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Resumo 

Os envenenamentos por serpentes do gênero Bothrops estão frequentemente associados 

a alterações hemostáticas, inflamação, dano tecidual e distúrbios da coagulação. Entre os 

componentes dessas peçonhas, as serinoproteases (SVSPs) exercem papel relevante na 

modulação da hemostasia, sendo capazes de atuar sobre fibrinogênio, fatores da coagulação, 

plaquetas e vias relacionadas à formação do coágulo. Nesse contexto, a Moojase, uma SVSP 

semelhante à trombina isolada do veneno de Bothrops moojeni, representa um alvo importante 

para o estudo de toxinas pró-coagulantes e para o desenvolvimento de moléculas recombinantes 

com potencial neutralizante. 

Neste trabalho, foram selecionados e caracterizados fragmentos recombinantes de 

anticorpos humanos do tipo scFv contra a Moojase, com o objetivo de obter moléculas capazes 

de reconhecer essa toxina e modular atividades funcionais associadas à hemostasia. Para isso, 

foi empregada a tecnologia de phage display utilizando a biblioteca Griffin I, com biopanning 

em solução contra Moojase biotinilada e captura por esferas magnéticas conjugadas à 

estreptavidina. Após rodadas sucessivas de seleção, triagem por interferometria de biocamada 

e avaliação individual dos clones, os scFvs ITX_MJ001-25 e ITX_MJ003-25 foram 

priorizados, expressos em formato solúvel em Escherichia coli, purificados e avaliados quanto 

à capacidade de ligação, modulação enzimática, interferência em parâmetros de coagulação e 

reconhecimento cruzado frente a diferentes peçonhas e toxinas. 

A Moojase isolada apresentou perfil compatível com SVSPs já descritas, com banda 

única próxima de 30 kDa, e a modelagem estrutural indicou conservação da arquitetura típica 

dessa classe enzimática. Nos ensaios funcionais, ITX_MJ001-25 e ITX_MJ003-25 modularam 

a atividade de SVSP em curvas fluorogênicas, sugerindo interferência na dinâmica catalítica da 

Moojase e de componentes relacionados em algumas peçonhas. Nos ensaios hemostáticos, a 

Moojase e o veneno bruto de B. moojeni apresentaram efeito pró-coagulante, principalmente 

sobre parâmetros associados às vias intrínseca e/ou comum da coagulação, enquanto os scFvs 

não alteraram a coagulação por si só. ITX_MJ001-25 apresentou maior efeito em sangue total, 

enquanto ITX_MJ003-25 demonstrou resposta mais evidente em plasma, especialmente em 

ensaios de aPTT frente à Moojase. A análise de reconhecimento cruzado sugeriu possível 

interação com componentes de peçonhas botrópicos e, preliminarmente, com Daboia russelii. 

Assim, este estudo produziu, de forma pioneira no grupo, scFvs humanos contra a 

Moojase. Os clones ITX_MJ001-25 e ITX_MJ003-25 demonstraram capacidade de 

reconhecimento do alvo e potencial de modulação de atividades funcionais associadas à 

hemostasia, representando ferramentas promissoras para a investigação de SVSPs de peçonhas 



  
 

 

 

de serpentes e para o desenvolvimento de estratégias recombinantes voltadas à neutralização 

direcionada de toxinas pró-coagulantes. 

 

Palavras-chave: Bothrops moojeni; Moojase; scFv; Anticorpos Recombinantes; 

Neutralização; Coagulação; SVSP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 

 

 

Abstract 

Envenomings by snakes of the genus Bothrops are frequently associated with 

hemostatic changes, inflammation, tissue damage, and coagulation disorders. Among the 

components of these venoms, serine proteases play an important role in hemostasis modulation, 

acting on fibrinogen, coagulation factors, platelets, and pathways related to clot formation. In 

this context, Moojase, a thrombin-like serine protease isolated from Bothrops moojeni venom, 

represents an important target for the study of procoagulant toxins and for the development of 

recombinant molecules with neutralizing potential. 

In this study, recombinant human antibody fragments of the scFv type against Moojase 

were selected and characterized, aiming to obtain molecules capable of recognizing this toxin 

and modulating functional activities associated with hemostasis. For this purpose, phage display 

technology was employed using the Griffin I library, with solution-phase biopanning against 

biotinylated Moojase and capture by streptavidin-conjugated magnetic beads. After successive 

selection rounds, biolayer interferometry screening, and individual clone evaluation, the scFvs 

ITX_MJ001-25 and ITX_MJ003-25 were prioritized, expressed in soluble format 

in Escherichia coli, purified, and evaluated for binding capacity, enzymatic modulation, 

interference with coagulation parameters, and cross-recognition against different venoms and 

toxins. 

Isolated Moojase showed a profile compatible with previously described serine 

proteases, with a single band close to 30 kDa, and structural modeling indicated conservation 

of the typical architecture of this enzymatic class. In functional assays, ITX_MJ001-25 and 

ITX_MJ003-25 modulated serine protease activity in chromogenic curves, suggesting 

interference with the catalytic dynamics of Moojase and related components in some crude 

venoms. In hemostatic assays, Moojase and B. moojeni crude venom showed a procoagulant 

effect, mainly on parameters associated with the intrinsic and/or common coagulation 

pathways, whereas the scFvs did not alter coagulation by themselves. ITX_MJ001-25 showed 

a greater effect in whole blood, while ITX_MJ003-25 showed a more evident response in 

plasma, especially in aPTT assays against Moojase. Cross-recognition analysis suggested 

possible interaction with components of bothropic venoms and, preliminarily, with Daboia 

russelii. 

Thus, this study produced, for the first time in the group, human scFvs against Moojase. 

The clones ITX_MJ001-25 and ITX_MJ003-25 showed target recognition capacity and 

potential to modulate functional activities associated with hemostasis, representing promising 



  
 

 

 

tools for the investigation of snake venom serine proteases and for the development of 

recombinant strategies aimed at the targeted neutralization of procoagulant toxins. 

 

 

Keywords: Bothrops moojeni; Moojase; scFv; recombinant antibodies; neutralization; 

coagulation; serine proteases. 
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1. Introdução 

1.1. Epidemiologia dos acidentes ofídicos no mundo e no Brasil  

Entre os mais de 100.000 animais peçonhentos descritos no mundo, as serpentes são 

consideradas as mais importantes para a saúde pública, devido à alta capacidade de resultar em 

envenenamento humano e sequelas. Estima-se que, aproximadamente 5,4 milhões de pessoas 

sejam picadas por serpentes anualmente, com cerca de 2,7 milhões de envenenamentos que 

resultam em 81-138 mil mortes e mais de 400 mil sequelas permanentes (Gutiérrez et al., 2017).  

De fato, envenenamentos ofídicos constituem um grande problema para a saúde pública, 

afetando, em sua grande maioria, regiões rurais tropicais pobres e densamente povoadas 

(D’Amélio et al., 2021; Gamulin et al., 2023). No Brasil, refletindo a gravidade desse cenário 

no período recente, o Ministério da Saúde registrou 31.735 acidentes de 127 mortes em 2024. 

Dando continuidade a esse panorama crítico, de acordo com dados do Sistema de Informação 

de Agravos de Notificação (SINAN/DATASUS), foram notificados em 2025 um total de 

26.970 acidentes ofídicos, sendo que 19.848 foram acidentes ocasionados por serpentes do 

gênero Bothrops, ou seja, aproximadamente 73% (dados disponibilizados em 02/2026). Assim, 

tanto no Brasil, como nas Américas Central e do Sul, a maioria dos acidentes ofídicos são 

provocados por serpentes do gênero Bothrops, popularmente conhecidas como jararacas 

(Pidde-Queiroz et al., 2010).  

Contudo, embora o índice de mortalidade seja um indicador alarmante, a letalidade 

representa apenas uma fração do real impacto do ofidismo, tornando imperativo deslocar o 

debate também para a alta taxa de morbidade dessas ocorrências (Gutiérrez et al., 2017).	Os 

envenenamentos por diferentes gêneros de serpentes frequentemente resultam em sequelas 

anatômicas e funcionais graves (Waiddyanatha et al., 2019). Além da severa destruição tecidual 

local por necrose, perda crônica de mobilidade e risco de amputações de membros, marcantes 

nos acidentes botrópicos e laquéticos, o panorama de morbidade do ofidismo também engloba 

complicações sistêmicas duradouras ou permanentes, como a insuficiência renal crônica, 

distúrbios de coagulação prolongados ou recorrentes e déficits neurológicos ou oftálmicos 

secundários (Fernández et al., 2025; Pucca et al., 2020b; Waiddyanatha et al., 2019). 

O grande desafio clínico reside no fato de que os antivenenos atuais não são plenamente 

capazes de mitigar ou reverter esses danos locais e degenerativos uma vez que o processo 

fisiopatológico é desencadeado pelas toxinas, limitando-se principalmente a neutralizar os 

efeitos sistêmicos na circulação sanguínea (Gutiérrez et al., 2006, 2017). Essa realidade 

compromete severamente a qualidade de vida a longo prazo dos sobreviventes, em sua maioria 

trabalhadores rurais em idade produtiva, evidenciando que a melhoria do tratamento, seja por 
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meio do desenvolvimento de terapias adjuvantes (capazes de barrar localmente a ação imediata 

das toxinas) ou da descentralização e rapidez do socorro, é o caminho fundamental para conter 

incapacidades permanentes (Carvalho et al., 2023; Kasturiratne et al., 2021). 

1.2. A peçonha botrópica  

A composição proteica da peçonha de muitas espécies do complexo Bothrops já é 

conhecida por avaliação direta das peçonhas através de técnicas de purificação (Alape-Girón et 

al., 2008, 2009; Calvete et al., 2009a; Cidade et al., 2006; Fox et al., 2006; Gutiérrez et al., 

2008; Rodrigues et al., 2012; Tashima et al., 2008) ou indiretamente por técnicas ômicas 

(Cardoso, 2009; Cidade et al., 2006; Durban et al., 2011; Kashima et al., 2004; Neiva et al., 

2009). A partir desses estudos, tornou-se evidente que as peçonhas de serpentes do gênero 

Bothrops são constituídas predominantemente por um conjunto relativamente restrito de 

famílias proteicas. Entre elas, destacam-se as enzimas (especialmente as metaloproteases, 

serinoproteases e as fosfolipases A₂), que representam os componentes mais abundantes e os 

mais consistentemente associados às manifestações clínicas do envenenamento (Romanazzi et 

al., 2025; Santos et al., 2025). 

As serinoproteases (SVSPs, do inglês snake venom serinoproteases) presentes nas 

peçonhas botrópicos incluem enzimas com atividade trombina-símile ou trombina-like, capazes 

de clivar fibrinogênio e contribuir para as alterações de coagulação observadas em muitos 

pacientes (Serrano e Maroun, 2005). Entretanto, essas enzimas não são idênticas à trombina, 

elas mimetizam parcialmente sua função, gerando fibrina instável e favorecendo o consumo de 

fatores de coagulação. Adicionalmente, as SVSPs atuam principalmente em pró-enzimas da 

cascata de coagulação, causando atividades pró-coagulantes, fibrinolíticas e/ou 

fibrinogenolíticas  (Matsui et al., 2000; Serrano e Maroun, 2005), resultando na interrupção da 

hemostase e hipotensão (Serrano e Maroun, 2005).  

As fosfolipases A2 (PLA2), por sua vez, estão principalmente associadas aos efeitos 

locais, incluindo dor, edema, inflamação e miotoxicidade observada em acidentes envolvendo 

diversas espécies de Bothrops. Essas enzimas atuam via hidrólise de fosfolipides de membrana 

e indução de respostas inflamatórias que contribuem para a destruição tecidual (Harris et al., 

2013).  

Já as metaloproteases (SVMPs, do inglês snake venom metaloprotease) são enzimas 

multifuncionais envolvidas nos sintomas locais e sistêmicos vistos nos envenenamentos, como 

a indução de hemorragia local, reação inflamatória, ativação de fatores de coagulação e inibição 

da agregação plaquetária (Moura-da-Silva et al., 2007).  
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No entanto, a variabilidade na composição das peçonhas botrópicas é ampla e 

multifatorial, podendo ser associada a diversos determinantes biológicos e ecológicos. Estudos 

indicam que essa diversidade está relacionada à filogenia das espécies (Tu, 2018, 1998), bem 

como à idade e ao tamanho corporal dos indivíduos (Guércio et al., 2006; Saldarriaga et al., 

2003). Além disso, variações atribuídas ao sexo (Menezes et al., 2006), à distribuição 

geográfica das populações (Alape-Girón et al., 2008; Gibbs e Mackessy, 2009; Menezes et al., 

2006) e à dieta das serpentes (Barlow et al., 2009; Daltry et al., 1996; Gibbs e Mackessy, 2009) 

também desempenham papel importante na determinação do perfil proteico final do veneno. 

1.3. Serinoproteases  

As glândulas de veneno de serpentes sintetizam uma ampla variedade de SVSPs, 

consideradas uma das enzimas mais bem caracterizadas na modulação do sistema hemostático. 

Essas proteases são tipicamente eréricas, glicosiladas e de natureza ácida, podendo apresentar 

capacidade ou incapacidade de atuar sobre diferentes substratos macromoleculares da 

coagulação (Figura 1). Entre seus alvos estão componentes da cascata de coagulação, elementos 

dos sistemas fibrinolítico e calicreína-cinina, além de plaquetas, o que contribui para o 

desequilíbrio do sistema hemostático da presa. Algumas SVSPs apresentam ainda outras 

atividades biológicas, incluindo efeitos moduladores sobre o sistema complemento, o que 

amplia o espectro funcional dessas enzimas (Tu 1998; 2018). Assim, as SVSPs são 

caracterizadas como uma classe de toxina com papel importante no quadro de envenenamento. 
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Figura 1. Espectro de atividades biológicas das serinoproteases e dos substratos e fármacos derivados de 
serinoproteases presentes em peçonhas botrópicas.  

 

No centro da figura, está representada uma SVSP por meio da estrutura tridimensional predita por AlphaFold da 
BPA, isolada de Bothrops jararaca. (A) As SVSPs participam da liberação e modificação de fatores de 
crescimento durante a angiogênese, como observado para quimotripsina, tripsina, elastase e plasmina. (B) A 
atividade fibrinogenolítica está relacionada à degradação e clivagem do fibrinogênio humano, principalmente das 
cadeias α e β, bem como à formação de fibrina, como descrito para BPA, BpirSP27, BpirSP41, BpirSP-39, BpirSP-
32 e Asperase, além da Reptilase®, fármaco derivado de uma enzima semelhante à trombina isolada do veneno 
de Bothrops atrox. (C) Algumas SVSPs podem reduzir a produção de mediadores inflamatórios e a migração 
celular, como a Asperase. (D) Outras apresentam atividade liberadora de cininas, como KN-BJ 1 e KN-BJ 
2. (E)Também são descritos efeitos antitrombóticos e degradação de coágulos, como observado para BPA, 
Moojase, Asperase, BpirSP27, BpirSP41, TL-BJ 1, TL-BJ 2, TL-BJ 3 e TLBm, além da Defibrase®, fármaco 
derivado de SVSPs. (F)Essas enzimas podem atuar na degradação e reorganização da matriz extracelular, como 
quimotripsina, tripsina, elastase e plasmina. (G) Algumas serinoproteases apresentam atividade semelhante à 
trombina, como KN-BJ, PA-BJ, BpirSP-39 e BpirSP-32. (H) Por fim, também foi descrita a capacidade de 
estimular a síntese de colágeno, como observado para TLBm. Fonte: (Romanazzi et al., 2025). 
 

Por outro lado, as SVSPs possuem grande potencial terapêutico, uma vez que podem 

causar depleção do fibrinogênio plasmático, debilitando o desenvolvimento de trombos in vivo 

sem a formação de coágulos de fibrina. Além disso, essas SVSPs geralmente não são suscetíveis 

a inibidores endógenos e exibem alta estabilidade enzimática devido ao seu alto grau de 

glicosilação, podendo ser facilmente purificadas de peçonhas por uma variedade de métodos 

cromatográficos (Carone et al., 2018; Serrano e Maroun, 2005). 

1.3.1. A arquitetura molecular e o mecanismo catalítico das serinoproteases 

A organização estrutural tridimensional das SVSPs pertencentes ao clã da 

quimiotripsina é notavelmente conservada e caracteriza-se pela presença de dois domínios 
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globulares de dimensões semelhantes, cujo enovelamento é predominantemente composto por 

folhas β antiparalelas organizadas em barris β. A elevada similaridade estrutural entre esses 

domínios sustenta a hipótese de que essa arquitetura tenha emergido a partir de um evento 

ancestral de duplicação gênica, seguido por processos de divergência evolutiva que 

preservaram os determinantes catalíticos essenciais (Neurath, 1984; Perona e Craik, 1995). 

Esses domínios frequentemente apresentam motivos estruturais do tipo “chave grega”, os quais 

contribuem significativamente para a estabilidade conformacional da proteína e para a 

manutenção da integridade do sítio ativo (Richardson, 1981). 

A disposição espacial desses domínios resulta na formação de uma fenda catalítica 

profunda na interface interdomínio, na qual se localiza o sítio ativo da enzima. Essa organização 

estrutural estabelece um microambiente altamente especializado, no qual os resíduos catalíticos 

são posicionados com elevada precisão geométrica, favorecendo a orientação adequada do 

substrato e minimizando interferências do solvente (Hedstrom, 2002; Perona e Craik, 1995). 

Tal arranjo contribui diretamente para o aumento da eficiência catalítica, ao restringir o acesso 

de moléculas de água não produtivas e promover interações específicas enzima-substrato. 

O centro funcional dessas enzimas é constituído por uma tríade catalítica altamente 

conservada, composta pelos resíduos Serina-195 (Ser195), Histidina-57 (His57) e Ácido 

Aspártico-102 (Asp102), de acordo com a numeração clássica da quimiotripsina. Apesar de 

estarem distantes na sequência primária, esses resíduos são aproximados no espaço 

tridimensional pelo enovelamento proteico, formando uma rede cooperativa de ligações de 

hidrogênio essencial para a atividade catalítica (Blow et al., 1969; Hedstrom, 2002). O 

mecanismo catalítico dessas proteases ocorre em duas etapas principais, acilação e desacilação, 

e envolve um sistema altamente coordenado de transferência de prótons e redistribuição 

eletrônica (Wolfenden, 2001). 

Na etapa de acilação, o Asp102 exerce um papel fundamental na estabilização e 

orientação da His57, aumentando sua capacidade de atuar como base geral. A His57, por sua 

vez, promove a desprotonação do grupo hidroxila da Ser195, gerando um nucleófilo alcóxido 

altamente reativo, capaz de atacar o carbono carbonílico da ligação peptídica do substrato. Esse 

ataque resulta na formação de um intermediário tetraédrico de alta energia, cuja subsequente 

reorganização leva à clivagem da ligação peptídica, com liberação do fragmento C-terminal e 

formação de um intermediário acil-enzima covalente (Blow et al., 1969; Hedstrom, 2002). Na 

etapa subsequente de desacilação, uma molécula de água, ativada pela His57, atua como 

nucleófilo e promove a hidrólise do intermediário acil-enzima, resultando na formação de um 

segundo intermediário tetraédrico. A resolução desse intermediário leva à regeneração da 
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enzima livre e à liberação do fragmento N-terminal do substrato (Hedstrom, 2002; Wolfenden, 

2001). 

A elevada eficiência catalítica dessas enzimas está intimamente relacionada à sua 

capacidade de estabilizar o estado de transição, reduzindo significativamente a energia livre de 

ativação (ΔG‡) da reação (Wolfenden, 2001). Essa estabilização ocorre em uma subestrutura 

altamente conservada denominada buraco do oxiânion, onde o oxigênio carbonílico do 

substrato, que adquire carga parcial negativa durante a formação dos intermediários 

tetraédricos, é estabilizado por ligações de hidrogênio provenientes dos grupos amida da cadeia 

principal da enzima, tipicamente dos resíduos Gly193 e Ser195 (Hedstrom, 2002; Richardson, 

1981). Esse mecanismo de estabilização eletrostática é fundamental para a viabilidade cinética 

e termodinâmica da reação. 

Adicionalmente, a especificidade de substrato dessas proteases é determinada 

principalmente pelas características estruturais e eletrostáticas do bolsão S1, localizado nas 

proximidades da tríade catalítica. Embora o arcabouço estrutural e o mecanismo catalítico 

sejam altamente conservados ao longo da família, variações na profundidade, geometria e 

composição química desse bolsão conferem seletividade diferencial entre as enzimas. Na 

quimiotripsina, o bolsão S1 é profundo e hidrofóbico, favorecendo a ligação de resíduos 

aromáticos; na tripsina, a presença de um resíduo de ácido aspártico no fundo do bolsão confere 

especificidade por resíduos carregados positivamente; enquanto na elastase, o bolsão apresenta 

restrições estéricas que limitam a ligação a resíduos pequenos e alifáticos (Hedstrom, 2002; 

Perona e Craik, 1995). 

Esse conjunto de características evidencia um exemplo paradigmático de conservação 

estrutural (Figura 2) associada à diversificação funcional, no qual a manutenção de um 

arcabouço catalítico altamente eficiente é acompanhada por modificações localizadas 

responsáveis pela adaptação funcional ao longo da evolução (Neurath, 1984; Rawlings et al., 

2016). 
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Figura 2. Estruturas preditas por AlphaFold de serinoproteases.  

 

Estruturas tridimensionais de serinoproteases de diferentes espécies de Bothrops preditas pelo AlphaFold. As 
sequências de Asperase e Barnettobina permanecem incompletas, enquanto as demais serinoproteases 
apresentadas foram completamente sequenciadas. Fonte: (Romanazzi et al., 2025). 
 
1.3.2.  Serinoproteases de serpentes do gênero Bothrops  

SVSPs são glicoproteínas monoméricas com 228-239 resíduos e massa molecular de 

25-70 kDa, possuindo uma variedade de sítios de N ou O-glicosilação que constituem de 10 a 

30% do veneno de serpentes da família Viperidae (Tabela 1; Figura 3) (D’Amélio et al., 2021; 

Mamede et al., 2020; Megale et al., 2018; Oliveira et al., 2022a). 

Tabela 1. Composição das peçonhas de serpentes Bothrops spp. do Brasil. 

Serpente Componentes do veneno (%) 

SVMP SVSP PL CLEC LAAO Dis VEGF Pep Other 

B. alternatus 52.2 5.8 4.4 14.8 14.9 0 0 0 8 

B. atrox 46-54 8.1-14 4.8-

7.5 

10-13 8-14.2 0 0 0 6.2-10.7 

B. brazili 27.7 14.2 33.1 0.5 6.4 0 0 0 6.4 

B. cotiara 51-73 13-14.4 0-3.1 0-5 4-19.6 0-1.7 0-1.7 0 3.6-8.6 

B. eritromelas 32-60 4-10 10-15 8-21.6 0 4-10 4-9.8 9-14.5 0 

B. fonsecai 42.5 4.1 30.1 9.8 1.9 5.1 3.9 0 2.4 

B. insularis 30 12.5 10 31.3 1.3 0 1.3 11.3 2.6 
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B. jararaca 10-43 11.7-29 4-

20.4 

4-24.4 7.2-10.7 0-7.6 1.8 0-22.6 3.9-8.7 

B. jararacussu 26.2 12.3 27.4 9.7 15 0 0 0 9.4 

B. leucurus  12,92 14,46 33,66 - 9,18 - - - 29,78 

B. moojeni 36 14-20 11-17 2-3 4-5.2 0 1-5.6 2 8-9.8 

B. newiedi 49.9 8.8 9.8 8.6 16.7 0 0,4 0 5.8 

B. pauloensis 38.1 10.5 32 0.6 2.8 1.3 0 12.4 2.4 

B. pirajai 20.7 7.1 40.2 9.2 5.2 1.4 1.4 5.6 7 

Fonte: Adaptado de (Dias et al., 2022; Mamede et al., 2020). 

Figura 3. Composição generalizada do veneno de serpentes Bothrops spp. 

 

Fonte: Adaptado de (Serrano e Maroun 2005; Paes Leme et al. 2008; Carone et al. 2018). 
 

Uma grande variedade de SVSPs já foi descrita não apenas em serpentes do gênero 

Bothrops, amplamente distribuídas no Brasil, mas também em diversas outras espécies ao redor 

do mundo. Com base em levantamentos realizados em bancos de dados, estima-se que o número 

de proteases classificadas como SVSPs derivadas desse gênero alcance aproximadamente 42 

moléculas, refletindo a amplitude estrutural e funcional dessas enzimas (Tabela 2). 
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Tabela 2. Serinoproteases de peçonhas botrópicos.  

Serinoprotease Serpente Onde é 

encontrada 

Tamanho Peso 

molecular 

Identificador 

UniProt/Referência 

BPA Bothrops 

jararaca 

 

 

 

 

 

 

 

Brasil (SP, RJ, 

BA, RS, SC, 

MG, GO, MT, 

ES, PR) 

258 aa ~28,38 Q9PTU8 

HS112 255 aa ~28,05 Q5W960 

HS114 259 aa ~28,49 Q5W959 

SVSP like-

HS120 

253 aa 28.4 KDa (Galizio et al., 2018; 

Saguchi et al., 2005) 

Botrombina 232 aa ~25,52 P81661 

PA-BJ 237 aa ~26,07 P81824 

TL-BJ1 19 aa* nr P81882 

TL-BJ2 19 aa* nr P81883 

TL-BJ3 19 aa* nr P81884 

KN-BJ1 19 aa* 38 KDa (Serrano et al., 1998) 

KN-BJ2 19 aa* 39 KDa (Serrano et al., 1998) 

Bhalternina Bothrops 

alternatus 

Argentina, 

Uruguai, 

Brasil (RS, 

SP, RJ, MS, 

GO, MG, PR, 

SC) 

260 aa ~28,6 P0CG03 

Balterina nr nr (Vilca Quispe, 2013) 

BthatL 233 aa ~25,63 Q61WF1 

Barnettobina Bothrops 

barnetti 

Peru 249 aa 39 KDa K4LLQ2 

BpirSP41 Bothrops 

pirajai 

Brasil (BA) 50 aa* 

(~364) 

40.6 KDa P0DL27 

BpirSP-39 ~445 49 KDa (Zaqueo et al., 2014) 

BpirSP27 50 aa*  

(~245) 

27.1 KDa P0DL2 
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Asperase Bothrops 

asper 

Mexico, 

Guatemala, 

Honduras, 

Nicaragua, 

Costa Rica, 

Panama, 

Belize, 

Colombia, 

Equador, 

Venezuela 

259 aa 27.6 KDa Q072L6 

TLBm Bothrops 

marajoensis 

Brasil (AP, 

PA) 

285 aa 33,3 KDa P0DJE9 

Batroxobina Bothrops 

atrox 

Brasil (RR, 

AM, Ap, AC, 

PA, MA, RO, 

TO, MT) 

255 aa 28.1 KDa P04971 

Ba III-4 293 aa 34 KDa (Ponce-Soto et al., 

2007) 

Thrombocytin   ~327 36 KDa (Vidal et al., 2024) 

Leuurobina Bothrops 

leucurus 

Brasil (BA, 

CE, RN, PB, 

PE, AL, SE, 

ES, MG) 

231 aa 30.4 KDa P0DJ86 

Leucurobin   ~318 aa 35 KDa (Vidal et al., 2024) 

BJ-48 Bothrops 

jararacussu 

Brasil (MS, 

BA, ES, MG, 

RJ, SP, PR, 

SC, RS) 

22 aa* 

(~436) 

48 KDa  

P0DJF0 

DV 10 aa* nr (Amorim et al., 

2018c) 

BjussusSP-1 232 aa ~25,52 Q2PQJ3 

FC-Bj   nr nr (Vidal et al., 2024) 
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Jararacussin-I   ~254 28 KDa (Vidal et al., 2024) 

BJV-VIIIcp   ~254 28 KDa (Vidal et al., 2024) 

Moojase Bothrops 

moojeni 

Brasil (TO, 

MT, MS, GO, 

DF, MA, PI, 

BA, MG, SP, 

PR) 

188 aa 30,2 KDa (Amorim et al., 

2018c) 

BMII32 ~290 32 KDa (Amorim et al., 

2018c) 

BMII35 ~318 35 KDa (Amorim et al., 

2018c) 

BmooSP ~327 36 KDa (Amorim et al., 

2018c) 

MSP 1   ~309 34 (Vidal et al., 2024) 

TI-Bp Bothrops 

pauloensis 

Paraguai, 

Bolivia, Brasil 

(MT, MS, 

GO, DF, MG, 

SP, PR) 

nr nr (Vilca Quispe, 2013) 

rBpSP-I 15 aa* nr P0DJF1 

rBpSP-II ~409 45 KDa (Carneiro, 2018) 

rBamSP_1 Bothrops 

ammodytoides 

Argentina ~245 27.8 KDa (Clement et al., 

2019) 

SVSP Bothrops 

fonsecai 

Brasil (MG, 

RJ, SP) 

15 aa* nr P0DMH6 

BITS01A Bothrops 

insularis 

Brasil (SP) 257 aa ~28,27 Q8QG86 

Pictobin Bothrops 

pictus 

Peru 250 aa ~27,5 U5YCR8 

TLBro 183 aa 20.2 KDa (Vilca Quispe, 2013) 

SVSP Bothrops 

cotiara 

Argentina, 

Brasil (SP, 

PR, SC, RS) 

15 aa* nr P0DMH5 

TLBbz 321 aa 35.1 KDa (Vilca Quispe, 2013) 
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BbrzSP32 Bothrops 

brazili 

Venezuela, 

Guiana, 

Suriname, 

Guiana 

Francesa, 

Colombia, 

Peru, 

Equador, 

Bolivia, Brasil 

(PR, AM, RO, 

MT) 

~290 32 KDa (Zaqueo et al., 2016) 

TL-Ban Bothrops 

andianus 

Peur, Bolívia 269 aa 25.8 KDa (Valeriano-Zapana et 

al., 2012) 

(*) fragmento do comprimento (aa) das proteases de serina em relação a resíduos não terminais; (~) valores 
estimados (1 aa equivalente a 110 Da); (nr) não reportado; valores não encontrados em bancos de dados. Fonte: 
Adaptado de (Romanazzi et al., 2025). 
 
1.4. O proteoma de Bothrops moojeni  

O proteoma do veneno de Bothrops moojeni, serpente amplamente distribuída no 

território brasileiro e de elevada relevância médica, constitui uma mistura altamente complexa 

de proteínas e peptídeos bioativos, cuja composição reflete um sistema molecular refinado para 

a subjugação da presa e a rápida disrupção fisiológica do organismo envenenado (Zelanis e 

Keiji Tashima, 2014). Análises proteômicas baseadas em espectrometria de massas 

demonstram que esse repertório é organizado em famílias toxicológicas estrutural e 

funcionalmente distintas, sendo predominantemente composto por SVMPs de veneno de 

serpente, que correspondem a aproximadamente 36,5% a 39,8% da composição total (Tasoulis 

e Isbister, 2017b). Essas enzimas desempenham papel central na fisiopatologia do 

envenenamento, sendo diretamente responsáveis pelos efeitos hemorrágicos sistêmicos e pelo 

extenso dano tecidual local, por meio da degradação de componentes da matriz extracelular e 

da desestabilização da integridade vascular (Gutiérrez et al., 2017). 

A segunda classe mais abundante do veneno é constituída pelas SVSPs, representando 

cerca de 14,7% a 19,8% do proteoma total, seguidas pelas PLA₂ (11,5% a 17,1%), L-

aminoácido oxidases (LAAOs; 4,2% a 5,2%) e lectinas tipo C (2,4% a 3,1%) (Tasoulis e 

Isbister, 2017c). No entanto, é importante destacar que esses valores representam estimativas 
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globais por classe toxicológica, não sendo possível, na maioria dos estudos, atribuir proporções 

fixas e invariáveis a isoformas individuais (Calvete, 2017; Zelanis e Keiji Tashima, 2014). Isso 

se deve à elevada plasticidade fenotípica do veneno, cuja composição é modulada por fatores 

ontogenéticos, variações sexuais, dieta, distribuição geográfica e condições ambientais 

(Calvete, 2017). Dessa forma, a fração correspondente às SVSPs deve ser compreendida como 

um consórcio dinâmico de múltiplas isoformas, frequentemente glicosiladas, que coexistem em 

diferentes níveis de abundância relativa, incluindo tanto componentes majoritários quanto 

variantes minoritárias com funções especializadas (Kini, 2005; Zelanis e Keiji Tashima, 2014). 

Apesar dessa variabilidade intrínseca, abordagens bioquímicas e proteômicas têm 

permitido o isolamento e a caracterização detalhada de diversas SVSPs do veneno de B. 

moojeni, evidenciando um elevado grau de especialização funcional dessas enzimas, 

particularmente no contexto da hemostasia (Kini, 2005). Entre os componentes mais estudados, 

destaca-se a batroxobina, uma SVSP do tipo trombina-like amplamente caracterizada e com 

aplicação clínica e biotecnológica (comercialmente conhecida como Defibrase®) (Markland, 

1998; Matsui et al., 2000). Diferentemente da trombina humana, a batroxobina apresenta 

especificidade restrita pela cadeia Aα do fibrinogênio, promovendo a liberação exclusiva do 

fibrinopeptídeo A e induzindo a formação de coágulos estruturalmente anômalos (Matsui et al., 

2000). Esse processo resulta em consumo acelerado de fibrinogênio e desenvolvimento de 

hipofibrinogenemia, um dos principais determinantes da coagulopatia associada ao 

envenenamento botrópico (Gutiérrez et al., 2017; Kini, 2005). 

Em contraste com essa especificidade mais restrita, outras SVSPs isoladas desse veneno 

apresentam perfis catalíticos mais amplos. A Moojase, por exemplo, é uma glicoproteína ácida 

com massa molecular aproximada de 30 kDa que exibe atividade fibrinogenolítica sobre 

múltiplas cadeias do fibrinogênio, incluindo Aα e Bβ, além de participar da modulação da 

função plaquetária (Fox e Serrano, 2009; Kini, 2006). De maneira semelhante, a BmooSP 

constitui uma SVSP com elevada atividade procoagulante e fibrinogenolítica in vitro, que, no 

contexto sistêmico do envenenamento, contribui para o consumo acelerado de fatores de 

coagulação, exacerbando o quadro de incoagulabilidade sanguínea (Kini, 2006). 

Adicionalmente, outras enzimas, como as Moojeni Serine Proteinases (MSP1 e MSP2), 

demonstram atividade relevante sobre a hemostasia primária, atuando na modulação da 

agregação plaquetária (Fox e Serrano, 2009; Kini, 2006). 

Dessa forma, a fração correspondente às SVSPs no veneno de B. moojeni não deve ser 

interpretada como dominada por uma única estrutura molecular, mas sim como um conjunto 

funcionalmente integrado de isoformas estruturalmente relacionadas e bioquimicamente 

diversas (Zelanis e Keiji Tashima, 2014). Essas enzimas atuam de maneira sinérgica e 
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complementar, promovendo simultaneamente ativação, consumo e desregulação dos 

componentes da cascata de coagulação e da função plaquetária (Fox e Serrano, 2009; Gutiérrez 

et al., 2017; Kini, 2006). Esse arranjo multifuncional evidencia uma estratégia evolutiva 

altamente eficiente, na qual a conservação do arcabouço estrutural das SVSPs  é explorada para 

gerar diversidade funcional, maximizando o impacto fisiopatológico do envenenamento sobre 

o sistema hemostático da presa (Zelanis e Keiji Tashima, 2014). 

1.4.1. A Moojase  

O estudo sistemático do veneno de Bothrops moojeni tem revelado uma complexidade 

proteômica notável, na qual eventos de duplicação gênica e diversificação funcional permitiram 

que uma mesma matriz estrutural ancestral originasse toxinas com alvos altamente específicos 

(Calvete, 2017; Zelanis e Keiji Tashima, 2014). Dentro da expressiva fração das SVSPs de 

veneno de serpente (SVSPs), a batroxobina figurou por décadas como o principal objeto de 

estudo, sendo notória por sua elevada especificidade em clivar a ligação Arg16–Gly17 da cadeia 

Aα do fibrinogênio humano (Kini, 2006; Matsui et al., 2000). 

No entanto, investigações bioquímicas e cromatográficas mais aprofundadas sobre este 

veneno culminaram no isolamento de uma nova e relevante hidrólase, a Moojase (Amorim et 

al., 2018c). No estudo original, a enzima foi obtida a partir de 200 mg de peçonha bruta de B. 

moojeni com rendimento de recuperação correspondente a aproximadamente 0,9% (1,8 mg), 

evidenciando tratar-se de um componente minoritário, porém funcionalmente relevante dentro 

da matriz venômica. Caracterizada como uma glicoproteína monomérica de caráter ácido, com 

ponto isoelétrico (pI) variando entre 5,80 e 6,88, a Moojase apresenta massa molecular 

aproximada de 30,3 kDa em sua forma nativa (Amorim et al., 2018c). Grande parte dessa massa 

e de sua estabilidade físico-química decorre de modificações pós-traducionais, especialmente a 

N-glicosilação, a qual contribui significativamente para a estabilidade estrutural, resistência a 

variações de pH e temperatura, e modulação da interação com inibidores e componentes do 

sistema imune da presa (Amorim et al., 2018c; Calvete, 2017). 

O que posiciona a Moojase como uma enzima de destaque na toxinologia é seu 

comportamento catalítico marcadamente pleiotrópico, em contraste com a elevada seletividade 

observada na batroxobina. A Moojase atua como uma enzima do tipo trombina, exibindo 

atividade procoagulante dose-dependente in vitro (Amorim et al., 2018c; Kini, 2006). 

Entretanto, seu espectro catalítico é significativamente mais amplo. Embora o ataque inicial 

seja direcionado à cadeia Aα do fibrinogênio, a exposição prolongada evidencia sua capacidade 

de clivar também a cadeia Bβ, além de promover a degradação de coágulos previamente 

formados (Amorim et al., 2018c; Matsui et al., 2000). 
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Adicionalmente, a enzima apresenta atividade relevante na hemostasia primária, 

atuando como indutora da agregação plaquetária (Amorim et al., 2018c), o que amplia seu 

impacto fisiopatológico no envenenamento (Kini, 2006; Markland, 1998). Ensaios de 

especificidade de substrato indicam que SVSPs podem apresentar afinidade não apenas por 

substratos semelhantes aos da trombina, mas também por alvos associados a outras SVSPs 

plasmáticas, incluindo calicreína e fatores da coagulação, refletindo um grau elevado de 

versatilidade funcional (Kini, 2006). 

A dependência do resíduo de serina no sítio ativo dessas enzimas é evidenciada pela 

inibição completa da atividade catalítica na presença de inibidores clássicos, como o fluoreto 

de fenilmetilsulfonila (PMSF), enquanto a manutenção da estrutura tridimensional depende da 

integridade das pontes dissulfeto, sensíveis a agentes redutores como o ditiotreitol (DTT) 

(Amorim et al., 2018c; Kini, 2006). Em contrapartida, a resistência a agentes quelantes como o 

EDTA confirma que, diferentemente das SVMPs, a atividade catalítica das SVSPs é 

independente de íons metálicos (Kini, 2006; Markland, 1998). 

A elevada similaridade entre a Moojase e a batroxobina, tanto em sequência primária 

quanto na organização estrutural geral, levanta questões relevantes acerca dos determinantes 

moleculares da especificidade enzimática. Evidências indicam que a seletividade de substrato 

em SVSPs não é determinada diretamente pela tríade catalítica (Ser-His-Asp), mas sim por 

elementos estruturais periféricos, como o bolsão S1 e regiões de alças superficiais 

hipervariáveis (Hedstrom, 2002; Perona e Craik, 1995). Alterações sutis nessas regiões podem 

modificar profundamente o reconhecimento de substratos, permitindo a acomodação de 

diferentes cadeias do fibrinogênio e a interação com múltiplos alvos biológicos. 

Apesar dos avanços na caracterização bioquímica dessas enzimas, a compreensão 

estrutural detalhada da Moojase ainda é limitada pela ausência de estruturas tridimensionais 

experimentais de alta resolução disponíveis em bancos de dados estruturais. Nesse contexto, 

abordagens de modelagem estrutural in silico e predição baseada em aprendizado profundo têm 

se tornado ferramentas fundamentais para investigar as relações entre estrutura e função em 

toxinas de veneno (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022). A reconstrução tridimensional 

dessas isoformas permite explorar os determinantes moleculares responsáveis pela 

diversificação funcional, oferecendo novas perspectivas sobre a evolução e especialização das 

SVSPs de veneno de serpente. 

1.5. Soro antiofídico  

O tratamento específico para envenenamentos por serpentes é realizado por meio da 

administração intravenosa de soro antiofídico, também denominado antiveneno (Wood, 2023). 
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Esses preparados consistem em anticorpos heterólogos capazes de reconhecer e neutralizar as 

principais toxinas presentes no veneno das serpentes (Clement et al., 2019). Os antivenenos 

atualmente disponíveis no mundo podem ser formulados a partir de imunoglobulinas inteiras 

da classe G (IgGs) obtidas de animais ou de fragmentos gerados por digestão enzimática destas 

IgGs (frequentemente Fab ou F(ab')₂). Trata-se de uma tecnologia de produção desenvolvida há 

mais de um século e que, embora seja regulamentada pela Agênica Nacional de Vigilância 

Sanitária (Anvisa) no Brasil, ainda permanece baseada em processos clássicos de imunização 

animal e obtenção de anticorpos policlonais heterólogos, com desafios relacionados à 

padronização, variabilidade entre lotes e complexidade de composição (Gamulin et al., 2023).  

No Brasil, o soro antibotrópico (SAB) é produzido pelo Instituto Butantan a partir do 

plasma de equinos imunizados com uma mistura de veneno das seguintes espécies: Bothrops 

jararaca (50%), Bothrops neuwiedi (12,5%), Bothrops alternatus (12,5%), Bothrops moojeni 

(12,5%) e Bothrops jararacussu (12,5%) (Sousa et al., 2018). Embora os antivenenos sejam 

distribuídos gratuitamente pelo Sistema Único de Saúde, o acesso oportuno ao tratamento ainda 

representa um desafio em diversas regiões do país, especialmente em áreas rurais, remotas e de 

maior vulnerabilidade assistencial. Nesse contexto, uma limitação importante da soroterapia 

está relacionada à distribuição dos antivenenos no território nacional, uma vez que os acidentes 

ofídicos apresentam ocorrência geográfica heterogênea e exigem alocação estratégica dos soros 

de acordo com a frequência regional dos casos, as espécies envolvidas e a manutenção de 

condições adequadas de armazenamento e transporte, incluindo a cadeia refrigerada  (Arias-

Esquivel et al., 2024; Farias et al., 2025).. 

Além disso, variações nos sistemas imunológicos dos animais, nas misturas de peçonhas 

utilizadas e em fatores ambientais como clima e dieta resultam em diferenças entre os lotes 

produzidos. Essas variações dificultam a padronização e, consequentemente, o processo de 

aprovação regulatória pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). 

Curiosamente, os antivenenos distribuídos e utilizados há mais de um século nunca foram 

submetidos a ensaios clínicos controlados, o que levanta questionamentos sobre sua real 

eficácia. Além disso, por serem produtos derivados de animais, apresentam riscos adicionais à 

saúde humana. Entre esses riscos estão reações de hipersensibilidade imediata, como anafilaxia, 

e reações tardias, como doença do soro, sendo o choque anafilático uma condição 

potencialmente fatal (Laustsen et al., 2018). Outro risco pouco discutido é a possibilidade de 

produtos derivados de soro equino transmitirem infecções ou doenças animais aos humanos 

(Pucca e Camphora, 2024). Apesar de avanços nos processos de purificação, muitos métodos 

de produção ainda não incluem etapas de inativação viral, o que pode permitir a transmissão 

parenteral de agentes zoonóticos. Casos recentes de doenças zoonóticas ilustram a 
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complexidade da interação entre humanos e reservatórios animais, reforçando a necessidade de 

rigor sanitário em todas as etapas da cadeia produtiva (Burnouf et al., 2004). No cenário do 

século 21, marcado por conquistas científicas, biotecnológicas e farmacêuticas sem 

precedentes, e diante das lições claras trazidas pela pandemia de COVID-19, surge a indagação 

sobre a razão pela qual ainda endossamos a prática antiquada de utilizar soro equino como 

opção terapêutica  (Pucca e Camphora, 2024). 

Em artigo publicado na Nature Biotechnology sobre antivenenos, destaca-se a limitação 

dos medicamentos atualmente disponíveis, especialmente porque casos de envenenamento 

podem demandar grandes volumes de antiveneno, ao mesmo tempo em que esses produtos 

apresentam baixa proporção de anticorpos neutralizantes. Somam-se a isso fatores como a 

escassez de antivenenos em diversas regiões e a ausência de especificidade adequada para todas 

as espécies envolvidas nos acidentes, o que reduz ainda mais sua efetividade clínica. Nesse 

contexto, versões sintéticas e tecnologicamente avançadas, incluindo abordagens baseadas em 

inteligência artificial, tornam-se essenciais para o desenvolvimento de antivenenos mais 

eficazes e compatíveis com as necessidades contemporâneas da toxicologia (ANTIVENOM 

SLITHERS BACK TO LIFE, 2024). 

1.6. A tecnologia de phage display  

Em 1980, George P. Smith descreveu pela primeira vez a construção de uma junção 

peptídica entre um peptídeo de interesse e uma proteína estrutural localizada no revestimento 

externo de fagos filamentosos. Essa estratégia tornou possível a exposição controlada de 

peptídeos recombinantes na superfície do fago, o que representou um avanço conceitual 

significativo, pois demonstrou que vírus bacterianos poderiam servir como plataformas para 

apresentação de ligantes em formato biologicamente funcional. Em 1985, Smith e 

colaboradores introduziram formalmente o termo “exibição em fagos” (do inglês phage 

display), que passou a designar a tecnologia baseada na fusão de genes que codificam proteínas 

ou peptídeos heterólogos aos genes virais responsáveis pelas proteínas do capsídeo (Arap, 2005; 

Azzazy e Highsmith, 2002; Jaroszewicz et al., 2022; Zuo et al., 2024).  

Essa tecnologia foi significativamente aprimorada por Parmley e Smith em 1988, 

quando os autores realocaram o sítio de clonagem das sequências externas de DNA para a 

região do gene responsável pela codificação da proteína pIII. Essa modificação permitiu a 

produção de uma proteína de revestimento III plenamente funcional, mesmo após a inserção de 

peptídeos heterólogos. No mesmo ano, partículas completas de fagos foram empregadas pela 

primeira vez para induzir uma resposta imune contra peptídeos exibidos em sua superfície, o 

que demonstrou o potencial da plataforma como ferramenta tanto para apresentação de 



   
  37 

 

 

antígenos quanto para seleção biológica. Na década de 1990, Sir Greg Winter e colaboradores 

avançaram ainda mais no campo ao demonstrarem a possibilidade de exibir fragmentos de 

anticorpos humanos em fagos filamentosos (McCafferty et al., 1990). Esse avanço consolidou 

a tecnologia de exibição em fagos como uma estratégia essencial para a seleção e evolução 

dirigida de anticorpos, estabelecendo as bases para o desenvolvimento de terapias biológicas 

modernas (Jaroszewicz et al., 2022). 

Desde então, a exibição em fagos tornou-se uma ferramenta molecular poderosa para a 

seleção de fragmentos de anticorpos com propriedades de ligação específicas, revolucionando 

a engenharia de anticorpos, a determinação de antígenos, o desenvolvimento de vacinas e as 

aplicações de triagem de medicamentos (Jaroszewicz et al., 2022; Zuo et al., 2024). 

A tecnologia de phage display é capaz de produzir grandes números de peptídeos e 

proteínas, em diversidade de até 1010 e isolar moléculas com alta especificidade, sendo capaz 

de proporcionar um vasto conjunto de anticorpos os quais podem ser selecionados a partir de 

polipeptídeos de elevada afinidade e especificidade para um antígeno alvo (Asar et al., 2024; 

Azzazy e Highsmith, 2002). A partir disso, anticorpos de alta afinidade já foram derivados de 

camundongos, galinhas, e coelhos, além da produção de bibliotecas de tais anticorpos derivados 

de ovelhas, vacas e primata (Azzazy e Highsmith, 2002). 

A tecnologia de exibição em fagos funciona de modo em que o DNA de interesse 

(peptídeos, proteínas ou fragmentos) é clonado a partir da sua inserção em um local no genoma 

do bacteriófago filamentoso, provocando a fusão dos genomas de modo que uma das proteínas 

de revestimento (pIII, pVI ou pVIII) seja codificada (Azzazy e Highsmith, 2002; Hoogenboom 

et al., 1998). Após a expressão, a fusão da proteína de revestimento é incorporada em novas 

partículas de fagos que são montadas na bactéria, resultando na apresentação da proteína de 

interesse na superfície do fago. Os fagos que apresentam o ligante relevante são retidos por 

afinidade, podendo ser recuperados da superfície, reinfectados em bactérias e cultivados, 

enquanto os fagos não aderentes são eliminados (Hoogenboom et al., 1998). 

A versatilidade dessa tecnologia a tornou inestimável em inúmeras aplicações além de 

apresentar inúmeras vantagens, como, o isolamento de anticorpos para antígenos próprios, não 

imunogênicos ou tóxicos, a possibilidade de seleção de diferentes anticorpos para os inúmeros 

antígenos existentes, o isolamento de anticorpos de alta afinidade em bibliotecas de grande 

porte e o curto período de tempo necessário para a geração dos anticorpo de especificidade 

(Asar et al., 2024; Azzazy e Highsmith, 2002).  

Laureada com o Prêmio Nobel em 2018, a técnica de phage display aplicada a 

bibliotecas de fago-anticorpos totalmente humanos consolidou-se como uma alternativa robusta 

à tecnologia tradicional baseada em hibridomas produtores de anticorpos murinos (Köhler; 
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Milstein, 1975). O êxito dessa abordagem decorre da possibilidade de construir bibliotecas com 

altíssima diversidade molecular, o que permite o isolamento e a identificação rápida de ligantes 

proteicos com elevada especificidade para uma ampla gama de alvos macromoleculares. Além 

de possibilitar o estudo de interações proteína-ligante e dos sítios de ligação de anticorpos, a 

técnica pode ser empregada para aprimorar ou modificar a afinidade de proteínas por seus 

respectivos ligantes (Azzazy e Highsmith, 2002; Hamzeh-Mivehroud et al., 2013). 

1.6.1. Phage display no desenvolvimento de soro antiofídico  

Em 2019, a OMS estabeleceu um programa, que se encontra, hoje, em estado de 

expansão, para reduzir o número de mortes e incapacidades relacionadas a acidentes ofídicos 

até 2030, incluindo como principais aspectos os esforços preventivos, melhores tratamentos e 

melhor acesso a cuidados médicos (Seifert et al., 2022). 

Neste contexto, a busca por antivenenos de próxima geração tem se tornado cada vez 

mais importante em quase todas as áreas da medicina moderna. Dentre as diferentes abordagens 

de descoberta de anticorpos existentes, no campo da toxinologia e desenvolvimento de soro 

antiofídico, a técnica de phage display se destaca  (Ledsgaard et al., 2018b). 

Para antivenenos  a grande vantagem é que os anticorpos monoclonais e humanos 

possuem imunogenicidade muito baixa e são fáceis de projetar usando abordagens padrão, 

permitindo o desenho de terapias de envenenamento mais otimizadas, seguras e eficazes uma 

vez que tais anticorpos recombinantes seriam completamente compatíveis com o sistema 

imunológico humano (Laustsen et al., 2018; Song et al., 2024). 

A técnica de phage display vem sendo empregada na toxinologia para obtenção de 

fragmentos de anticorpos com especificidades para diferentes toxinas, sendo pela primeira vez 

empregada na pesquisa de soro antiofídico por Meng et al. (1995), para descoberta de 

fragmentos de anticorpos contra crotoxina de Crotalus durissus terrificus. Desde tal descoberta, 

a tecnologia phage display tem sido base para a descoberta de anticorpos neutralizantes para 

diferentes toxinas-alvo de espécies animais, como serpentes (Roncolato et al., 2013; Tamarozzi 

et al., 2006), escorpiões (Pucca et al., 2012, 2014), aranhas (Føns et al., 2020) e abelhas 

(Pessenda et al., 2016), utilizando bibliotecas contendo anticorpos humanos e de camelídeos . 

(Ahmadi et al., 2025) 

1.7. Phage display e a aplicabilidade em toxinas animais e serinoproteases 

O desenvolvimento de novas tecnologias ampliou as possibilidades para a geração de 

antivenenos fundamentalmente inovadores, especialmente a partir do avanço no conhecimento 

sobre a estrutura de anticorpos e DNA, da tecnologia de hibridomas, da reação em cadeia da 

polimerase (PCR), da expressão recombinante de anticorpos e da tecnologia de phage display 
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(Pucca et al., 2019). Entre essas abordagens, o phage display tem se destacado como uma 

ferramenta relevante para a descoberta de anticorpos monoclonais e fragmentos recombinantes 

contra toxinas de diferentes animais peçonhentos, incluindo serpentes, aranhas, escorpiões e 

abelhas. 

A primeira aplicação dessa tecnologia no contexto de toxinas animais foi descrita por 

Meng et al. (1995), que construíram uma biblioteca combinatória de anticorpos murinos a partir 

de células B esplênicas de camundongos imunizados contra a crotoxina de Crotalus durissus 

terrificus. Esse estudo resultou na seleção de um fragmento variável de cadeia única murino 

(scFv) com alta afinidade pela crotoxina. Além disso, um dos scFvs derivados dessa biblioteca 

neutralizou parcialmente, em camundongos, a letalidade induzida pela toxina Mojave, um 

homólogo da crotoxina (Roncolato et al., 2015). 

Com o objetivo de contextualizar o uso atual dessa tecnologia, foi realizada uma busca 

na plataforma National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando o termo 

“Phage Display Animal Toxins”, que resultou em 309 publicações. Esses trabalhos envolveram 

toxinas de diferentes origens animais, incluindo peçonhas de serpentes, aranhas, escorpiões e 

abelhas. Entre os estudos mais recentes, Benard-Valle et al. (2024) descreveram a descoberta 

de nanocorpos com neutralização cruzada contra toxinas de peçonhas de cobras-corais, 

demonstrando que misturas oligoclonais desses nanocorpos foram capazes de neutralizar a 

letalidade induzida por duas peçonhas de serpentes corais norte-americanas em camundongos 

(Benard-Valle et al., 2024).  

Outros estudos recentes também demonstram a versatilidade do phage display aplicado 

a toxinas animais. Li et al. (2024) construíram uma biblioteca de fagos T7 a partir da glândula 

de veneno de Naja atra para a triagem de ligantes do receptor Toll-like 4 (TLR4), identificando 

um novo peptídeo com ligação específica a esse receptor (Li et al., 2024). Rivera-de-Torre et 

al. (2024) aplicaram a tecnologia à seleção de scFvs contra esfingomielinases tóxicas de 

peçonhas de Loxosceles sp. e Hemiscorpius sp., demonstrando que os fragmentos obtidos 

foram capazes de reconhecer SMases de H. lepturus e L. rufescens e neutralizar, in vitro, a 

atividade de SMase do veneno total de H. lepturus.(Rivera‐de‐Torre et al., 2024). e forma 

semelhante, Sørensen et al. (2024) utilizaram phage display para a descoberta de anticorpos 

monoclonais humanos contra miotoxina II de Bothrops asper, evidenciando a importância de 

avaliar cuidadosamente os efeitos funcionais desses anticorpos, uma vez que determinadas 

interações podem aumentar a toxicidade da toxina por mecanismos dependentes de anticorpos 

Em outro estudo, o mesmo grupo selecionou anticorpos contra ecarfolina S de Echis carinatus 

sochureki e miotoxina II de B. asper, demonstrando capacidade de reduzir efeitos citotóxicos 

de PLA₂ de peçonhas de serpentes de diferentes gêneros (Sørensen et al., 2024).  
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No contexto de neurotoxinas, Rimbault et al. (2023a) selecionaram fago-anticorpos 

contra a α-cobratoxina de Naja kaouthia, obtendo moléculas com afinidade de ligação e 

potência de neutralização funcional semelhantes às observadas para scFvs selecionados contra 

a toxina nativa (Rimbault et al., 2023a). Ledsgaard et al. (2023), por sua vez, produziram 

anticorpos monoclonais humanos por phage display contra toxinas do veneno de Naja 

kaouthia, obtendo moléculas com elevada capacidade de neutralização in vitro e in vivo contra 

α-neurotoxinas de cadeia longa. Esses anticorpos foram capazes de prevenir a letalidade 

induzida pelo veneno de N. kaouthia e prolongar a sobrevivência de camundongos desafiados 

com peçonhas de Dendroaspis polylepis ou Ophiophagus Hannah (Ledsgaard et al., 2023). 

Apesar do número crescente de estudos envolvendo phage display e toxinas animais, o 

cenário é diferente quando a busca é direcionada especificamente para SVSPs. Ao utilizar o 

termo “Phage Display Serine Proteases” na plataforma NCBI, foram encontrados 314 

resultados. No entanto, a maioria desses estudos esteve relacionada a SVSPs humanas, murinas, 

virais, infecciosas, tumorais ou associadas a processos fisiopatológicos não relacionados a 

envenenamentos. Porém, ao analisarmos estudos realizados em animais de demais origens, 

pudemos constatar 6 estudos, os quais envolvem a utilização do phage display para 

caracterização das especificidades de clivagem das SVSPs granzima G e gar DDN1 de 

Lepisosteus oculatus (Valentini et al., 2024), especificidade de clivagem da SVSP granzima I 

de bagre (Thorpe et al., 2016), descrição de um novo método para maturação in vitro de 

Chiloscyllium plagiosum HTRA1 (Zielonka et al., 2014), identificação de inibidores de 

proteases específicas das enzimas digestivas de Aedes aegypti e larvas de Aedes aegypti (Soares 

et al., 2013), especificidade de clivagem da quimase de mastócitos de Maca fascicularis 

comparando-a a quimase humana e de cão (Thorpe et al., 2012) e, por último, estudos das 

interações peptídicas da glutationa transferase de mamíferos como parte de via de sinalização 

para estresse oxidativo e apoptose em modelo Caenorhabditis elegans (Rimbault et al., 2023b).  

Dessa forma, mesmo com a restrição dos parâmetros de busca, não foram encontrados 

indícios de estudos publicados utilizando phage display para a produção de anticorpos ou 

fragmentos recombinantes dirigidos a SVSPs de peçonhas de serpentes. Esse ponto evidencia 

a lacuna existente na literatura e reforça o caráter inovador da estratégia adotada neste trabalho, 

que teve como alvo a Moojase, uma SVSP trombina-like do veneno de Bothrops moojeni.  

Para complementar essa análise, foi realizada a busca pelo termo “Serine Protease 

Antivenom”, que resultou em 150 publicações. De modo geral, os trabalhos encontrados 

envolveram a purificação de SVSPs de peçonhas de serpentes para processos de imunização ou 

a avaliação da participação dessas enzimas no envenenamento, mas não utilizaram a tecnologia 

de phage display. Entre os estudos mais relevantes, Kuniyoshi et al. (2019) demonstraram que 
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o soro antibotrópico produzido pelo Instituto Butantan não apresenta cobertura completa contra 

SVSPs do veneno de Bothrops jararaca. Nesse estudo, quatro SVSPs presentes no veneno de B. 

jararaca — KN-BJ2, HS112, BjSP e BPA — não tiveram sua atividade totalmente inibida pelo 

antiveneno comercial. A partir disso, os autores avaliaram a produção de anticorpos contra um 

pool de SVSPs não bloqueadas, demonstrando que os soros obtidos em modelos murinos 

apresentaram resposta específica e potencial neutralizante in vitro superior ao do antiveneno 

convencional em determinadas condições (Kuniyoshi et al., 2019).  

Outro estudo relevante foi conduzido por Alomran et al. (2022), que expressaram três 

SVSPs recombinantes em células HEK293F: ancrod, de Calloselasma rhodostoma; 

batroxobina, de Bothrops atrox; e RVV-V, de Daboia russelii. Essas toxinas foram utilizadas 

para imunização murina, resultando em antivenenos experimentais com reatividade cruzada 

promissora. Os perfis de ligação indicaram respostas fortes e consistentes contra ancrod, RVV-

V e contra a mistura de toxinas recombinantes, enquanto a resposta à batroxobina recombinante 

foi consideravelmente menor (Alomran et al., 2022).  

Mais recentemente, Saladini et al. (2024) exploraram o potencial inibitório de cinco 

peptídeos sintéticos homólogos a regiões CDR3 de um anticorpo monoclonal murino 

direcionado a uma SVSP de Bothrops atrox. O estudo demonstrou que quatro desses peptídeos 

foram capazes de inibir SVSPs presentes nas peçonhas de B. jararaca e B. atrox, além de uma 

SVSP purificada. Quando comparados ao antiveneno do Instituto Butantan, os peptídeos 

apresentaram desempenho superior ou equivalente na inibição da hidrólise de substratos 

específicos, indicando que regiões derivadas de anticorpos podem atuar como moléculas 

inibitórias contra SVSPs de peçonhas (Saladini et al., 2024). 

Silva et al. (2021) também demonstraram a relevância das SVSPs como alvos 

terapêuticos ao avaliar inibidores seletivos de SVSPs, como pepC e pepB, em associação ao 

antiveneno botrópico. Os autores observaram que, in vitro, a combinação desses inibidores com 

o antiveneno melhorou a neutralização da ativação da coagulação e reduziu a depleção de 

fibrinogênio humano. Além disso, em modelo in vivo, a associação de pepC ou pepB ao soro 

antiveneno melhorou a neutralização da hemorragia local. O estudo destacou, contudo, que a 

semelhança entre a tríade catalítica das SVMPs e das SVSPs humanas torna essencial o 

desenvolvimento de inibidores seletivos para enzimas do Veneno (Silva et al., 2021). 

De modo semelhante, Kuniyoshi et al. (2012) já havia demonstrado que o soro 

antibotrópico apresenta fraca neutralização da atividade de SVSPs presentes no veneno 

de Bothrops jararaca, apesar de neutralizar de forma mais eficiente a atividade de SVMPs. 

Esses achados, posteriormente reforçados por outros estudos, indicam que as SVSPs 

representam uma classe toxínica relevante, mas ainda insuficientemente explorada no contexto 
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da melhoria de antivenenos botrópicos.(Kuniyoshi et al., 2012). Ainda, as mesmas constatações 

a respeito do bloqueio das SVSPs pelo antiveneno do Instituto Butantan foram feitas por outros 

autores (Saladini et al., 2024). 

Neste contexto, o presente estudo se posiciona estrategicamente para selecionar, 

produzir e testar fragmentos de anticorpos humanos para reconhecer e neutralizar a SVSP 

Moojase, uma toxina relevante do veneno de Bothrops moojeni associada a importantes 

alterações hemostáticas no envenenamento. Por meio da tecnologia de phage display, aliada a 

análises imunológicas e biofísicas, este trabalho busca identificar fragmentos de anticorpos com 

alta afinidade e especificidade, contribuindo para o avanço do desenvolvimento de um futuro 

antiveneno recombinante mais seguro e potencialmente mais eficaz no tratamento do 

envenenamento ofídico pelo gênero Bothrops. 
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6. Conclusão

Em conjunto, os resultados demonstraram que os clones ITX_MJ001-25 e 

ITX_MJ003-25 constituem ferramentas recombinantes promissoras para o reconhecimento e 

a modulação funcional da Moojase, uma SVSP trombina-like do veneno de Bothrops 

moojeni. A estratégia de seleção por phage display permitiu a obtenção de fragmentos 

recombinantes de anticorpos humanos do tipo scFv capazes de reconhecer essa toxina e 

interferir em atividades associadas à sua ação proteolítica e pró-coagulante, ampliando as 

possibilidades de aplicação de anticorpos monoclonais humanos no estudo de toxinas 

hemostaticamente relevantes. 

Os clones selecionados apresentaram perfis funcionais distintos e 

complementares. ITX_MJ001-25 destacou-se nos ensaios em sangue total, especialmente em 

maior razão molar, enquanto ITX_MJ003-25 apresentou efeito mais evidente em plasma, 

com destaque para a 
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modulação do aPTT frente à Moojase. Além disso, os ensaios enzimáticos evidenciaram 

modulação da atividade de SVSP da Moojase e de componentes relacionados presentes em 

alguns venenos brutos, enquanto os ensaios hemostáticos demonstraram que os scFvs isolados 

não alteraram a coagulação por si só. Esses achados indicam que os clones não são 

funcionalmente redundantes e podem atuar por mecanismos distintos. 

Dessa forma, este trabalho estabeleceu uma base experimental para o desenvolvimento 

de anticorpos humanos recombinantes voltados à modulação de SVSPs botrópicas. Os 

resultados obtidos, sintetizados na Figura 46, indicam que ITX_MJ001-25 e ITX_MJ003-25 

representam candidatos iniciais para estratégias futuras de neutralização recombinante, 

individualmente ou em combinação com anticorpos e inibidores direcionados a outras famílias 

toxínicas, contribuindo para o avanço de abordagens racionais aplicadas à toxinologia e ao 

desenvolvimento de antivenenos de nova geração. 

Figura 46. Síntese visual dos ensaios funcionais e exploratórios realizados com os scFvs humanos 
ITX_MJ001-25 e ITX_MJ003-25 contra a Moojase. 

 
A figura resume os principais ensaios empregados para caracterização funcional dos scFvs selecionados contra a 
Moojase, incluindo ensaio fluorogênico de atividade serinoproteásica, ROTEM em sangue total, CEVERON/aPTT em 
plasma, imunocaptura em solução seguida de gel corado por prata, análise exploratória de cross-reconhecimento e 
ensaio HET-CAM. O clone ITX_MJ001-25 apresentou maior destaque em sangue total, especialmente no ROTEM, e 

enzimático 
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maior perfil de captura na imunocaptura, enquanto o clone ITX_MJ003-25 demonstrou resposta mais evidente em 
plasma, principalmente no ensaio de aPTT frente à Moojase. Em conjunto, os resultados indicam o potencial dos clones 
como ferramentas recombinantes para o estudo e a modulação de SVSPs trombina-like de peçonhas de serpentes. Criado 
com Biorender.com.  
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