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Resumo 

 

A toxicidade do veneno das serpentes do gênero Bothrops é resultante da ação integrada de 

várias toxinas, entre elas as fosfolipases A2 (PLA2s). Entre o grupo das PLA2s, há as PLA2s 

ativas enzimaticamente e as PLA2s desprovidas de atividade enzimática, denominadas proteínas 

PLA2-like. Apesar de sua inatividade enzimática, as proteínas PLA2-like desses venenos 

possuem potente ação miotóxica local; efeito o qual o soro antiofídico não é capaz de neutralizar 

efetivamente. Tendo em vista as limitações da soroterapia, é necessário compreender como essas 

miotoxinas agem localmente. Uma abordagem eficaz é o estudo estrutural-funcional destas 

toxinas com potenciais inibidores ou ativadores. Portanto, o presente trabalho tem como objetivo 

estudar a relação estrutura-função da BnSP-7 e sua isoforma BnSP-6, duas miotoxinas PLA2-like 

do veneno de Bothrops pauloensis, através de sua interação com ácidos graxos. Deste modo, 

essas proteínas foram obtidas a partir do veneno bruto de B. pauloensis por cromatografia 

líquida de troca iônica seguida por cromatografia em fase reversa. As frações obtidas foram 

analisadas por espectrometria de massa para a confirmação de ambas as identidades, no entando 

não foi possível identifica-las. Foi observado por técnica de espectroscopia de dicroísmo circular 

a preservação das estruturas secundárias dessas toxinas (enovelamento referente à PLA2). Foram 

obtidos cristais da amostra purificada após 21 dias de incubação a 283 K e por esses dados 

cristalográficos verificou-se que a amostra possuia a sequência da proteína BnSP-7. Além disso, 

no intuito de estudar as regiões de importância funcional destas toxinas foi procurada a obtenção 

da BnSP-7 por expressão heteróloga em sistema eucarioto (Pichia pastoris). Não foi possível 

induzir a levedura a produzir a proteína recombinante, porém há perspectivas quanto ao sucesso 

da expressão heteróloga. A expressão do modelo molecular da proteína BnSP-7 abrirá caminhos 

para atestar hipóteses prévias dos domínios estruturais que são responsáveis pela atividade 

dessas toxinas, assim como os mecanismos de inibição propostos. 

 

Palavras-chave: Proteína recombinante, BnSP-6, BnSP-7, Proteínas fosfolipase A2-like, 

Cristalografia, Veneno de serpente, Veneno botrópico. 

 

 



 

 

     

Abstract 

 

The toxicity of Bothrops venom is the result of the integrated action of several toxins, including 

phospholipases A2 (PLA2s). Among the group of PLA2s, there are the enzymatically active 

PLA2s and the PLA2s devoid of enzymatic activity, called PLA2-like proteins. Despite their 

enzymatic inactivity, the PLA2-like proteins of these poisons have a potent local myotoxic 

action; an effect that the anti-oxyde serum is not able to neutralize effectively. Given the 

limitations of serotherapy, it is necessary to understand how these myotoxins act locally. An 

effective approach is the structural-functional study of these toxins with potential inhibitors or 

activators. Therefore, the present study aims to study the structure-function relationship of 

BnSP-7 and its BnSP-6 isoform, two PLA2-like myotoxins from Bothrops pauloensis venom, 

through their interaction with fatty acids. Thus, these proteins were obtained from the raw 

venom of B. pauloensis by ion exchange liquid chromatography followed by reverse phase 

chromatography. The fractions obtained were analyzed by mass spectrometry to confirm both 

identities, but it was not possible to identify them. The preservation of secondary structures of 

these toxins (entanglement related to PLA2) was observed by circular dichroism spectroscopy 

technique. Crystals were obtained from the purified sample after 21 days of incubation at 283 K 

and by these crystallographic data it was found that the sample had the BnSP-7 protein 

sequence. In addition, in order to study the regions of functional importance of these toxins, 

BnSP-7 was obtained by heterologous expression in a Eucharistic system (Pichia pastoris). It 

was not possible to induce yeast to produce recombinant protein, but there are prospects for the 

success of heterologous expression. The expression of the molecular model of the protein BnSP-

7 will open ways to attest previous hypotheses of the structural domains that are responsible for 

the activity of these toxins, as well as the proposed inhibition mechanisms. 

 

 

Keywords: Recombinant protein, BnSP-6, BnSP-7, Phospholipase A2-like proteins, 

Crystallography, Snake venom, Bothropic venom. 
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Capítulo 1: 
Introdução e objetivo 

 

 



 

 

2 

 

1.1 Acidentes ofídicos 

A ocorrência de acidentes ofídicos em humanos é resultado de um comportamento de 

defesa quando as serpentes se sentem em perigo, provocando perfuração ou arranhaduras vindas 

de envenenamento ou não, e dependendo da espécie da serpente, o caso se agrava a uma 

dilaceração tecidual (SANDRIN et al., 2005). Os acidentes ofídicos são considerados um sério 

problema de saúde pública, principalmente em países de clima tropical e subtropical. As 

estimativas anuais chegam a 150 mil óbitos em todo o mundo e esse número pode ser ainda 

maior devido às subnotificações nas áreas negligenciadas da América Latina, África e Ásia 

(KASTURIRATNE et al., 2008; PINHO; PEREIRA, 2001). Normalmente, a falta de notificação 

em alguns casos deve-se a demora no acesso aos serviços de saúde ou mesmo à ausência desses 

serviços. Outro agravante refere-se ao modo como partes dessas vítimas costumam realizar o 

tratamento, optando por métodos de prática tradicional (BOCHNER; STRUCHINER, 2003). 

No Brasil, os acidentes ocasionados por animais peçonhentos ocupam a segunda posição 

no ranque de envenenamento, logo após os casos de intoxicação por medicamentos (Fundação 

Oswaldo Cruz, 2013). De acordo com o último boletim publicado pelo Ministério da Saúde, o 

ano de 2017 apresentou-se com o maior número (em toda a série histórica avaliada) de acidentes 

no trabalho ocasionados por animais peçonhentos, sendo as serpentes a causa da maior parte 

desses acidentes (n = 45.763), seguidas por escorpiões (n = 22.596) (BRASIL, 2019). 

A situação do cenário brasileiro referente aos casos de envenenamento por serpentes é 

regularmente fornecida pelo Ministério da Saúde, que reportou cerca de 443 mil casos de 

acidentes ocorridos entre os anos de 2000 e 2018, com uma taxa de incidência de 13,8 acidentes 

por 100.000 habitantes e mais de 1.800 casos evoluindo a óbito (BRASIL, 2019). Assim, estima-

se que ocorram anualmente cerca de 20.000 casos de envenenamento por serpentes no Brasil, 

colocando o país em primeiro lugar no ranque da América do Sul (BRASIL, 2019). A região 

Norte do Brasil é caracterizada por apresentar a maior taxa de incidência anual desses acidentes 

(52,4 casos/100.000 habitantes) e o Sul como a região brasileira que apresenta o menor índice 

(7,6 acidentes/100.000 habitantes) (Figura 1). No entanto, a região Nordeste apresentou em 2018 

o maior número de óbitos (42), seguida da região Norte (26), Sudeste (21), Centro-oeste (11) e 

Sul (6) (BRASIL, 2019). Além disso, os dados epidemiológicos permitem indicar o clima como 

um fator importante da ocorrência de acidentes ofídicos, pois os meses mais quentes e chuvosos 

do ano concentram o maior número de registros de acidentes (BOCHNER; STRUCHINER, 

2002). Outro fator agravante refere-se ao aumento do trabalho no campo para desempenho de 

atividades agropecuárias, principalmente entre os trabalhadores do sexo masculino de faixa 

etária entre 10 e 49 anos (WARRELL, 2012). Tais dados epidemiológicos não sofreram 

alterações nos últimos 100 anos (BOCHNER; STRUCHINER, 2002). 
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Figura 1. Incidência anual do ofidismo nas regiões do Brasil. Adaptação de Ministério 

da Saúde (2019). 

 

No final do século XIX, a primeira descrição de uma possível terapia para envenenamento 

por mordidas de serpentes foi relatada por Vital Brazil. Este, após ler um relatório de soro para 

serpente do gênero Naja, resolveu comprar soros monovalentes para venenos de serpentes dos 

gêneros Bothrops e Crotalus (denominadas popularmente como jararacas e cascavéis, 

respectivamente), as principais serpentes de importância médica no Brasil (LUNA et al., 2011). 

Como respaldo aos resultados dos relatórios de Vital Brazil (1865-1950), no final da década de 

1980 ocorreu a primeira demonstração da especificidade do soro antiofídico, possibilitando o 

desenvolvimento do primeiro soro polivalente para uso terapêutico (HAWDOOD, 1992). Desde 

o século XIX até os dias atuais, se imunizavam cavalos com venenos de Bothrops e Crotalus e 

observavam as diferentes reações para obtenção do soro antiofídico, como descrito em ofícios de 

Vital Brazil (PIEDADE et al., 2015; GUTIÉRREZ et al., 2006). Essa terapia desenvolvida há 

mais de um século por Vital Brazil ainda permanece como o único tratamento disponível para os 

envenenamentos ofídicos (CARDOSO et al.,, 2003). E apesar de sua eficácia na neutralização 

dos efeitos sistêmicos do envenenamento, o soro não apresenta a mesma eficiência contra os 

efeitos locais. A ineficácia do tratamento não é decorrente da falta das imunoglobulinas (IgG) no 

soro antiofídico, mas é consequente do acelerado desenvolvimento dos sintomas no local, 

causando danos teciduais irreversíveis (GUTIÉRREZ; OWNBY, 2003). Deste modo, se faz 

necessário uma maior compreensão da ação de alguns componentes existentes nas peçonhas, 

principalmente aqueles envolvidos nos sintomas locais. 
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1.2 Fosfolipases A2  

A mionecrose, corresponde a um dos mais proeminentes efeitos locais do envenenamento 

ofídico e pode ser promovida diretamente por proteínas miotóxicas (LOMONTE et al., 2003). 

Tais proteínas denominadas como miotoxinas podem ser subdivididas em três grupos principais, 

como ilustrado abaixo (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Classificação e características gerais das miotoxinas dos venenos de serpentes. Lys49, Ser49 e Asp49 

referem-se aos resíduos de aminoácidos de lisina, serina e ácido aspártico na posição 49 (RENETSEDER et al., 

1985) de sua respectiva fosfolipase A2 (PLA2) miotóxica. Adaptação de LOMONTE et al. (2003). 

 

Nessa classificação, o grupo das “miotoxinas pequenas” compreende toxinas de baixo 

tamanho molecular (cerca de 4.000 Da), constituídas por 42 a 45 resíduos de aminoácidos com 

homologias sequenciais e mantidas por três pontes dissulfeto (LEITE, 2004). O grupo das 

fosfolipases A2 (PLA2s) miotóxicas representa o grupo mais diverso e com outras subdivisões, 

conforme a presença ou ausência de atividade neurotóxica e/ou enzimática (LOMONTE et al., 

2003). Por fim, o grupo das cardiotoxinas compreende as miotoxinas de massa molecular entre 

6.000 a 7.000 Daltons, constituídas por cerca de 65 resíduos de aminoácidos e mantidas por 4 

pontes dissulfeto (LEITE, 2004). Assim, entre esses grupos se evidenciam as PLA2, as quais 

estão relacionadas na interferência de processos fisiológicos das vítimas do envenenamento, 

desencadeando efeitos farmacológicos e fisiopatológicos (LOMONTE et al., 2003). Tais efeitos 

são caracterizados principalmente pela mionecrose de tecidos moles e no desenvolvimento da 

síndrome compartimental nos casos mais graves (GUTIÉRREZ; LOMONTE 1995). Deste 

modo, há perda funcional do membro afligido e possível necessidade de amputação, 
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corroborando a ineficiência do soro antiofídico ao efeito local do envenenamento (OTERO et 

al., 2002). 

As PLA2s (E.C. 3.1.1.4) são enzimas lipolíticas que hidrolisam particularmente a ligação 

acil-éster, na posição sn-2 dos glicerofosfolipídeos, liberando lisofosfolipídeos e ácidos graxos 

(DENNIS et al., 2011). Os produtos gerados da catálise dessas enzimas correspondem a 

precursores de moléculas de sinalização, que exercem uma gama de funções biológicas 

(SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Os lisofosfolipídeos liberados estão relacionados a processos 

de sinalização da célula e em alterações no citoesqueleto, promovendo a remodelagem dos 

fosfolipídeos de membrana, atuando também como precursores de mediadores lipídicos em 

processos inflamatórios e FAP (fator de ativação plaquetária) (PRESCOTT et al., 2000; KUDO; 

MURAKAMI, 2002). E os ácidos graxos, especialmente o ácido araquidônico, desempenham 

um importante papel como precursores na conversão de eicosanóides, os quais possuem uma 

ampla variedade de funções na sobrevivência celular (especialmente na inflamação, imunidade e 

como mensageiros do sistema nervoso central) (TSUBOI et al., 2002). 

Atualmente, a superfamília das PLA2s está dividida em 16 grupos (DENNIS et al., 2011), 

os quais estão distribuídos em seis categorias classificadas de acordo com suas características, 

tais como mecanismo catalítico, propriedades funcionais e estruturais (SCHALOSKE; DENNIS, 

2006; DENNIS et al., 2011). Assim, esses 16 grupos foram devidamente distribuídos entre (I) as 

PLA2s de baixa massa molecular e extracelulares, denominadas como secretadas ou pancreáticas 

(sPLA2), (II) as PLA2 de alto peso molecular, intracelulares e citosólicas (cPLA2), (III) as PLA2 

lipossomais, (IV) as PLA2 independentes de Ca2+ (iPLA2), (V) as acetil-hidrolases de fator de 

ativação plaquetária (PAF-AH) e (VI) as PLA2 específicas de tecido adiposo (DENNIS et al., 

2011). 

As PLA2s secretadas (sPLA2) são um grupo de enzimas com massa molecular de 

aproximadamente 14-18 kDa, apresentando de 6 a 8 ligações dissulfeto, um resíduo de histidina 

em seu sítio ativo próximo de um conservado resíduo de ácido aspártico e a necessidade do íon 

Ca2+ para realizar a catálise (SCHALOSKE; DENNIS, 2006; DENNIS et al., 2011). As PLA2s 

do veneno de serpentes são classificadas como sPLA2, dos grupos I e II, os quais são 

constituídos respectivamente pelas PLA2s dos venenos de serpentes elapídeas e das serpentes 

viperídeas (II) (HENRIKSON et al., 1977; BURKE; DENNIS, 2009). Essa classificação foi 

dada de acordo com o grau de homologia das estruturas, das posições das ligações dissulfeto e 

dos loops (SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Deste modo, as PLA2s dos venenos das serpentes 

dos gêneros Bothrops e Crotalus estão relacionadas ao grupo II, especificamente no subgrupo 

IIA (SIX; DENNIS, 2000; SCHALOSKE; DENNIS, 2006; BURKE; DENNIS, 2009).  
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1.3 Proteínas PLA2-símile (PLA2-like) 

Em 1984, um estudo dos venenos de Agkistrodon piscivorus piscivorus e Bothrops atrox, 

identificou os primeiros exemplares de um grupo de proteínas estruturalmente semelhantes às 

PLA2s (MARAGONORE et al., 1984). Essas proteínas apresentaram algumas alterações como a 

substituição do resíduo de ácido aspártico na posição 49 (Asp49) pelo resíduo de lisina (Lys) 

(MARAGONORE et al., 1984). Essas proteínas são desprovidas de atividade catalítica por sua 

incapacidade de coordenação do íon cálcio, a qual é devida às mutações nos resíduos de tirosina 

(Tyr28) e de ácido aspártico (Asp49) (FERNANDES et al., 2010; FERNANDES et al., 2014). 

As características decorrentes dessas mutações fazem com que essas toxinas sejam distintas das 

PLA2s, sendo então denominadas como proteínas PLA2 homólogas (ARNI; WARD, 1996) 

depois recentemente reclassificadas como proteínas PLA2-like (FERNANDES et al., 2014). 

Apesar da ausência de atividade enzimática das PLA2-like, essas proteínas mantêm a 

capacidade de comprometer a integridade de membranas biológicas (eucarióticas e 

procarióticas) e artificiais (LOMONTE et al., 2003). E assim, tais toxinas são capazes de 

proporcionar diversos efeitos tóxicos in vitro e in vivo (LOMONTE et al., 2003). Contudo, os 

exatos mecanismos pelos quais este mecanismo não-catalítico ocorre não estão totalmente 

elucidados. Pela análise extensiva dos dados estruturais e funcionais de diversas proteínas PLA2-

like de veneno de serpentes viperídeas, recentemente foi proposto (e já complementado) o 

mecanismo de ação mais detalhado até então dessas proteínas (Figura 3). Assume-se uma 

considerável importância da conformação dimérica das proteínas PLA2-like e de três regiões 

específicas: (I) o canal hidrofóbico; (II) o sítio catiônico de ancoragem à membrana (MDoS), o 

qual é formado pelos resíduos catiônicos expostos (tais como Lys115, Arg118, Lys20, Lys80, 

Lys122 e Lys127); e (III) o sítio hidrofóbico de desestabilização da membrana (MDiS), 

constituído pelos resíduos hidrofóbicos Leu121 e Phe124 (FERNANDES et al., 2014). Deste 

modo, essas toxinas em seu estado inativo são “alostericamente” ativadas pela entrada de uma 

molécula de ácido graxo no canal hidrofóbico de cada monômero. A estabilização da 

conformação ativa dessas toxinas promove o alinhamento dos resíduos catiônicos do MDoS de 

ambos os monômeros, aumentando a eficiência de interação com o grupo fosfatidil dos lipídios 

da membrana. Assim, os resíduos hidrofóbicos do MDiS têm a possibilidade de penetração na 

camada lipídica da membrana e promover consequentemente sua desestabilização 

(FERNANDES et al., 2013, FERNANDES et al.,2014; BORGES et al., 2017). 
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Figura 3. Mecanismo miotóxico proposto das proteínas PLA2-like. A entrada do ácido graxo no canal hidrofóbico 

da proteína leva a uma ativação “alostérica” da proteína pela reorientação do dímero. Na forma ativa, o MDoS e 

MDiS ficam alinhados no mesmo plano, expostos ao solvente. A região MDoS estabiliza a proteína na membrana 

pela interação entre resíduos carregados e a porção hidrofílica do fosfolipídio. Em seguida, a região MDiS 

desestabiliza a membrana pela inserção de resíduos hidrofóbicos, levando a morte celular. Adaptado de 

FERNANDES et al. (2014). 

 

1.4 Moléculas inibidoras de PLA2s 

Devido a ineficiência do soro antiofídico contra os efeitos locais do envenenamento 

(WARRELL, 1992), bem como sua escassez em regiões negligenciadas (GUTIÉRREZ et al., 

2010; WARRELL et al., 2010), são buscadas fontes alternativas ao tratamento convencional. 

Assim, diversas espécies vegetais medicinais apresentam uma grande fonte de compostos 

bioativos que podem auxiliar diretamente contra os efeitos do envenenamento, ou indiretamente, 

como complemento à soroterapia antiofídica (SOARES et al., 2005; GUIMARÃES et al., 2014). 

Deste modo, estudos abordando a interação das proteínas PLA2-like com biomoléculas 

inibidoras de sua atividade podem levar à melhor compreensão sobre o mecanismo de ação 

destas proteínas. Nesse sentido, diversos trabalhos foram realizados com tal objetivo sob 

diferentes abordagens estruturais e funcionais destas toxinas (TICLI et al., 2005; DOS SANTOS 

et al., 2011; FERNANDES et al., 2015; SALVADOR et al., 2015; BORGES et al., 2017; 
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CARDOSO et al., 2018; SALVADOR et al., 2019; CARDOSO et al., 2020). Estes estudos 

estruturais e funcionais mostraram o potencial dos ácidos rosmarínico, cafeico, aristolóquico, 

chicórico e caftárico, da suramina e de íons Zn2+ em inibir as proteínas PLA2-like. 

 

1.5 Bothrops pauloensis e as miotoxinas BnSP-7 e BnSP-6 

Aproximadamente 13 mil espécies de serpentes existem no mundo, com 386 espécies 

catalogadas no Brasil dentre as quais 60 são consideradas peçonhentas (BRASIL, 2019). 

Todavia, apenas espécies de 3 famílias são de interesse médico no Brasil, sendo elas: Viperidae 

(pelas serpentes do gênero Bothrops, Bothrocophias, Lachesis e Crotalus), Elapidae (pelas 

serpentes do gênero Micrurus e Leptomicrurus) e Dipsadidae (pelas serpentes do gênero 

Boiruna e Philodryas) (FERNANDES et al., 2008; SANDRIN et al., 2005). Entre tais gêneros, 

as serpentes dos gêneros Bothrops, Crotalus, Lachesis e Micrurus são as responsáveis pelos 

acidentes com envenenamentos (BRASIL, 2019). O domínio das serpentes do gênero Bothrops 

(popularmente conhecidas como jararacas) abrange toda a América Latina, sendo responsáveis 

por aproximadamente 85% dos casos dos acidentes ofídicos (BOCHNER; STRUCHINER, 

2003; RIBEIRO; JORGE 1997). 

A serpente Bothrops neuwiedi pauloensis (RODRIGUES et al., 1998) foi reclassificada 

em 2009 como Bothropoides pauloensis pela Sociedade Brasileira de Herpetologia, depois de 

uma análise combinada de caracteres morfológicos e moleculares de 32 espécies de Bothrops, 6 

espécies de Bothriopsis e 5 espécies de Bothrocophias (FENWICK et al., 2009). Atualmente, 

esta espécie é denominada como Bothrops pauloensis, voltando à taxonomia tradicional 

(CARRASCO et al., 2012). Essa serpente é conhecida popularmente como jararaca pintada, 

boca de sapo, jararaca do rabo de osso e do rabo branco, sendo estes dois últimos devido ao fato 

dos animais adultos apresentarem a extremidade da cauda clara, geralmente de cor amarelada. 

Assim, essa serpente utiliza dessa característica para atrair a presa, ficando enrodilhada e 

movimentando a extremidade clara da cauda, semelhante a um verme, atraindo pequenos 

anfíbios (BELLUOMINI, 1987). Além disso, a B. pauloensis é encontrada preferencialmente em 

habitats úmidos no Brasil e na região meridional da América do Sul (IZIDORO et al., 2003), 

sendo a terceira responsável pelos acidentes no estado de São Paulo e a maior responsável na 

região Nordeste (ROJAS et al., 2005).  

A peçonha de B. pauloensis consiste de cerca de 30% de PLA2s, entre as quais podem ser 

isoladas as miotoxinas BnSP-7 e BnSP-6 (RODRIGUES et al., 2012). Ambas são miotoxinas 

PLA2-like, as quais apresentam a mutação por resíduo de lisina da posição 49, massa molecular 

entre 13,5 e 14 kDa e ponto isoelétrico de 8,8 (RODRIGUES et al., 1998). Essas toxinas 

possuem elevado grau de identidade com outras proteínas dessa subclasse (RODRIGUES et al., 
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1998; MAGRO et al., 2003) (Figura 4) e não apresentam atividade catalítica, mas possuem a 

atividade miotóxica (TOYAMA et al., 2001; MAGRO et al., 2003). 

 

 

Figura 4. Representação da estrutura dimérica da BnSP-7 nativa. A toxina representada em cartoon apresenta sua 

composição homodimérica (monômero A e B, respectivamente em vermelho e amarelo) e os resíduos desta toxina 

em interação a íons SO4
2-, ambos representados em sticks. Adaptado de LIMA et al. (2017). 

 

1.6 Biotecnologia: Expressão heteróloga 

O uso da biotecnologia para obter produtos de interesse humano vem largamente sendo 

utilizado e otimizado para várias aplicações, principalmente na área de fármacos. Os avanços 

científicos na biotecnologia, proporcionados pela pesquisa básica, tornou capaz a compreensão 

de como a vida é codificada (genoma, DNA) e, principalmente, como copiar e editar esse código 

(CONESA et al., 2001). Assim, esses avanços têm cumprido um papel de destaque na 

descoberta de novos medicamentos biológicos, ganhando espaço no mercado farmacêutico. As 

estimativas de vendas de medicamentos desenvolvidos com o auxílio da biotecnologia (vacinas, 

moléculas recombinantes, microrganismos modificados, entre outros) mostram números acima 

de US$ 280 bilhões em 2014, com a perspectiva de chegar a US$ 445 bilhões até 2019 

(DELOITTE, 2016). Compreendendo o apelo comercial e científico de enzimas e proteínas, se 

fazem necessárias novas tentativas para obter esses produtos, utilizando as ferramentas da 

biologia molecular moderna. 

Ao longo das últimas décadas, microrganismos foram bioengenheirados com o intuito de 

melhorar a produção de proteínas heterólogas. Escolher o microrganismo mais apropriado para a 

produção de uma proteína recombinante é baseado nas necessidades desta, visando o sucesso no 

produto final. Entre tais necessidades citam-se: nível de expressão que se requer do produto, as 

características da proteína, o tamanho da proteína, estabilidade da proteína e, principalmente, 
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conseguir preservar a funcionalidade dessa proteína heteróloga de acordo com sua finalidade 

(SCHIMIDT, 2004). São diversos os modelos de expressão proteica: culturas de leveduras, 

bactérias, fungos filamentosos, insetos (via baculovírus), células de mamíferos e vegetais (via 

organismos transgênicos) in vivo e in vitro (DEMAIN; VAISHNAV, 2009). Os hospedeiros 

mais utilizados para expressão de proteína heteróloga são as células de fungos e bactérias, pois 

sua fácil modificação genética, os seus genomas altamente conhecidos, velocidade de 

crescimento, rendimento elevado de expressão, facilidade de cultivo e rotas metabólicas diversas 

(diversidade de produtos finais) facilitam a obtenção do produto desejado de maneira segura e 

rápida (SCHIMIDT, 2004). 

O sistema de expressão mais utilizado (na tecnologia do DNA recombinante) para etapas 

iniciais e primeira opção para os pesquisadores é a bactéria Escherichia coli (CHEN, 2012), por 

ser um organismo de fácil manipulação, alta produção e baixo custo, apesar de suas limitações a 

respeito de moléculas complexas e de proteínas derivadas de genomas eucarióticos (DALY; 

HEARN, 2005).  

As leveduras são os sistemas de expressão mais recomendados quando se deseja produzir 

uma proteína de maior complexidade, como, por exemplo, com modificações pós-traducionais 

(DALY; HEARN, 2005). As leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris têm-se 

mostrado altamente eficientes nos últimos 20 anos (DAMASCENO et al., 2012; DEMAIN; 

VAISHNAV, 2009). Em consideração às diferentes características dos sistemas de expressão 

disponíveis, é necessária uma ampla investigação sobre tais sistemas, buscando o de melhor 

adequação para obtenção da proteína-alvo.   

 

1.7 Levedura Pichia pastoris (Komagataella pastoris) e comparação com outros sistemas de 

expressão 

A levedura Pichia pastoris pertence ao Reino Fungi, Divisão Eumycota, Subdivisão 

Ascomycotina, Classe Hemoascomycetes, Ordem Endomycetales, Família Saccharomycetaceae 

e Subfamília Saccharomycetoideae (KURTZMAN, 2009). Em 2005 essa levedura foi 

reclassificada no novo gênero Komagataella e dividida em 3 espécies: K. pastoris, K. phaffii e 

K. pseudopastoris (KURTZMAN, 2005). Os ambientes naturais dessas leveduras são insetos, 

solos, água doce, plantas, exsudados de árvores, frutas e como contaminantes em diversas 

bebidas e alimentos (OTAG et al., 2005). Algumas espécies do gênero Pichia (Komagataella) 

auxiliam nos efeitos desejáveis em fases iniciais da fermentação para obtenção do vinho, na 

produção de diferentes tipos de queijos e outros bioprocessos amplamente utilizados na 

biotecnologia de alimentos (BAKIR et al., 2004). Tendo como característica crescer em meio 

contendo apenas uma única fonte de carbono e energia (metanol), caracterizando-a como uma 

levedura metilotrófica. As leveduras do gênero Pichia possuem um forte promotor denominado 
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AOX1, o qual é ativado na presença de metanol e induz altos níveis de transcrição (CREGG, 

2007; CEREGHINO; CREGG, 2000). Essa característica tornou a levedura P. pastoris um 

atraente sistema para a produção de proteínas heterólogas utilizando uma única fonte de 

carbono, além da vantagem do metanol inibir o crescimento de contaminantes. Ainda, essa 

levedura apresenta diversas vantagens em relação ao emprego da Saccharomyces cerevisiae, tais 

como maiores índices de produtividade (pelo fato de a S. cerevisiae não possuir um promotor 

induzível forte), crescimento em altas densidades celulares, ausência de hiper-glicosilação, via 

metabólica do metanol (uma vez que a S. cerevisiae utiliza de vias fermentativas), sistema de 

baixo custo para estabelecimento e manutenção, melhor secreção do produto recombinante e 

modificações pós-traducionais mais eficientes (CEREGHINO; CREGG, 2000; GREGG, 2000; 

LIU et al., 2012; YESILIRMAK; SAUERS, 2009). Essa última característica é importante 

quando se busca a expressão de proteínas provenientes de eucariotos superiores, consistidas de 

múltiplas ligações dissulfeto ou que possuem glicosilação, fosforilação, a ausência de metionina 

terminal e/ou a não formação de oligômero para o desenvolvimento correto da proteína madura 

(DALY; HEARN, 2005). 

 A procura da expressão de proteínas com modificações pós-traducionais limita o 

emprego da bactéria E. coli, desprovida da maquinaria intracelular apropriada para o 

enovelamento correto dessas proteínas (DALY; HEARN, 2005). Deste modo, os produtos 

eventualmente podem se apresentar em fases insolúveis (como em corpos de inclusão), não 

enovelados, ou sem enovelamento condizente com a proteína nativa. Assim, seriam necessárias 

etapas adicionais para obtenção de uma proteína funcional, tais como reenovelamento e 

solubilização, diminuindo a relação custo-benefício de se empregar o sistema bacteriano de 

expressão (MARSTON, 1986; MAKRIDES, 1996).  

As linhagens de células de mamíferos são uma abordagem mais cara, sendo seu emprego 

adequado para obtenção de pequenas quantidades de proteína recombinante com alto valor 

agregado (BROWN, 2003). Em relação ao emprego de células de insetos, utilizar baculovírus 

como vetor resulta em altas taxas de expressão, porém essas células transfectadas morrem e são 

lisadas após um pico de expressão, permitindo que o produto esteja sujeito às proteases liberadas 

(YIN et al., 2007). Além disso, esses sistemas necessitam de condições complexas de cultivo e 

de transfecção viral enquanto que a P. pastoris necessita de manipulação genética e cultivo 

relativamente fáceis (McCARROLL; KING, 1997). Porém, para obtenção de glicoproteínas, as 

células de mamífero são as mais adequadas, pois são as únicas capazes de realizar glicosilação 

mais próxima ao padrão humano (GONÇALVES et al., 2013). 

Para estudos estruturais e funcionais, é necessário obter a proteína de interesse em grandes 

quantidades, em nível correto de maturação pós-traducional e na forma solúvel quando expressa. 

A levedura P. pastoris foi geneticamente modificada para expressar mais de 5.000 proteínas 
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heterólogas e avaliada para 70 fins industriais, farmacêuticos e de pesquisa básica nos últimos 

25 anos (NARANJO et al., 2019). Em suma, a escolha do sistema de expressão, linhagem e 

estratégia de cultivo a ser utilizada é de extrema importância, principalmente para obtenção de 

determinada proteína a ser submetida a análises de estabilidade e de 

enovelamento/conformações. 

 

1.8 Expressão de miotoxinas do veneno de serpentes 

Várias PLA2s já foram expressas empregando a bactéria E. coli (LIANG et al., 1993; 

OGAWA et al., 1997; TSAI; WANG, 1998; GIULIANI et al., 2001; CHIOATO et al., 2002; 

YANG et al., 2003). Em 2013, Silveira e colaboradores clonaram o cDNA que codifica 

determinada PLA2 ácida (BmooPLA2) do veneno de Bothrops moojeni, cuja forma recombinante 

apresentou atividade fosfolipásica e inibitória da agregação plaquetária de forma semelhante à 

da proteína nativa. Recentemente, isoformas de PLA2s provenientes do veneno de Bothrops 

ammodytoides foram clonadas e expressadas em corpos de inclusão, demonstrando baixa 

atividade enzimática apesar de o produto apresentar estrutura secundária e massa molecular 

semelhante às outras PLA2s (CLEMENT et al., 2019). 

A primeira proteína PLA2-like recombinante que apresentou atividade funcional foi a 

BthTX-I (miotoxina nativa do veneno de Bothrops jararacussu), constituindo-se até então a 

única proteína PLA2-like botrópica relatada (WARD et al., 2001; SETO et al., 2008). Entretanto, 

essa miotoxina foi expressa em corpos de inclusão, tornando-se necessário realizar etapas de 

solubilização, de purificação e de reenovelamento (WARD et al., 2001). Deste modo, um 

método com várias etapas até a obtenção da proteína de interesse pode resultar em perdas 

significativas durante todo o processo, baixa produtividade e consequente aumento dos custos de 

produção da proteína expressa (SETO et al., 2008). 

 Em consideração às informações levantadas, é possível notar o desafio na obtenção de 

miotoxinas nas condições requisitadas de estudos estruturais e funcionais, no caso, para 

proteínas de interesse médico e científico, cuja origem (venenos brutos) demanda cifras 

consideráveis. Deste modo, justifica-se o desenvolvimento de um processo eficiente e 

reprodutível dessas proteínas que permitam sua obtenção de maneira sustentável. Assim, foram 

propostas aqui a reprodução e adaptação dos protocolos de expressão heteróloga para obtenção 

das miotoxinas de B. pauloensis a partir do sistema de P. pastoris. Ainda, em perspectiva de 

estudos sequenciais, a técnica desenvolvida pode ser aplicada para produção de proteínas com 

mutações sítio-dirigidas, como modo de descobrir regiões desconhecidas das mesmas com 

relevância para suas ações farmacológicas (SÁ et al., 2004). Em paralelo, inclusive para 

validação da eventual proteína recombinante, foram propostos estudos estruturais e funcionais 

destas miotoxinas nativas (BnSP-7 e BnSP-6), obtidos a partir do isolamento do veneno bruto 



13 

(RODRIGUES et al., 1998). Tais estudos, com essas toxinas na forma apo e complexadas com 

ácidos graxos de diferentes tamanhos de cadeia carbônica, têm importância ao permitir elucidar 

comparativamente a estrutura em sua forma inativa (sem ácido graxo no canal hidrofóbico) e a 

ação da toxina ao interagir com os diferentes ligantes. Deste modo, é possível entender melhor o 

papel de moléculas no canal hidrofóbico destas proteínas, região em que podem interagir 

inibidores de sua atividade (SOARES et al., 2000; ANDRIÃO-ESCARSO et al., 2000; 

SOARES et al., 2004; COSTA et al., 2008; BORGES et al., 2017; SALVADOR et al., 2018; 

CARDOSO et al., 2018; CARDOSO et al., 2020) ou ativadores da mesma (FERNANDES et al., 

2014; BORGES et al., 2017). 
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