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RESUMO

Introducdo: As pegonhas ofidicas sdo misturas complexas de moléculas com agdes diversas.
Sua composicdo possui compostos como proteinas, enzimas, peptideos e outros compostos
organicos e inorganicos. Espécies do género Bothrops sdo responsaveis pela maior parte dos
acidentes ofidicos registrados e possuem um arsenal de biotoxinas, como fosfolipases, que sdo
proteinas de baixo peso molecular, caracterizadas pela acdo enzimatica sobre fosfolipidios de
membrana. A pesquisa de compostos terapéuticos de origem natural vem chamando atencéo
nos ultimos anos, evidenciando a necessidade de estudos para isolamento de toxinas ofidicas e
prospeccao de novos medicamentos. Objetivo: Identificar e isolar proteinas com potencial
antiparasitario e/ou anticancer da peconha da serpente Bothrops alternatus. Métodos: Para
identificar proteinas com potencial terapéutico de B. alternatus foi realizada uma pesquisa
bibliogréafica em bases de dados do PubMed e Portal CAPES, seguindo o método PRISMA. Foi
realizado o fracionamento da peconha bruta e purificacdo de proteinas de interesse por
cromatografia liquida. A massa molecular das proteinas isoladas foi analisada por eletroforese
em gel de poliacrilamida em condicGes desnaturantes. A atividade fosfolipasica foi realizada
atraves de ensaio de verificagdo de hidrolise de fosfolipidios presentes na gema de ovo de
galinha. Resultados: A pesquisa em base de dados resultou 210 artigos, dos quais 15 artigos
foram analisados detalhadamente. A triagem resultou em 7 apresentavam proteinas com
potencial antitumoral e 3 apresentavam proteinas com potencial antiparasitario, antiviral ou
antimicrobiano na pegonha da B. alternatus. O fracionamento da pegonha bruta resultou em 6
fracOes principais, A1-A6, sendo que nas fragdes A4 e A5 foi possivel identificar a presenca de
proteinas com massa molecular menor que 30 kDa e com atividade fosfolipasica, indicando a
presenca de PLA2. Com base nestes resultados, estas fracbes foram submetidas a
cromatografias de interacdo hidrofébica. A cromatografia da fracdo A4 resultou em 3
subfracGes, Ada-A4c e apresentou separacao de proteinas de baixo peso molecular na subfracao
Adc, porém, com baixo rendimento proteico. A cromatografia da fracdo A5 resultou em 7
subfragdes, Aba-Ab5g, sendo identificado na subfragdo AS5g componentes proteicos com
caracteristicas similares a fosfolipase BaltPLA>, uma fosfolipase de B. alternatus com potencial
antiviral contra dengue. Conclusdes: A peconha da serpente de B. alternatus contém varios
componentes bioativos, especialmente enzimas com efeitos antiparasitario, antimicrobiano e/ou
antitumoral. Os métodos de purificacdo desenvolvidos neste trabalho permitiram a obtengédo de
fracbes relevantes com atividade enzimatica, porém, com baixo rendimento proteico.
Metodologias mais refinadas devem ser empregadas no intuito de obter uma purificagdo com
rendimento e grau de pureza mais elevado, indicando que novos estudos séo necessarios.

Palavras-chave: Serpentes, Toxinas, Purificacdo.



ABSTRACT

Introduction: Snake venoms are complex mixtures of molecules with diverse actions. Its
composition has compounds such as proteins, enzymes, peptides and other organic and
inorganic compounds. Species of the genus Bothrops are responsible for most of the snakebites
recorded and have an arsenal of biotoxins, such as phospholipases, which are low molecular
weight proteins, characterized by their enzymatic action on membrane phospholipids. Research
into therapeutic compounds of natural origin has been drawing attention in recent years,
highlighting the need for studies to isolate snakebite toxins and prospect for new drugs.
Objective: To identify and isolate proteins with antiparasitic and/or anticancer potential from
the venom of the snake Bothrops alternatus. Methods: To identify proteins with therapeutic
potential of B. alternatus, a bibliographic search was carried out in PubMed and CAPES
databases, following the PRISMA method. Fractionation of the crude venom and purification
of proteins of interest by liquid chromatography were performed. The molecular mass of the
isolated proteins was analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing
conditions. The phospholipase activity was carried out through a hydrolysis assay of
phospholipids present in the chicken egg yolk. Results: The database search resulted in 210
articles, of which 15 articles were analyzed in detail. Screening resulted in 7 proteins with
antitumor potential and 3 had proteins with antiparasitic, antiviral or antimicrobial potential in
the venom of B. alternatus. The fractionation of the crude venom resulted in 6 main fractions,
Al1-A6, and in fractions A4 and A5 it was possible to identify the presence of proteins with
molecular weight less than 30 kDa and with phospholipase activity, indicating the presence of
PLA2. Based on these results, these fractions were submitted to hydrophobic interaction
chromatography. The chromatography of the A4 fraction resulted in 3 subfractions, Ada-A4c
and showed separation of low molecular weight proteins in the A4c subfraction, but with low
protein yield. Chromatography of the A5 fraction resulted in 7 subfractions, A5a-A5g, and
protein components with similar characteristics to BaltPLA2 phospholipase, a phospholipase
of B. alternatus with antiviral potential against dengue, were identified in the A5g subfraction.
Conclusions: The venom of the B. alternatus snake contains several bioactive components,
especially enzymes with antiparasitic, antimicrobial and/or antitumor effects. The purification
methods developed in this work allowed the obtaining of relevant fractions with enzymatic
activity, but with low protein yield. More refined methodologies should be employed in order
to obtain a purification with a higher yield and degree of purity, indicating that further studies
are needed.

Keywords: Snakes, Toxins, Purification.
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1 INTRODUCAO

Peconhas de serpentes causam diversos efeitos fisiopatologicos decorrentes da acéo das
toxinas que contém, com sua composi¢do podendo variar conforme idade, género, nicho
ecoldgico e outras condi¢des do animal.

Nas peconhas ofidicas sdo identificadas uma grande variedade de compostos proteicos,
que apresentam mudltiplas acdes biologicas (Caswell et al., 2020). Somente nas familias
Elapidae e Viperidae ja foram identificadas cerca de 25 mil toxinas, sendo elas proteinas com
e sem acao enzimatica e peptideos bioativos, e apenas uma pequena parcela foi devidamente
caracterizada (Waheed et al, 2017; Rao et al., 2022).

De acordo com a perspectiva da evolucdo, a peconha ofidica € um conjunto amplo de
componentes extremamente variados — abrangendo enzimas, ions, aminoacidos dentre outros,
aproximadamente, 95% de seu peso total sdo proteinas e peptideos com a¢do complexa. Os
compostos proteicos mais abundantes encontrados englobam fosfolipases Az (PLA>),
metaloproteases (SVMP), serinoproteases (SVSP), toxinas three finger (3FTx), L-aminoécido
oxidases (LAAQ), desintegrinas (DES), proteina secretora rica em cisteina (CRiSP), proteinas
semelhantes a lectinas tipo C (CTL/SNACLES) e peptideos (Kang et al., 2011; Tasoulis et al.,
2022). Como representado na figura 1, a grande diversidade de toxinas confere a peconha, por
sua vez, inimeros efeitos biolégicos, como: citotoxicidade, miotoxicidade, neurotoxicidade,

atividades anti ou pré-coagulantes (Gutiérrez et al., 2017; Ferraz et al., 2019).
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Figura 1: Niveis de toxinas na peconha de viperideos e elapideos. A figura evidencia os niveis de proteina —
em % do proteoma total da peconha — e a distribuigdo das familias de toxinas mais abundantes nas familias
Viperidae e Elapidae, sendo elas as metaloproteinases de classe Ill e I, (svMP), fosfolipases A2 (PLA2),
serinoproteinases (svSP), toxinas three-finger (3FTx), proteinas semelhantes a lectinas tipo C (CTL), proteinas
secretoras ricas em cisteina (CRISP), L-aminoacido oxidases (L-AAOs) e miotoxinas (Mio). As cores presentes
nas barras indicam o tipo de atividade biol6gica mais relevante presente na toxina, sendo que o gradiente de cor
indica a relacéo dose-efeito (mesma cor) ou efeitos diferentes (multiplas cores) indicando que algumas toxinas séo

capazes de causar um efeito em doses baixas e outro efeito em doses altas. Adaptado Gutiérrez et al. (2017).

No Brasil, existe uma diversidade de serpentes peconhentas e as espécies do género
Bothrops tém grande relevancia epidemioldgica, pois sdo responsaveis por mais de 70% dos
casos de acidentes ofidicos notificados ao Ministério da Saude (Brasil, 2022).

As principais toxinas presentes em peconhas botropicas sdo classificadas como
serinoproteases (SVSPs), metaloproteases (SVMPs), fosfolipases A2 (PLA:), L-amino&cido-
oxidases (LAAOs) e proteinas diversas como proteinas semelhantes a lectinas tipo-C
(CTL/SNACLES) e desintegrinas (DES). Tais compostos sdo responsaveis pelos efeitos

caracteristicos do envenenamento botropico (Queiroz et al., 2008; Campos et al., 2013).
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A peconha da serpente B. alternatus, uma espécie de serpente comum no Brasil
conhecida como Urutu, contém predominantemente, metaloproteases (SVMPs — 52,2 %), que
sdo as principais responsaveis pelos efeitos hemorragicos do envenenamento (Rocha e Furtado,
2005; Mamede et al., 2020; Sousa et al., 2013) (figura 2). As SVMPs sdo enzimas de acdo
proteolitica zinco-dependente, agrupadas com as ADAMS — desintegrinas e metaloproteases
(Takeda, 2016). Estas proteases sdo classificadas em 3 classes, baseadas na composi¢ao de seus
dominios e tamanho, sendo as Pl com dominio metaloprotease, variando de 20-30 kDa; PIl,
com dominio desintegrina, variando de 30-60 kDa e PIIl, com dominios metaloproteases; tipo
desintegrina e tipo cisteina, variando de 60-100 kDa (Markland Jr. E Sewnson, 2012; Gutiérrez
etal., 2016).

Outras proteinas também s&o abundantes na peconha de B. alternatus e contribuem para
os efeitos hemostaticos, citotoxicos e inflamatorios da peconha, tais como: serinoproteases
(SVSPs — 5,8 %), fosfolipases (PLA: - 4,4%), L-aminoécido-oxidases (LAAOs — 14,9%) e
proteinas semelhantes a lectinas tipo-C (CTL — 14,8 %) (Souza et al., 2013; Mamede et al.,
2020; Takayasu et al., 2023) (figura 2).

As SVSPs sdo enzimas peptidases pertencentes a familia das tripsinas e conhecidas
principalmente por seus efeitos sobre a cascata de coagulacdo - em especifico, ao sistema
fibrinolitico e ao sistema calicreina-cinina. (Paes Leme et al., 2008). Seu mecanismo de a¢éo
envolve a acdo catalitica de um complexo enzimatico de residuos reativos de serina
estabilizados por histidina e acido aspartico em seu sitio ativo. Essas enzimas sdo capazes de
atuar em sistemas da regulacdo da homeostase, interferindo nas vias intracelulares e nos
processos da angiogénese (Serrano, 2013; Bhat et al., 2016).

As PLA, proteinas de baixo peso molecular (14-16 kDa), s&o tipicamente
caracterizadas pela acdo enzimatica sobre fosfolipidios de membrana. Seu mecanismo de agdo
envolve a aceleracdo do movimento de turnover dos fosfolipidios de membrana por meio da
hidrélise da ligacdo 2- acil-ester de 3-sn-fosfolipideos — liberando assim os &cidos graxos livres,
como o 4&cido araquidonico, que modulam funcgdes celulares importantes associados a
proliferacdo celular e angiogénese (Costa et al., 2008; Suranse et al., 2022). Estas proteinas séo
componentes abundantes na pegconha de diversas espécies de serpentes brasileiras e apresentam
uma diversidade de efeitos relacionados a sua acéo citotoxica e por isso podem ser amplamente
exploradas para aplicacdo como agentes antimicrobianos, antiplaquetarios, antitumorais, entre
outras a¢des (Vonk et al. 2011; Chan et al., 2016; Estevdo-Costa et al., 2018).



13

As LAAOs séo tipos de flavoenzimas, classificadas como oxidoredutases
homodiméricas, com massa molecular aproximada varidvel dependendo das condicGes de
andlise — sendo 110-150 kDa em condi¢des ndo desnaturantes e 50-70 kDa em condicGes
desnaturantes (Du e Clemetson, 2002). Seu mecanismo de acdo envolve a catalizacdo da
desaminagdo oxidativa de L-amino&cidos em acido alfa-cetoglutarico, com producao de amonia
e peroxido de hidrogénio (Izidoro et al., 2014).

As CTL, ou SNACLES, sdo moléculas proteicas ndo dependentes de célcio e sem
atividade enzimatica, podendo apresentar tanto potencial pré ou anticoagulante ou até mesmo
participar nos processos de adeséo celular e endocitose. Estas proteinas tém seu nome derivado
de sua semelhanca as lectinas tipo C devido a alta homologia de seu dominio de reconhecimento
de carboidratos com as lectinas tipo C — contudo, esta funcdo tem se perdido (Arlinghaus e
Eble, 2012; Ning et al., 2020).

Outros
8%

PL

SVSP
5.8% Efei 5
Efeitos toxicologicos feitos farmacol6gicos
Antitumorais
Antimicrobianos
SVMP Neuroreceptores
52.2% Sinalizacgao celular

Citotoxicidade
Nel.uoto')(lvxlcade cTL
Miotoxicidade 14.8%

Hemorragia

LAAO
14.9%

Figura 2: Composi¢do da pegonha de B. alternatus. Os principais componentes presentes sdo responsaveis
pelos efeitos de distdrbios hemorragicos e inflamacdo. Além de sua participacdo nos efeitos causados pelo
envenenamento botropico, estes componentes podem apresentar efeitos biolégicos de grande utilidade para
prospeccdo de novos compostos farmacoldgicos Legenda: SVMPs — Metaloproteinases; LAAOs — L-amino&cido-
oxidases; CTL — proteinas semelhantes a lectinas tipo C; SVSPs — Serinoproteinases; PL — Fosfolipases; Outros —

Peptideos diversos. Adaptado Souza et al., (2013) e Mamede et al.,(2020). Fonte: Google imagens.

As peconhas botropicas sdo muito estudadas quanto ao potencial terapéutico de seus
componentes. Para melhor caracterizacdo e investigacdo dos mecanismos de acdo e potencial
terapéutico das toxinas ofidicas, a purificacdo de compostos proteicos das peconhas de

serpentes vem sendo aprimorada ao longo das décadas, resultando em procedimentos
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combinados, como cromatografias liquidas de alta performance, eletroforese em gel de
poliacrilamida e espectrofotometria (Bolt, 2021; Tasoulis e Isbister, 2017).

A partir da anélise estrutural e funcional das proteinas isoladas de peconhas ofidicas é
possivel desenvolver ferramentas moleculares e biofarmacos que podem ser empregados em
diversos ramos da ciéncia e medicina, colaborando para que novas estratégias terapéuticas
possam ser formuladas (Gutiérrez e Lomonte, 2013). Atualmente no mercado existem exemplos
bem-sucedidos da utilizagdo de toxinas isoladas para o design de novos medicamentos. Por
exemplo, o Captopril®, medicamento hipotensor derivado de um peptideo da peconha da B.
jararaca e o Eptifibatide®, um peptideo sintético derivado de uma desintegrina da peconha de
Sitrurus miliarus barbouri utilizado para tratamento de doenca coronaria aguda e na prevencao
de ataques cardiacos (EI-Aziz et al., 2019; Oliveira et al., 2022).

De acordo com a literatura, cerca de um ter¢o dos farmacos mais vendidos no
mundo vem de origem natural, sejam de plantas, microrganismos ou animais. O potencial
farmacoldgico de recursos naturais, como toxinas ofidicas, sdo grandes motivadores de
pesquisas biomédicas de identificacdo, caracterizacdo e aplicacdo desses produtos como
ferramentas moleculares e biofarmacos, empregados em diversos ramos da ciéncia, bem como
no estudo, diagnostico e tratamento de neoplasias e parasitoses.A fim de explorar o potencial
terapéutico de componentes de origem natural sdo necessarias purificacbes e caracterizacdes
prévias dessas biomoléculas (Calixto, 2019).

Muitos trabalhos sobre toxinas botrdpicas sdo publicados, a BnSP, uma PLA: purificada
da peconha de B. pauloensis, exerceu efeitos antiparasitarios contra a toxoplasmose e a
BmajPLAZ2-11, isolada da pegonha de B. marajoensis, teve 0 mesmo efeito contra parasitos
causadores de doenca de Chagas, leishmaniose e malaria (Borges et al., 2016; Grabner et al.,
2017). A BnSP-6 —uma PLA; isolada de B. pauloensis, induziu apoptose em uma linhagem de
células de cancer de mama; a Alternagin ALT-C, uma serinoprotease de B. alternatus, impediu
a invasdo de células tumorais mediada por colageno em células de carcinoma de ovario
(Azevedo et al., 2016; Burin et al., 2020).

As serpentes brasileiras do género Bothrops possuem relevancia clinica e biomédica
devido aos diversos efeitos toxicos e potencial terapéutico dos componentes de suas pegonhas
(Rocha e Furtado, 2005; Mamede et al., 2016). Estudos indicam que toxinas botropicas tém

atividade antiparasitaria e sdo estudadas para aplicacdo como agente antitumoral, no entanto,
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mais pesquisas sao necessarias para aprimorar as estratégias de purificacdo e de investigacdo

da acéo bioldgica, terapéutica e farmacologica dessas biomoléculas.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Identificar e isolar proteinas com potencial antiparasitario e/ou anticAncer da peconha
da serpente Bothrops alternatus.
2.2 Objetivos Especificos
1. Identificar na literatura cientifica proteinas isoladas da peconha de B. alternatus que
apresentem efeito antiparasitario e/ou antitumoral.
2. Fracionar a peconha de B. alternatus, identificar e isolar proteinas ja descritas na
literatura.

3. Caracterizar parcialmente o perfil bioquimico das proteinas isoladas.

3 METODOLOGIA

3.1 Pesquisa bibliografica

Para identificar proteinas de B. alternatus com potencial terapéutico foi realizada revisdo sistematica de
literatura seguindo o método Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). A
pesquisa bibliogréafica foi feita em bases de dados do Pubmed e do Portal de Periddicos da CAPES, usando as
palavras-chave: (Bothrops OR Rhinocerophis) AND (alternatus) AND (antitumoral OR anticancer OR
antiparasitic OR antimicrobial OR potential).

Apos a realizacdo do levantamento, o material foi selecionado com base em critérios pré-definidos, como: tipo
de publicacéo, assunto e relevancia. Dentre os materiais selecionados, foram analisados artigos de pesquisa e de
revisdo, revisados por pares, publicados nos ultimos 20 anos em inglés, espanhol ou portugués. Os dados foram
sumarizados em tabelas com a descricdo de testes in vivo e in vitro, aplicacdes clinicas, etapas de purificacéo e

mecanismo de agdo das toxinas de B. alternatus.

3.2 Fracionamento da peconha de Bothrops alternatus

A peconha bruta cristalizada de B. alternatus (574 mg), adquirida do serpentario de
Batatais/SP (lote 2009), foi diluida em tampéo bicarbonato de aménia (AMBIC 0,05 M, pH
7,8), centrifugada a 10000xg por 10 minutos e o sobrenadante foi aplicado em coluna de

cromatografia de troca ibnica (DEAE-Sephacel - 2,5 x 20 cm). A amostra foi eluida em
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gradiente crescente de AMBIC (0,05 M — 1 M), a um fluxo de 20mL/hora e foram coletadas
fracdes de 3 mL (Dias et al., 2018, Mamede et al, 2022).

As fracOes resultantes (A1-A6) foram analisadas quanto a composicdo proteica e
atividade enzimatica. As fracbes que continham proteinas de baixo peso molecular e acao
fosfolipasica (A4-A5) foram submetidas a cromatografias de interacdo hidrofébica para
purificacdo. Utilizando a resina Phenyl-Sepharose (1.5 x 2.5 cm).

A fracdo A5 foi eluida em gradiente decrescente de cloreto de sddio (NaCl 4 M — 0 M)
diluido em Tris HCI (0,01 M, pH 8,5), a um fluxo de 20mL/hora e foram coletadas fracdes de
3 mL. Utilizando um equipamento de cromatografia liquida de rapida eficiéncia (do inglés Fast-
performance liquid chromatography — FPLC - AktaPurifier — GE Healtcare).

A fragdo A4 foi aplicada em resina Butyl-Sepharose (HiTrap Butyl-S FF - 1 mL) e
eluida em gradiente decrescente de cloreto de sodio (NaCl 4 M — 0 M) diluido em Tris HCI
(0,01 M, pH 8,5), a um fluxo de 1mL/min e foram coletadas fragdes de 1 mL. Para confirmagéao
da purificacdo da proteina de interesse, as fracfes coletadas também foram analisadas quanto a

composicao e atividade enzimatica.
3.3 Caracterizacao bioquimica
3.3.1 Determinacédo da Composicdo e Concentragao Proteica

Para dosagem proteica da peconha bruta e das fracGes resultantes dos procedimentos
cromatograficos foi utilizado o método Ultravioleta (A = 280nm) do espectrofotometro
BioSpec-Mini (Shimadzu Biotech) (Layne, 1957).

3.3.2 Determinacgéo da Massa Molecular de Proteinas

A massa molecular das toxinas isoladas foi estimada por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condicOes desnaturantes (SDS-PAGE a 14%), sob condig¢des redutoras e ndo

redutoras, na presenca e auséncia de dithiothreitol (DTT), respectivamente (Lamemmli, 1970.)
3.3.3 Atividade enzimatica

A peconha e as fracOes obtidas foram caracterizadas quanto a acdo enzimatica sobre

substrato de origem lipidica. A atividade fosfolipasica foi realizada através de ensaios
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enzimaticos que verificam a hidrélise de fosfolipidios presentes na gema de ovo de galinha
(adaptado de Soares et al., 1998).

Foi preparada solucdo de agarose 1% em tampdo bicarbonato de sodio (PBS) com
Cloreto de Calcio (CaCl,), gema de ovo e azida sddica. Esta mistura foi distribuida em placa de
vidro com 20 moldes para cria¢do dos pocos (orificios) para aplicacdo das amostras.

Apobs a solidificacdo da placa, as amostras foram aplicadas e mantidas em temperatura
ambiente por 48 horas.

Agua destilada foi utilizada como controle negativo e a peconha bruta de B. alternatus

e a fracdo A5 foram utilizadas como controle positivo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foram identificados 210 artigos, dos quais somente 15 foram analisados
detalhadamente (figura 3). Foram identificadas na peconha da serpente de B. alternatus 9
proteinas isoladas com potencial antiparasitario e/ou antitumoral. A pesquisa bibliogréfica foi
realizada conforme protocolo PRISMA em 28/02/2024.

Foram identificadas 7 proteinas de B. alternatus com possivel aplicacdo no diagnostico
e tratamento de cancer — Alternagin ALT-C, BaG, Baltergin, BaltDC, Balt-LAAO-I1I e DisBa-
01 — e 3 proteinas aplicadas ao estudo de doengas causadas por microrganismos, sejam virus,
bactérias ou parasitos - BaltPLA2, BaltTX-I , Balt-LAAO-I (tabela 1) (Souza et al., 2000;
Cominetti et al., 2003; Stabéli et al., 2004; Selistre de Araujo et al, 2005; Ramos et al., 2007,
Setubal et al., 2012; Ribeiro et al., 2016; Vieira et al., 2016; Bustillo et al., 2017; Matias et al.,
2017; Rabelo et al., 2019; Santos et al., 2020; Dias et al., 2018, 2023; Heleno et al., 2020).

Dentre os trabalhos analisados, a toxina BaltPLA> destacou-se devido ao potencial
terapéutico antitumorais independentes de atividades cataliticas e muito associadas a
citotoxicidade e inducdo de apoptose provocada por estas enzimas, além de sua interacdo com
0 endotélio vascular e pela facilidade de obtencdo da proteina, pois sdo necessarias apenas duas
etapas cromatogréaficas para completa purificacdo e previamente isolada pelo grupo de pesquisa
do laboratério (Dias et al., 2018).

A cromatografia de troca ionica resultou em 6 fracdes principais (A1l-A6), conforme
apresentado no cromatograma (figura 4). Em SDS-PAGE foi possivel identificar proteinas
menores que 30 kDa, nas fracdes A3, A4 e A5 (figuras 5). A acdo fosfolipasica foi confirmada

pela formacgéo de halos transltcidos ao redor do local de aplicacdo das amostras, apds 48 horas
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de incubagdo a temperatura ambiente, indicando que as fracBes A3 (40 mm), A4, A5
(aproximadamente 70 mm) e A6 (60 mm) apresentaram maior atividade (figura 6).

A partir do fracionamento e caracteriza¢do inicial da peconha bruta, foi possivel
identificar nas fracGes A4 e A5 a presenca de proteinas com massa molecular menor que 30
kDa e com atividade fosfolipasica, indicando a presenca de PLA,. Portanto, as fracdes A4 e A5
foram submetidas a novas cromatografias de interacdo hidrofobica do tipo Butyl e Phenyl-
Sepharose, respectivamente.

A cromatografia de 28 mg da fracdo A4 resultou em 3 fracOes principais (Ada, Adb e
A4c) (figura 7), sendo possivel observar a separacdo de proteinas de baixo peso molecular na
fracdo A4c (figura 8). No entanto, este procedimento apresentou um baixo rendimento proteico,
impossibilitando a continuidade dos testes com as subfracdes de A4 (tabela 2).

A purificacdo da fragdo A5 resultou em 7 subfracdes principais (A5a - A5g) (figura 9).
A subfragdo A5g apresentou perfil proteico quando analisada em SDS-PAGE (figura 10).
Apesar de ndo serem visiveis por eletroforese — provavelmente por uma baixa concentragédo
proteica na amostra — varias subfracfes de A5 apresentaram atividade fosfolipasica (figura 11).

As subfracdes Aba, A5d e A5f induziram a formacdo de um halo de 40 mm de diametro,
pouco menor que a peconha bruta de B. alternatus (50 mm) e a fracdo A5 (55 mm). Enquanto
as subfracfes A5b e A5g apresentaram halos maiores, com 70 mm de didmetro, o que indica
que estas fracbes contém proteinas com potente acdo fosfolipasica. A partir da analise destes
resultados, podemos evidenciar a separacdo de proteinas menores que 30 kDa e com potente
acao fosfolipasica na subfracdo A5g. No entanto, esta fracdo corresponde a apenas 0,3% da
composicao proteica da pegonha bruta (tabela 2)

Considerando as caracteristicas bioquimicas, relacionadas a massa molecular e acédo
enzimética, podemos indicar que a subfracdo A5g contém proteinas com caracteristicas
similares a toxina BaltPLA, purificada previamente por Dias e colaboradores.

A BaltPLA; é uma fosfolipases A. de carater 4cido e cataliticamente ativa, com massa
molecular de aproximadamente 17 kDa.

Ela apresenta uma Unica cadeia polipeptidica e possui diversas a¢fes bioldgicas de
interesse, em especial sua capacidade de inibir agregacao plaquetaria — por sua capacidade de
clivagem de fosfolipideos e liberagdo de &cido araquidénico, que pode ser explorado para o

tratamento de patologias de hipercoagulagéo (Dias et al, 2018).
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Além disto, apresenta um perfil pré-inflamatdrio — a expressdo das fosfolipases em
doencas inflamatorias sugerem um papel relevante destas enzimas em processos cancerigenos
e abre uma gama de possibilidades para o uso de suas estruturas moleculares para a fabricacéo
de compostos sintéticos que sejam uteis para desenvolver novas terapias antitumorais ou
tratamentos adjuvantes que amplifiquem os resultados obtidos por métodos mais tradicionais —
aléem de demonstrar potencial antiviral, aumentando a viabilidade celular (Rodrigues et al.,
2009; Dias, et al., 2018 e 2023).

Com base em suas caracteristicas, € possivel que esta toxina apresente efeitos
farmacoldgicos antitumorais atuando principalmente na angiogénese, uma vez que 0O
mecanismo de acdo das fosfolipases A2 (PLA2) envolvem a aceleracdo do movimento de
turnover dos fosfolipidios de membrana por meio da hidrolise da ligagdo 2- acil-ester de 3-sn-
fosfolipideos — liberando assim os &cidos graxos livres, como o &cido araquidbnico, que
modulam func@es celulares importantes associados a proliferacdo celular e angiogénese. Em
tumores, as PLA2 induzem atividades antitumorais independente de atividades cataliticas e
muito associadas a citotoxicidade e inducédo de apoptose provocada por estas enzimas, além de
sua interagdo com o endotélio vascular - gerando uma inibicdo de angiogénese (Costa et al.,
2008).
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Tabela 1: Toxinas de B. alternatus com potencial antiparasitario e/ou antitumoral identificadas através da revisao bibliografica de

artigos publicados entre 2003 a 2023

Toxinas

Caracteristicas bioquimicas

Métodos de purificacéo

Potencial terapéutico

Referéncia

Alternagin ALT-C

SVMP; P-111; 55 kDa; inibe adesdo

celular mediada por colageno —

Cromatografias de exclusdo molecular

(Superdex-200), de interacdo

Antitumoral: inibe a adeséo celular
mediada por colageno em células de

leucemia humana e em tecido

Souza et al., 2000;
Rabelo et al., 2019;
Ramos et al., 2007;

(dominio) ntear b1 hidrofébica (Phenyl-Sepharose) e de |fibrovascular murino (in vivo); inibi¢do| Selistre de Araujo et al,
integrinas a
J troca ibnica (Mono Q) de angiogénese em modelo murino (in 2005;
vivo) Santos et al., 2020
) o | Antitumoral: inibe a ades&o celular em
SVMP; P-111; 130 kDa; inibe a |Cromatografias de afinidade (Gelatin- ] ]
y . ) . células leucemicas humana mediada o
BaG agregacao plaquetaria induzida por| Sepharose) e de troca ionica (DEAE- ) 3 ) ) Cominetti et al., 2003
pela interacdo da fibronectina com
ADP Sepharose) .
a integrina a5p31
o ) . Antitumoral: induz apoptose por up-
SVMP; P-111-b; 55 kDa; inibe a Cromatografias de troca idnica ) L o
o ) L 3 regulation da via intrinseca, inibiu a .
Baltergin sinalizagéo de adeséo e migracdo | (DEAE-Cellulose) e de excluséo ] ) Bustillo et al.,2017
adesdo e migracdo em células de
celular molecular (Sephadex G-75) i . )
musculo esquelético murino (C2C12)
o Cromatografias de troca ibnica ) o
SVMP; P-111; 32 kDa; inibe a y Antitumoral: Potencial inibicdo de )
BaltDC (DEAE-Sephacel) e de excluséo Matias et al., 2017

agregacao plaquetaria

molecular (Sephadex G-75)

receptores (integrinas) de adeséo celularn




BaltPLA2

PLAZ2 &cida; 14,07 kDa; inibe a
agregacdo plaquetaria, tem agao

miotdxicas e pro- inflamatoria

Cromatografias de troca ibnica
(DEAE-Sephacel) e de interacdo
hidrofdbica (Phenyl-Sepharose)

Antiparasitario: acdo antiviral contra o

virus da dengue
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Dias et al, 2018; 2023

Balt-LAAO-II

LAAO; 66 kDa; geracdo de
peroxido de hidrogénio

Cromatografias de exclusdo molecular
(Sephadex G-75) e de fase reversa
(RP-HPLC C18)

Antitumoral: agdo em células de
leucemia humana por inducdo de

apoptose via estresse oxidativo

Heleno et al., 2020

BaltTX-I

PLA2; 14.5 kDa; cataliticamente

inativa

Cromatografias de troca idnica (CM-
Sepharose), de interagao hidrofébica

(Phenyl-Sepharose) e de fase reversa

Antiparasitario: acdo antimicrobiana pof
estimulagdo de fagocitose via receptoreg
do sistema complemento e proteina

quinase C

Setlbal etal., 2012

Balt-LAOO-I

LAAQO; 4acida; 123 kDa, induz
agregacao plaquetaria

Cromatografias de afinidade
(Shepharose-IDA), de interacdo
hidrofobica (Phenyl Sepharose), de
exclusdo molecular (Sephadex G100)
e de fase reversa (C-4 HPLC)

Antiparasitério: acdo antimicrobiana
contra cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus
Antitumoral: acdo citotoxica em
linhagem JURKAT, SK-BR-3 e B16F1(
via apoptose gerada por producdo de

espécies reativas de oxigénio

Stabéli et al., 2004
Ribeiro et al., 2016

DisBa-01

Desintegrina recombinante
11,637 kDa

Isolado de uma biblioteca de cDNA
feita com RNAs da glandula de

veneno de B. alternatus

Antitumoral: acdo em tecido
fibrovascular murino por inibicéo de
componentes associados a formacao

tecidual

Vieria et al., 2014
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Figura 3: Fluxograma PRISMA de pesquisa em base de dados sobre as toxinas de B. altenaturs entre

2003 e 2023. O fluxograma apresenta o fluxo da informagcéo através das diferentes fases da revisao da literatura e

0 nimero de registros que foram identificados e incluidos. Adaptado de Page et al., 2021.
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Figura 4: Fracionamento da peconha de B. alternatus. A peconha bruta de B. alternatus (573,6 mg) foi

aplicada em cromatografia de troca idnica (DEAE-Sephacel), eluida em gradiente crescente de AMBIC (0,05 M




23

— 1 M), a um fluxo de 20mL/hora e foram coletadas fracGes de 3 mL. As fragdes foram analisadas quanto a
absorbancia (Abs) em UV (280 nm), reunidas em 6 picos principais, denominados como Al a A6.

A2 A3 PM A3 Ad AS A6
’
-
v -
X " &'

%W*ﬁﬁ SR JUSIOIL TS| NS - NS o-—-—"‘—“'—';:
Figura 5: SDS-PAGE a 14% das fragdes obtidas a partir da peconha bruta de B. alternatus. PM: padrao

de massa molecular contendo, fosforilase b (97 kDa), albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase

carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa); PB: peconha bruta de B.
alternatus (50ug/25uL); Al-A6: fragdes proteicas (50pg/25uL).

Figura 6: Atividade fosfolipésica das fracdes de B. alternatus (50ug/25pL). Atividade fosfolipasica em gel

de &gar emulsificado com gema de ovo de galinha, de amostras resultantes do fracionamento da pegonha bruta de
B. alternatus em cromatografia DEAE-Sephacel, ap6s 48 horas de incubacdo a temperatura ambiente. A acéo
fosfolipasica foi confirmada pela formagédo de halos translicidos ao redor do local de aplicacdo das amostras.
Controle: agua destilada; PB: peconha bruta de B. alternatus; A1-A6: fragcdes proteicas.
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Figura 7: Purificac8o da fracdo A4 de B. alternatus. A: Cerca de 28 mg da fracdo A4 de B. alternatus foram
aplicados em resina Butyl-Sepharose em FPLC (HiTrap Butyl-S FF - 1 mL), eluida em gradiente decrescente de
NaCl (4 M — 0 M) diluido em Tris HCI (0,01 M, pH 8,5), a um fluxo de 20mL/hora e foram coletadas fracdes de
3mL. A: As fracdes foram analisadas quanto a absorbancia (Abs) em UV (280 nm), reunidas em 3 picos principais,

denominados como Ada, Adb e A4c.
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Figura 8: SDS-PAGE a 14%, sob condic¢des ndo redutoras, do perfil proteico de amostras (50ug/25uL)
resultantes do fracionamento da fracdo A4 de B. alternatus. Legenda: Cromatograma: linha vermelha (mUA)
— valores de unidades de absorbancia em 214 nm; linha azul (mUA) — valores de unidades de absorbancia em 280

nm; linha verde (%B) — porcentagem de eluicdo com o solvente B; PM: padrdo de massa molecular contendo,
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fosforilase b (97 kDa), albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30 kDa), inibidor
de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4 kDa); Ada-A4c: subfracdes proteicas.
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Figura 9: Purificagéo da fragdo A5 de B. alternatus. A: Cerca de 20 mg da fragdo A5 de B. alternatus foram
aplicados em resina Phenyl-Sepharose, eluida em gradiente decrescente de NaCl (4 M — 0 M) diluido em Tris HCI
(0,01 M, pH 8,5), a um fluxo de 20mL/hora e foram coletadas fracdes de 3 mL. A: As fragdes foram analisadas

quanto a absorbancia (Abs) em UV (280 nm), reunidas em 7 picos principais, denominados de Aba a A5g.

PM PB PB() A5  AS@)  ASg ASg(r)

Figura 10: SDS-PAGE a 14%, sob condic@es redutoras e ndo redutoras, do perfil proteico de amostras
(50pg/25uL) resultantes do fracionamento da amostra A5 de B. alternatus. Legenda: PM: padrdo de massa
molecular apresentando, fosforilase b (97 kDa), albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e anidrase
carbdnica (30 kDa); PB, A5 e A5g: peconha bruta de B. alternatus, fracdo A5 e subfragdo A5g, em condicbes ndo
redutoras; PB(r), A5(r) e Abg(r): peconha bruta de B. alternatus, fracdo A5 e subfracdo A5g, em condigdes
redutoras (presenca de DTT), respectivamente. As demais subfracfes de A5 ndo apresentaram marcagdes durante

a analise.
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Figura 11: Atividade fosfolipasica da fragdo A5 de B. alternatus e subfragdes (50pg/25uL). A atividade
fosfolipésica, em gel de 4gar emulsificado com gema de ovo de galinha, de amostras resultantes da purificagéo da
fracdo A5 de B. alternatus em cromatografia Phenyl-Sepharose, ap6s 48 horas de incubagdo a temperatura
ambiente. Os valores expressos em milimetros (mm) indicam o diametro do halo formado no gel, considerando a
medida do orificio onde a amostra foi aplicada. Legenda: Controle: agua destilada; PB: peconha bruta de B.
alternatus; A5: fracdo A5 de B. alternatus; A5a — A5g: subfracBes de A5.

Tabela 2: Rendimento proteico das fracdes e subfracdes da peconha de B. alternatus

Peconha bruta A4 Adc A5 A5g
573,6 mg 28 mg 0,8 mg 20 mg 1,6 mg
100% 4,9% 0,1% 3,5% 0,3%

A porcentagem indica a massa da fragdo ou subfracdo proteica em relacdo & massa total de pegonha

bruta que foi aplicada no primeiro passo cromatogréfico.

5 CONSIDERACOES FINAIS
As serpentes do género Bothrops sdo comumente encontradas no territorio brasileiro e
sua peconha apresenta uma vasta gama de compostos com agfes variadas com potencial

biomédico a ser explorado.
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A partir dos resultados obtidos pela andlise dos dados da pesquisa bibliografica
realizada que inumeros componentes derivados da peconha podem ser empregados para
prospeccdo de novas abordagens terapéuticas nos mais diversos &mbitos. Foram identificadas
9 proteinas com potencial antitumoral, antiparasitario e ou antimicrobiano, em especial, a
fosfolipase BaltPLA2.

Os meétodos de purificacdo desenvolvidos neste trabalho permitiram a obtencéo de
fracGes relevantes com atividade enzimatica, com a purificacdo parcial de duas fracdes — A4 e
A5 — e subfragdes — Adc e A5g — com caracteristicas similares a fosfolipases

Os procedimentos executados, no entanto, demonstraram um baixo rendimento proteico
ao final do processo de purificagdo — que pode ser resultado de fatores como tempo de
armazenamento das amostras, instabilidade de equipamentos utilizados entre outros.

Esses resultados indicam que metodologias mais refinadas devem ser empregadas no
intuito de obter uma purificagdo com rendimento e grau de pureza mais elevado, indicando que

novos estudos sS40 necessarios.
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