos, houve a 
transformação destas moléculas em compostos básicos para o design de novas e 
efi cientes gerações de medicamentos contra inúmeras doenças (FJELL et al., 2012; 
LEE et al., 2015). 
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Nos últimos anos diversos estudos apontam para o crescimento da resistência 
antimicrobiana aos atuais medicamentos disponíveis na clínica médica. A resistência 
aos antimicrobianos vem tornando-se um problema mundial de saúde pública 
e vem aumentando nas últimas décadas (CDC, 2014; MOELLERING-JR, 2011; 
VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).

Estudos do Centers for Diseases Control and Prevention (CDC) estimam 
23.000 mortes provocadas por doenças vinculadas à resistência antimicrobiana para, 
aproximadamente, 2.000.000 de pessoas com doenças que possuem microrganismos 
resistentes (CDC, 2014). É apresentado na figura 2 o desenvolvimento da resistência 
antimicrobiana entre os anos de 1940 e 2011.

Figura 2. Linha do tempo dos importantes eventos-chave do desenvolvimento da resistência 
microbiana entre os anos de 1940 e 2011. XD: extensivelly drug; PD: pan drug. Imagem 

adaptada do CDC (2014) apud ANJOLETTE, 2015.

No Brasil, cerca de 70% das bactérias hospitalares são resistentes a pelo menos 
um antimicrobiano mais comumente utilizado no tratamento de pacientes. A resistência 
aos antimicrobianos é uma consequência natural de adaptação das bactérias quando 
expostas aos mesmos (MINISTÉRIO DA SAUDE, 2007).

Mesmo que haja uma vasta diversidade de ação dos antimicrobianos, a resistência 
microbiana pode ocorrer de várias formas (WRIGHT, 2005). Dentre elas, os principais 
mecanismos incluem modificação molecular do alvo por meio de transformação 
enzimática, expressão de genes de resistência, ativação da bomba de efluxo, além 
da alteração da permeabilidade da membrana (Figura 3). A resistência pode surgir de 
forma passiva, onde é resultado de mecanismos inatos pré-existentes) ou de forma 
ativa, por meio da aquisição de um novo material genético, por exemplo, plasmídeos 
ou transposões (LEVY; MARSHALL, 2004; ODDS; BROWN; GOW, 2003; WRIGHT; 
SUTHERLAND, 2007).
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Figura 3. Diversos mecanismos biológicos de resistência microbiana. Fonte: Adaptado de 
LEVY; MARSHALL (2004) apud ANJOLETTE, 2015.

Como resultado do aumento das estratégias terapêuticas atualmente utilizadas, 
estão os avanços empregados na identificação de novas fontes de compostos 
antimicrobianos (WRIGHT; SUTHERLAND, 2007). Nos últimos anos, o número de 
antimicrobianos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) tem diminuído 
drasticamente. Em 2012, menos de quatro agentes antimicrobianos foram aprovados 
pelo FDA, o que mostra a necessidade do desenvolvimentos de novas classes 
de antimicrobianos para os quais a resistência ainda não foi adquirida, além da 
indispensabilidade em destinar maiores investimentos para estudos das atuais classes 
existentes, já que estas exibem um perfil de segurança conhecido (SHLAES et al., 
2013; SPELLBERG et al., 2004).

Diante disso, torna-se indispensável o estudo de toxinas e peçonhas animais para 
o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos e, tendo em vista à necessidade de 
novas alternativas aos antibióticos atuais utilizados. Portanto, o objetivo deste trabalho 
foi analisar o perfil proteico presente na secreção cutânea de anuros por meio do 
método de Eletroforese (SDS-PAGE) visando a identificação de peptídeos com baixa 
massa molecular.
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2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

Extração das Toxinas

As espécies utilizadas foram obtidas do Biotério da Universidade Católica 
Dom Bosco – UCDB.  A obtenção da secreção cutânea dos animais foi por meio da 
eletroestimulação dorsal com uma bateria alcalina de 9V, ligada a dois fios de cobre 
onde foram tocados no dorso do animal por três vezes sendo cinco segundos cada, 
fazendo com que por meio da compressão corpórea, estimula-se as glândulas de 
veneno, liberando a toxina juntamente com o muco fabricado pelas glândulas mucosas. 
Toda substância secretada pelo animal foi rapidamente lavada com água Milli-Q até 
que toda a secreção liberada desprendesse da pele e armazenada em um Becker de 
500 mL. Após a extração, a secreção foi transferida para tubos de polietileno de 50 mL 
e congelados a -80°C (Ultra Freezer) para liofilização.

Quantificação Proteica

Após a liofilização as amostras foram ressuspendidas no volume mínimo com 
água Milli-Q e centrifugadas a 11000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi retirado e 
armazenado em tubo de polipropileno de 2 mL, sendo posteriormente quantificadas 
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Perfil Eletroforético Por SDS-PAGE

A separação das proteínas das toxinas extraídas foram realizadas por meio 
da técnica de eletroforese em SDS-PAGE conforme o método de Laemmli (1970). 
O gel desnaturante foi preparado nas concentrações de 12%. Para a comparação 
de massa molecular, foi utilizado o padrão da POMEGA® (The Broad Range Protein 
Molecular Weight Markers) o qual possui massas moleculares com 225, 150, 100, 75, 
50, 35, 25, 15 e 10 kDa. A corrida foi realizada nas seguintes condições: 80v, durante 
aproximadamente 3h. Após o término das corridas, os géis foram corados com a 
solução corante de Comassie Brilhant Blue. Após descorar os géis, os mesmos foram 
escaneados para posteriores análises. Todos os géis foram realizados em réplicas 
técnicas e biológicas.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

As espécies utilizadas neste trabalho foram Rhinella schneideri, Dermatonotus 
muelleri, Physalaemus nattereri e Trachycephalus typhonius (Figura 4). 
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Figura 4. Espécies utilizadas neste trabalho, sendo, (A) R. schneideri, (B) D. muelleri, (C) P. nattereri 
e (D) T. typhonius.

A obtenção das toxinas por meio da eletroestimulação mostrou-se eficiente, 
esse método de extração possibilita que todas as glândulas do animal, mucosas e 
granulosas, sejam contraídas e estimuladas sem causar lesões (Figura 5), além de 
que auxilia na conservação desses animais, pois antigamente era necessário que 
houvesse a retirada da pele dos animais para a obtenção da amostra (KONIG et al., 
2015). Esse método de extração foi eficiente para que ocorresse o pouco manejo 
do animal pela mão do manejador o que possibilita perder menos amostra, já que 
o método convencional, o mecânico, o qual são massagens feitas no animal com o 
intuito de perturbá-lo para que este excrete a secreção, possibilita a maior aderência 
da amostra nas luvas do manejador fazendo com que se tenha grande quantidade de 
amostra perdida. Após a extração os animais foram devolvidos imediatamente para o 
local de onde foram retirados.
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Figura 5. Demonstração do processo de extração pelo método de eletroestimulação.

As amostras obtidas foram armazenadas em tubos de polipropileno de 50mL 
e congeladas a -80ºC (Ultra Freezer) para liofi lização. Após serem liofi lizadas, estas 
foram quantifi cadas pelo método de BradFord e foi realizado a análise do perfi l 
proteico por meio do método de Eletroforese (SDS-PAGE). Os resultados com SDS-
PAGE (Figura 6) mostraram que as espécies R. schneideri, D. muelleri, P. nattereri e 
T. typhonius apresentaram 5, 17, 4 e 3 bandas proteicas respectivamente. A espécie 
D. muelleri foi a única que obteve massas moleculares abaixo de 21 kDa. As massas 
moleculares para R. schneideri, P. nattereri e T. typhonius variou entre 30 a 205 kDa.

Figura 6. Gel de Eletroforese SDS-PAGE 12% corado com Comassie Brilhant Blue, onde M.M 
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indica o marcador molecular e as demais colunas mostrando as bandas proteicas respectivas a 
cada espécie. 

Em um trabalho feito por CAVALCANTE (2015) devido a ausência de banco de 
dados para a espécie D. muelleri foi montado uma tabela por meio da via BLAST 
comparando as proteinas da ordem Squamata (Tabela 2).

Tabela 2. Comparação das proteinas de massas moleculares encontradas na espécie 
D. muelleri com proteinas de massas moleculares aproximadas encontradas via BLAST 

correspondente a ordem Squamata. Fonte: Adaptado de CAVALCANTE (2015). 

STUART e colaboradores (2012), por meio de um banco de dados demonstrou que 
bandas proteicas correspondente entre 205kDa à 116kDa foi apontada a Octapeptide 
repeat protein T2 da espécie Ophiophagus hannah, considerada uma das maiores 
serpentes peçonhenta do mundo, encontrada no sul e sudeste da Ásia. Esta proteína 
é um polipeptídeo semelhante a mutações de genes que são responsáveis por causar 
demência progressiva (GOLDMAN; SCHAFER, 2014 apud CAVALCANTE, 2015). 

 Uma provável enzima responsável pela codifi cação do nucleotídeo RHO guanine 
também foi relatado neste mesmo trabalho, está enzima oriunda de uma espécie de 
formiga, a Harpegnathos saltador, onde pode-se estar relacionado a alimentação 
da maioria dos anuros que é composta por insetos, e destes são retirados alguns 
compostos utilizados na fabricação das toxinas (BONASIO et al., 2010).

 Se compararmos o perfi l proteico de D. muelleri com espécies da família Hylidae, 
grande parte dos trabalhos nessa vertente, possuem massas moleculares de proteínas 
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a partir de 21 kDa semelhantes, as que apresentam proximidade a 6,5 kDa podem 
representar hylaserpina, a qual é um inibidor de tripsina e quimiotripsina e apresenta 
atividade bacteriostática frente a bactérias Gram-positivas, onde foi descoberta pela 
secreção de Hyla simplex (WU et al., 2011). Proteínas encontradas na secreção da 
espécie Phyllomedusa sauvagei, possuem massas moleculares com cerca de 6,6 e 
6,7 kDa e são inibidoras de proteases, são bactericidas e induz a acumulação de 
eritrócitos (GEBHARD et al., 2004).

4 | 	CONCLUSÃO

O método de SDS-PAGE permite estimar rapidamente a quantidade de grupo 
de proteínas de acordo com a massa molecular, com a amostra estando equalizada 
negativamente devido a ação do detergente SDS, permitindo assim a fácil separação 
e visualização das bandas proteicas, além do mais possui um custo mais econômico 
quando comparado a outras técnicas.
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RESUMO: Um dos principais fatores que 
impedem números mais expressivos de 
produtividade na cultura do milho é a alta 
incidência de pragas na lavoura, sobretudo da 
lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda, 
Lepidoptera, Noctuidae). Os mecanismos 
adaptativos dessa praga garantem aquisição 
de resistência aos compostos químicos após 
poucas gerações, tornando-a de difícil controle. 
Nos últimos anos, a prospecção de inibidores 
de peptidases vem ganhando destaque graças 
ao seu potencial inseticida, capaz de reduzir 
a disponibilidade de aminoácidos essenciais 
ao desenvolvimento das larvas, levando à 

morte. Neste trabalho, foi utilizado o extrato 
proteico de folhas de Croton urucurana Baillon 
(Euphorbiaceae) com o objetivo de identificar 
a presença de inibidores de peptidases e 
avaliar o seu potencial de uso no controle daS. 
frugiperda. O extrato foipreparado em tampão 
Tris-HCl 50mM pH 8 e submetido à precipitação 
proteica com sulfato de amônio nasaturação 
de 30-60%.. Ensaios enzimáticos preliminares 
foram realizadosutilizandocomo substrato 
Azocaseína (1%) e Tripsina Bovina. Ao constatar 
atividade antitrípticadas amostrasentre as 
concentrações de 1,35 a 5,4 µg.mL-1, estas 
foram submetidas ao ensaio com substrato 
específico BApNA (1,25mM) em Tripsina Bovina 
que resultou ematividade inibitória de até 80% 
para a  concentraçãode 26,95 µg.mL-1.Deu-se 
então prosseguimento ao ensaio com substrato 
BApNA em homogenato intestinal da lagarta S. 
frugiperda, que apresentou atividade inibitória 
de 80% quando utilizados 2,7 µg.mL-1 do extrato. 
Os resultados obtidos determinaram significativo 
potencial inseticida do extrato proteico das 
folhada C. urucuranae para a possibilidade de 
desenvolvimento de um produto biotecnológico 
destinado ao controledesta lepidóptera. Nesse 
sentido, novos estudos de bioprospecção desta 
planta são encorajados.
Palavras chaves:Sangra d’água, proteases, 
inibidores de proteases, mecanismos de defesa 
vegetal.
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ABSTRACT: One of the main factors that prevent more expressive numbers of 
productivity in the maize crop is the high incidence of pests in the crop, especially of the fall 
armyworm (Spodopterafrugiperda, Lepidoptera, Noctuidae).The adaptive mechanisms 
of this pest guarantee the acquisition of resistance to chemical compounds after a few 
generations, making it difficult to control.In recent years, the prospection of inhibitors 
of peptidases has been gaining prominence in relation to the insecticidal potential, 
capable of reducing the availability of essential amino acids to the development of the 
larvae, leading to death.In this work, the leaf protein extract of Croton urucuranaBaillon 
(Euphorbiaceae) were used in order to detect the presence of inhibitors of peptidases 
and to evaluate their potential use in the control of S. frugiperda. The extracts were 
prepared in Tris-HCl buffer (50 mM) and submitted to protein precipitation with 
ammonium sulfate at saturation of 30-60%. Preliminary enzymatic assays were 
performed using the substrate Azocasein (1%) in Trypsin Bovine. When the antitríptic 
activity in the sample between the concentrations of 1.35 and 5.4 μg.mL-1 was verified, 
they were submitted to the BApNA (1.25mM)substrate assay in Trypsin Bovinawhich 
resulted in inhibitory activity up to 80% for the concentration of 26.95 μg.mL-1. The 
assay was then carried out with BApNA substrate in intestinal homogenate of the S. 
frugiperda caterpillar, which showed 80% inhibitory activity when 2.7 μg.mL-1 of the 
extract was used.The results obtained determined a significant insecticidal potential of 
C. urucurana leaf extract and the possibility of developing a biotechnological product 
destined to the control of this lepidoptera. In this sense, new bioprospecting studies of 
this plant are encouraged.
KEYWORDS:Sangrad’água, proteases, protease inhibitors, plant defense mechanisms.

1 | 	INTRODUÇÃO

A cultura do milho (Zeamays, Poales,Poaceae) é segunda mais importante no Brasil, 
perdendo apenas para a soja. A colheita anual de grãos chegou a 91,2 toneladas, na 
safra 2018, ocupando aproximadamente 16 milhões de hectares. Ainda assim, esses 
números são considerados baixos quando comparados aos de países que priorizam 
a agricultura de precisão para produção de grãos, a exemplo dos Estados Unidos 
(CONAB, 2019).

Um dos principais fatores que comprometem a produtividade do milho no Brasil é a 
grande incidência de insetospragas na lavoura. Levando-se em conta que o Brasil está 
inserido numa zona tropical, os fatores climáticos favorecem a colonização, reprodução 
e adaptação de insetospragas, que ocorrem de forma mais acelerada comparado a 
outras zonas do globo (RUBIN, 2009; SANTOS et al., 2004). Dentre as pragas mais 
incidentes, a Spodoptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae) (SMITH, 1797), também 
conhecida como lagarta-do-cartucho, é de difícil controle, podendo levar a uma perda 
drástica na produção do milho e de outras culturas de grãos (RUBIN, 2009).

http://www.infoescola.com/plantas/familia-poaceae/
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O controle de pragas através de defensivos químicos é a técnica mais comumente 
usada no manejo, no entanto a resistência a diferentes compostos adquirida 
rapidamente pela S. frugiperda tornou-se um grande problema para a produtividade 
da lavoura. Esta resistência está muitas vezes associada ao manejo inadequado das 
pulverizações, seja pela dosagem  ou pela repetição indiscriminada da prática ao longo 
do ciclo da lavoura (COSTA et al., 2005; LIMA et al., 2012; WAQUIL, 2007).

A tendência em se prospectar compostos originados do metabolismo primário 
das plantas, de natureza proteinácea, utilizados constitutivamente como mecanismo 
de defesa natural a campo, vem ganhando espaço no controleà incidência de insetos 
pragas na lavoura. Um exemplo típico é o uso de inibidores de peptidases serínicas 
(ADDOR, 1995; MACEDO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

Os Inibidores de peptidases (IPs) são compostos proteicos que inibem a atividade 
de peptidases no intestino das lagartas por meio de bloqueios ao sitio ativo destas 
enzimas, resultando na redução da disponibilidade de aminoácidos necessários para o 
crescimento e desenvolvimento da praga, levando-as à morte.Os IPs estão presentes, 
em sua maioria, nos órgãos de reserva, mas podem também ser encontrados em 
outros tecidos vegetais e desempenham importante papel na defesa aos ataques 
de insetos e microrganismos patogênicos em lavouras, podendo ser utilizados como 
potencial bioinseticida (BAYÉ et al., 2005; DUNSE et al., 2010; TREMACOLDI, 2009; 
VELASQUES et al., 2017). 

A Croton urucurana (Malpighiales, Euphorbiaceae), popularmente conhecida 
como sangra d’agua graças ao látex vermelho liberado pelo seu caule, é uma planta 
comumente encontrada no Cerrado e na Mata Atlântica, e é comumente utilizada entre 
as populações indígenas tanto para fins medicinais como para propriedades inseticidas 
(SIMIONATTO et al., 2007). 

A literatura especializada tambémapresenta estudos relacionando o potencial de 
uso da C. urucurana no controle de pragas agrícolas, como as larva de Anagasta 
kuehniella que atacam lavouras de algodão (SILVA et al., 2009). No entanto, não são 
encontrados dados relacionados aos compostos de origem proteica em extratos da 
sangra d’água. Diante disso, neste trabalho foram aplicados métodos de prospecção 
de moléculas proteicas em C. urucurana com intuito de identificar a presença de 
inibidores de peptidase e sua aplicabilidade no controle de lepidóptera, principalmente 
em modelos agrícolas. 

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Coleta de Material

Folhas de Croton urucurana foram coletadas no Parque das Nações Indígenas, 
localizado na cidade de Campo Grande – Mato Grosso do Sul (20.4555° S, 54.5797° 
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W). As folhas foram transportadas até o Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular 
S-Inova Biotech da Universidade Católica Dom Bosco – UCDB. As folhas foram 
lavadas, secas e colocadas em estufa de circulação fechada, a 36,5° C por quatro 
dias. Após a secagem das folhas, foi realizada a remoção da nervura central, e o limbo 
foliar foi moído em moinho de facas para obtenção do material totalmente pulverizado.

2.2	Obtenção da Fração 30-60% do Extrato Foliar

Foram homogeneizados 100g de folhas de Croton urucuranapulverizadas com 
adição de 2000 mL de solução tampão de extração Tris-HCl 50 mM pH 8,0 (proporção 
de 1:20 p:v) sob agitação magnética overnight. As amostras foram filtradas e,em 
seguida, centrifugadas a 10000 rpm por 30 min à 4ºC. O pellet foi descartado e o 
sobrenadante foi posteriormente liofilizado.

O extrato obtido do tampão Tris-HCl foi submetido à precipitação por Sulfato de 
Amônio segundo metodologia descrita por BURGESS(2009) empregando a faixa de 
saturação inicial-final de 30-60% de (NH4) 2SO4, utilizada nos bioensaios. 

2.3	Determinação de Proteínas Totais 

A concentração de proteínas totais dos extratos foi estimada pelo método descrito 
por BRADFORD(1976), utilizando a curva de BSA (albumina sérica bovina) como 
padrão. A leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro (BioDrop) a 595 
nm.

2.4	Homogenato do Trato Digestivo do Inseto

Larvas de S. frugiperda de 5º instar, obtidas no Laboratório de Controle de Pragas 
da Universidade Católica Dom Bosco, foram dissecadas com auxílio de lupa e pinça, 
os tratos intestinais selecionados foram transferidos para microtubos contendo 200μL 
de tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,5 e mantidos a ± 0,2ºC. O homogenato intestinal foi 
preparado de acordo com a metodologia estabelecida por TERRA e colaboradores 
(1977), seguindo algumasmodificações feitas por AMORIM(2007). O sobrenadante 
foi coletado e quantificado pelo método de BRADFORD(1976) em espectrofotômetro 
(BioDrop) à 595 nm, diluído a 1 μg.μL-1 e a leitura padronizada para cerca de 0,100 
de absorbância.

2.5	Ensaio Enzimático

As atividades inibitórias proteolíticas foram conduzidas por meio de ensaio 
enzimático com tripsina bovina utilizando solução de Azocaseína a 1% e BApNA 
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1,25mM como substratos.
Atividade inibitória realizada com substrato não específico Azocaseína a 

1%: Os testes foram realizados de acordo com a metodologia descrita por IVERSEN 
& JORGENSEN(1995), utilizando diferentes concentrações da amostra (0,084; 0,337; 
0,674; 1,350; 2,700; 5,400; 13,500 e 26,950 µg.mL-1). A absorbância foi medida a 440 
nm.

Atividade inibitória realizada com substrato BApNA (β-N-benzoil-arginina-
p-nitroanilida): Para a detecção da atividade inibitória, diferentes concentrações da 
amostra (0,084; 0,168; 0,337; 0,674; 1,350; 2,700; 5,400; 13,500; 26,950 µg.mL-1) foram 
incubadas com a tripsina e o tampão TrisHCl 50 mM pH 7,5, completando o volume de 
500 µL, durante 10 min a 37 ºC. Decorrido o tempo, adicionou-se o substrato BAPNA 
1,25 mM (benzoil-arginina-paranitroanilida, Sigma), prosseguindo-se a incubação 
durante 15 min a 37 ºC. A reação foi paralisada pela adição de ácido acético 30% 
(v:v) e a hidrólise do substrato pela enzima foi monitorada fotometricamente à 410 nm 
(Multiskan Go – Thermo Scientific).

Outros testes de atividades inibitórias proteolíticas foram conduzidos por meio 
de ensaio enzimático com a amostra nas concentrações de 0,084; 0,168; 0,337; 
0,674; 1,350; 2,700 µg.mL-1, utilizando o homogenato intestinal de S. frugiperda como 
enzima de clivagem e substrato especifico BApNA (1,25 mM). Todos os ensaios foram 
realizados em triplicatas e, nos ensaios em branco, o substrato foi adicionado após a 
reação ter sido parada com adição de ácido acético na concentração final. O cálculo 
da atividade inibitória foi gerado a partir da determinação da atividade residual da 
tripsina no ensaio (ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961).

2.6	Análise Estatística

A ANOVA foi realizada pelo software SPSS ,com os dados dos ensaios de 
inibição, utilizando delineamento inteiramente casualizado, seguido dos testes de 
media Waller-Duncana,b a 5%. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÕES

A extração de proteínas das áreas foliares tem alguns fatores complicadores, 
devido aos aspectos quantitativos destas biomoléculas nesse tecido vegetal. A 
fitomassa verde chega a 5% nas folhas, enquanto que nos tecidos de reserva 
(tubérculos, sementes,etc,) esse valor pode representar até 40% da massa (FERRI, 
2006; PIRIE, 1978).

Métodos alternativos, como o isolamento de proteínas por precipitações 
com (NH4)2SO4, têm se mostrado mais eficazes, proporcionando resultados mais 
significativos em relação à concentração de proteínas totais, e principalmente para 
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os inibidores de peptidases (BHATTACHARYYA; BABU, 2009; GOMES et al., 2005; 
PANDO et al., 2001). De acordo com a quantificação do extrato de  C. urucurana  
precipitado em (NH4)2SO4 na fração de 30-60%, realizada por Bradford, observou-se 
uma concentração proteica de 540 µg.ml-1.

Figura 1: Porcentagem da atividade inibitória contra enzima tripsina (0,15 mg.mL-1) utilizando os 
substratos azocaseína (1%) e BApNA (1,25 mM) em nove concentrações diferentes da fração 
30-60 em (NH4)2SO4  do extrato bruto das folhas de C. urucurana em tampão Tris-HCl 50 mM 

pH 8. Letras maiúsculas distintas diferem as concentrações entre si, dentro de seus substratos, 
em substrato BApNA (1,25mM), pelo teste Waller-Ducana 5%. Letras minúsculas distintas 

diferem as concentrações entre si, em substrato azocaseína (1%), pelo teste Waller-Duncan a 
5%.

Para confirmar a presença de inibidores de peptidases no extrato de  C. 
urucurana   precipitado em (NH4)2SO4,na fração de 30-60% foram realizados os 
ensaios preliminares da atividade antitríptica utilizando o substrato Azocaseína (1%). 
De acordo comBURGESS(2009), no precipitado 30-60% são esperadas as maiores 
concentrações de inibidores de peptidases, sobretudo da família Kunitz. A azocaseína 
é um substrato não especifico e muito usado preliminarmente nos experimentos para 
avaliar a atividade enzimática dos inibidores mesmo quando não se tem a proteína 
purificada (IVERSEN; JORGENSEN, 1995).

No ensaio de inibição foram testadas as concentrações de 0,084; 0,337; 0,674; 
1,35; 2,7; 5,4; 13,5; 26,95 µg.mL-1 (Figura 1).As maiores médias de inibição em 
contato com o precipitado ocorreram entre as concentrações de 1,35 a 5,4 µg.mL-1, 
estatisticamente não sendo observada diferença  significativa entre elas. ARAÚJO 
e colaboradores (2014) apresentaram resultados para a mesma fração (30-60%), 
utilizando extratos de amendoim (Arachis hypogaea L.) a qual inibiu 100% da atividade 
da enzima quando utilizado uma concentração aproximada de 15 µg.mL-1. Essa 
atividade superior à encontrada para a C. urucurana pode estar relacionada ao fato de 
o amendoim pertencer à família Fabaceae, reconhecida pela presença de inibidores 
de natureza tanto constitutiva como induzida por mecanismos de defesa.

Em função dos resultados obtidos com azocaseína (1%), foram realizados os 
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testes de atividade inibitória utilizando substrato específico BApNA (1,25 mM) com a 
amostra nas mesmas concentrações, e os dados obtidos foram comparados.

Para o substrato BApNA (Figura 1) pode-se observar que entre as concentrações 
de 1,35, 2,7, 5,4 e 26,95 µg.mL-1 não ocorreu diferença estatística significativa, obtendo 
um media de atividade antitríptica de praticamente 80%. Podendo-se notar estabilização 
da atividade, independente das concentrações adicionadas. As concentrações 0,084, 
0,168, 0,337, 0,674 µg.mL-1 demonstraram atividade inibitória mediana, variando de 
50 a 70%. 

Os IPs são onipresentes em tubérculos e sementes leguminosas, mas também 
podem ser encontrados em diferentes tecidos de váriosgrupos sistemáticos de plantas. 
VANDERJAGT et al. (2000) apresentaram resultados com as folhas de Entada africana, 
Senna obtusifolia e Sesbania pachycarpa, nos quais foram detectados uma grande 
concentração de inibidores de tripsina. 

Embora seu papel fisiológico não tenha sido completamente elucidado, há 
evidência de que as plantas acumulam IPs como proteínas de armazenamentos, 
em função da sinalização exógena, em situação de estresse nutricional ou lesão 
mecânica. Por outro lado, os IPs também podem contribuir para a defesa da planta 
contra a herbivoria, inibindo a atividade da protease no organismo.(SOUZA et al., 
2017; VELASQUES et al., 2017).

Dentre os compostos mais bioprospectados, os inibidores de peptidase têm 
sido amplamente reportados como possíveis agentes inseticidas. Esses fatores vêm 
ocasionando a morte dos insetos em todos os estágios fenológicos da planta, assim 
como alteração na morfologia da praga e efeito repelente. Alguns extratos de plantas 
são capazes de interferir no desenvolvimento larval até a fase adulta (KAMIABI; JAAL; 
KENG, 2013).

A S. frugiperda é uma das maiores pragas da ordem Lepidoptera. Essa espécie 
se alimenta de uma vasta gama de culturas, sendo considerado um inseto polífago, 
resultando em perdas severas de rendimentos. De acordo com TERRA & FERREIRA 
(1994) em quase todas as espécies identificadas da ordem Lepidoptera, foi constatada 
a presença em grandes quantidades de serino endopeptidases no intestino médio 
desses insetos.

Nos testes realizados com o homogenato intestinal da S. frugiperda utilizando 
substrato BApNA (1,25 mM) (Figura 2), foi verificado diferença estatística significativa 
de atividade para  as diferentes concentrações do precipitado. Com 2,7 µg.mL-1 obteve-
se a melhor média de inibição das peptidases presentes no homogenato intestinal, 
aproximadamente 80%, e conforme a concentração de extrato diminuía, menor era a 
média de inibição observada, chegando a aproximadamente 45% de atividade inibitória 
em 0,084 µg.mL-1. 

A partir disso observa-se que mesmo em baixíssimas concentrações da amostra, 
ocorria atividade inibitória eficiente, tendo em vista quea média de atividade inibitória 
considerada ideal para o controle de Lepidópteras é entre 50 a 80%, pois quando 
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as lagartas são expostas aos inibidores com taxa alta de atividade, seu organismo 
sofre grande pressão, podendo induzir a polimorfismos ou mutações genéticas, 
desencadeando resistência pela praga ao inibidor e um curto período de tempo 
(SOUZA et al., 2016).

Figura 2: Porcentagem da atividade inibitória contra o homogenatointestinal deS. frugiperda 
utilizando o substrato BApNA (1,25 mM) em cinco concentrações diferentes da amostra 

fracionada em (NH4)2SO4 do extrato bruto das folhas de C. urucurana em tampão Tris-HCl 50 
mM pH 8. Letras maiúsculas distintas diferem as concentrações entre si pelo teste Waller-

Ducana 5%.

A eficiência no controle de insetos pragas ocorre à capacidade de alguns inibidores 
de peptidases de interferir na ação das peptidases presentes no sistema digestivo 
dos insetos, através de ligações competitivas com a peptidase digestiva impedindo 
que ocorra a ligação substrato-peptidase, resultando na deficiência de aminoácidos 
e, consequentemente, prejudicando o crescimento, desenvolvimento, fecundidade e 
sobrevivência dos insetos (AZZOUZ et al., 2005; OPPERT et al., 2003; VELASQUES 
et al., 2017). 

Diante disso há uma busca incessante por alternativas ao uso de compostos 
sintéticos e da crescente bioprospecção de extratos vegetais ricos em proteínas em 
busca de novas moléculas bioativas e eficazes no combate às pragas (KIM et al., 
2010). Devido à sua natureza constitutiva, o papel dos inibidores pode ser ativado 
por um único gene, diante dissovários estudos sobre a expressão de IPs em plantas 
transgênicas vem sendo realizados em um esforço para aumentar a resistência das 
culturas contra esses insetos-pragas que desolam as plantações (MAHESWARAN et 
al., 2007; MEDEIROS et al., 2016; VELASQUES et al., 2017).
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4 | 	CONCLUSÃO

Dessa forma podemos observar que os estudos realizados com o extrato foliar 
obtido da C. urucurana demonstrou ser uma fonte rica de inibidores de peptidases 
serínicas, por meio dos ensaios enzimáticos específicos realizados. Os resultados 
mostraram efeito inibitório significativo sobre a peptidase Tripsina Bovina, em torno de 
80% de inibição de sua atividade.Quando testado com o homogenato intestinal da S. 
frugiperda, a atividade inibitória se manteve dentro da faixa de inibição considerada 
para a prospecção a campo (50% - 80%). Contudo são necessários mais estudos com 
o intuito de comprovar a atividade inseticida tanto in vivo como in situ.
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