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RESUMO

Introducfo: As toxinas ofidicas, compostos proteicos secretados em glandulas de veneno de
serpentes pegonhentas, apresentam alto potencial de aplicacdo farmacologica e sao
extensamente purificadas e caracterizadas em laboratdrio através de técnicas fisico-quimicas.
Objetivos: Identificar na literatura cientifica proteinas isoladas da peconha de serpentes do
género Bothrops que apresentem efeito antitumoral e caracterizar os métodos biofisicos
utilizados para purificagdo de toxinas ofidicas com potencial antitumoral. Metodologia: Para a
identificacdo das proteinas de peconhas de serpentes botropicas com potencial antitumoral foi
feita uma pesquisa bibliografica, seguindo o método PRISMA. A pesquisa foi baseada nos
seguintes termos de busca, em portugués e inglés: “Bothrops AND (antitumoral OR anticancer
OR tumor)”. Resultados e Discussdo: A pesquisa bibliografica resultou na anélise detalhada
de 43 artigos. Foram encontradas 25 proteinas com potencial antitumoral isoladas de pegonhas
botropicas. Em todos os trabalhos analisados, as proteinas foram isoladas através da técnica de
cromatografia liquida em coluna, utilizando diferentes modos de separacdo. Cromatografias de
exclusao ionica foram predominantes no isolamento de toxinas ofidicas, sendo utilizadas em
19 das 25 proteinas analisadas. As cromatografias de exclusao molecular foram utilizadas nas
etapas de fracionamento inicial de 12 toxinas diferentes e na etapa de refinamento de 1 proteina,
enquanto cromatografias interagdo hidrofébica em fase normal foi utilizada em 8 proteinas e a
interagdo hidrofobica em fase reversa foram utilizadas para anélise de pureza das proteinas em
10 diferentes proteinas. J& as cromatografias de afinidade foram aplicadas para isolar 9 toxinas.
Além de cromatografia, a espectrofotometria e eletroforese também foram usadas para
caracterizagdo de toxinas ofidicas com potencial antitumoral. Conclusido: As técnicas
cromatograficas mostraram-se eficazes na purificacdo das toxinas, e os resultados desta
pesquisa podem orientar futuros estudos na escolha dos métodos mais adequados para o
isolamento de proteinas de interesse biomédico.

Palavras-chaves: Cromatografia, Bothrops, Eletroforese, Purificagao.

ABSTRACT

Introduction: Snake venom toxins, protein compounds secreted by the venom glands of
poisonous snakes, have high potential for pharmacological applications and are extensively

purified and characterized in laboratories through physicochemical techniques. Objectives: To



identify, in the scientific literature, proteins isolated from the venom of Bothrops species that
exhibit antitumor effects and to characterize the biophysical methods used for the purification
of snake venom toxins with antitumor potential.
Methodology: To identify proteins from Bothrops snake venoms with antitumor potential, a
bibliographic search was conducted following the PRISMA method. The search was based on
the following terms, in Portuguese and English: “Bothrops AND (antitumoral OR anticancer
OR tumor)”.Results and Discussion: The literature review resulted in a detailed analysis of 43
articles. Twenty-five proteins with antitumor potential were identified from Bothrops venoms.
In all analyzed studies, proteins were isolated using liquid column chromatography with
different separation modes. lon-exchange chromatographies were predominant in the isolation
of snake venom toxins, being used in 19 of the 25 analyzed proteins. Size-exclusion
chromatography was used in the initial fractionation steps of 12 different toxins and in the
refinement stage of 1 protein, while normal-phase hydrophobic interaction chromatography was
used for 8 proteins, and reverse-phase hydrophobic interaction chromatography was used for
purity analysis in 10 different proteins. Affinity chromatography was applied to isolate 9 toxins.
In addition to chromatography, spectrophotometry and electrophoresis were also used for the
characterization of snake venom toxins with antitumor potential. Conclusion:
Chromatographic techniques proved to be effective in the purification of toxins, and the results
of this research may guide future studies in selecting the most appropriate methods for the
isolation of proteins of biomedical interest.

Keywords: Chromatography, Bothrops, Electrophoresis, Purification.
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1 INTRODUCAO

A biofisica ¢ uma ciéncia que aplica principios e métodos da fisica para a resolucao de
problemas bioldgicos. Apesar de relativamente recente, tendo surgido no século XIX, as
técnicas biofisicas foram fundamentais para o sucesso de estudos em biologia celular e
molecular. Para desvendar a estrutura molecular do acido desoxirribonucleico (DNA), o
material hereditario fundamental, foram aplicadas técnicas como a difracdo de raios-x,
modelagem molecular e analise quimica (Watson et al., 1953). Para estabelecer a estrutura
detalhadamente precisa de proteinas, como a hemoglobina, e a posi¢dao de cada 4tomo, foram
usados métodos de cristalografia de raios-x (Perutz, et al., 1960) e mais recentemente a crio-
microscopia eletronica (Kiihlbrandt et al., 2014).

A biofisica e a biologia molecular, um campo intimamente relacionado, estdo agora
firmemente estabelecidas como pilares da biologia moderna. A biologia molecular fornece os
pilares para se compreender mecanismos genéticos e bioquimicos, relacionados a processos
bioldgicos que envolvem as moléculas de DNA e proteinas, por exemplo. J4 a biofisica fornece
técnicas para identificar, isolar e quantificar essas biomoléculas, como: cromatografia,
espectrofotometria e eletroforese (Drigo Filho et al, 2013).

A cromatografia € uma técnica que permite isolar compostos de uma mistura com base
nas caracteristicas fisico-quimicas dos seus componentes. Ela ¢ comumente utilizada para
purificacdo de biomoléculas em processos bioquimicos e biotecnologicos, permitindo a
separacdo seletiva de proteinas e outras substancias. A cromatografia de afinidade, por
exemplo, pode ser utilizada para purificar enzimas devido sua interacdo especifica entre
molécula-alvo e um ligante na fase estacionaria. (Kilikian e Pessoa Jr., 2020).

A espectrofotometria utiliza as propriedades especificas de absor¢do ou transmissao de
luz pelas moléculas para identificar e determinar a concentragdo da substancia na solugdo. As
proteinas, por exemplo, absorvem luz no espectro ultravioleta, especificamente em 280 nm,
devido a presenca de aminoacidos aromaticos como triptofano, tirosina e fenilalanina, na cadeia
polipeptidica (Kilikian e Pessoa Jr., 2020).

A eletroforese utiliza de campos elétricos para separagdo de moléculas eletricamente
carregadas, permitindo analisar proteinas e acidos nucleicos com base em sua mobilidade no
gel, sendo eficaz para identificacdo, isolamento e caracterizagdo de compostos biologicos. A
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), permite

separar proteinas de acordo com seu peso molecular (Kilikian e Pessoa Jr., 2020).
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Essas técnicas sdo particularmente valiosas no estudo de produtos naturais de origem
microbioldgica, vegetal e animal, fontes abundantes de biomoléculas de interesse
biotecnoldgico, industrial ¢ médico, como enzimas e acidos organicos (Oliveira, 2015). As
toxinas ofidicas, por exemplo, sdo compostos proteicos secretados em glandulas de veneno de
serpentes pegonhentas que apresentam alto potencial de aplicacdo farmacologica. Mais de 90%
da composicao da peconha ¢ de proteinas e peptideos, que possuem inimeras ac¢des bioldgicas
e potencial biotecnoldgico. Dentre os compostos proteicos presentes nas pegonhas de serpentes
podemos citar as metaloprotease (SVMPs), com acdo proteolitica capaz de degradar
componentes plasmaticos ¢ as fosfolipases A (PLA2s) com acdo enzimatica que afeta
membranas celulares, podendo assim causar citotoxicidade (Tasoulis e Isbister. 2017)

A andlise da estrutura e do funcionamento de proteinas isoladas de peconhas ofidicas
contribui para o desenvolvimento de 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). Alguns tipos de proteinas
possuem mecanismo de agdo antitumoral, SVMPs e PLA2s, por exemplo, podem causar sinais
intracelulares que levam as células tumorais a morte (Pérez-Peinado et al., 2020). J4 toxinas
ofidicas do tipo desintegrinas inibem a adesdo celular e o crescimento dos vasos sanguineos ao
redor do tumor (Chan et al., 2016).

Essa perspectiva € especialmente relevante diante do cenario atual do cancer, uma das
doengas que mais acomete pessoas no mundo, sendo ele responsavel por quase 10 milhdes de
mortes no ano de 2020 (Organizagdo Mundial da Satude, 2025). Os tratamentos convencionais
como radioterapia € quimioterapia sao as principais op¢des no combate ao cancer, sendo a
radioterapia utilizada em 50% a 60% dos casos (Observatorio de Oncologia, 2019). A
radioterapia ¢ um tipo de tratamento que utiliza radiagdo ionizante para destruir as células
tumorais. Durante o tratamento, a quantidade de radia¢do incidente, gerada em aceleradores
lineares, ¢ limitada pelos riscos contra os tecidos sadios (Inca, 2000). Por outro lado, a
quimioterapia utiliza de medicamentos para o combate ao cancer. Os medicamentos se
misturam ao sangue e sao espalhados destruindo as células tumorais e impedindo metastase
(Inca, 2023).

Nesse contexto, novas alternativas para o tratamento do cancer vém sendo estudadas.
As toxinas ofidicas, por exemplo, devido a acdo toxica e especificidade desses compostos sobre

células tumorais, sao isoladas para investigacao e aplicacdo como agentes antitumorais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Identificar e caracterizar na literatura cientifica métodos biofisicos usados para purificagao de

toxinas ofidicas derivadas de serpentes de botropicas com potencial antitumoral.

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar na literatura cientifica proteinas isoladas da peconha de serpentes do género
Bothrops que apresentem efeito antitumoral.

2. Caracterizar os métodos biofisicos utilizados para purificacdo e identificagdo de toxinas

ofidicas com potencial antitumoral.

3 METODOLOGIA

Para a identificagdo das proteinas de peconhas de serpentes botropicas com potencial
antitumoral foi feita uma pesquisa bibliografica em bases de dados das areas de Ciéncias
Biologicas e Médicas no Portal de Peridodicos da CAPES, seguindo o método Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Page et.al., 2021). A
pesquisa foi baseada no seguinte termo de busca: “Bothrops AND (antitumoral OR anticancer
OR tumor)”. Foram considerados artigos publicados em portugués e inglés e revisados por
pares, no periodo de 2000 a 2024, foram excluidos das andlises os artigos que ndo possuiam
acesso aberto 33 por ndo se tratarem da utilizagdo de proteinas botropicas e incluidos artigos
identificados nas referéncias. Os dados foram detalhados em tabelas com a descri¢do das etapas
de purificagdo e caracteristicas das proteinas isoladas, bem como o potencial terapéutico

relacionado.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa bibliografica resultou, inicialmente, em 90 artigos. Desses, 30 foram
excluidos por ndo serem de acesso aberto e 33 por ndo se tratar da utilizagdo de proteinas

botropicas. Além disso, foram incluidos 16 artigos complementares, identificados nas
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referéncias dos trabalhos analisados. Dessa forma, totalizou-se 43 artigos analisados

detalhadamente (Figura 1).

Identificagdo de estudos via database e registros

f
] Registros identificados
= (n=90) Registros excluidos por ndo
.;E Reqgistros CAPES (n=50) — seram de acesso livre
e Tipo de reqisiro: Artigos de (n=30)
= pesquisa
—
S
REgiStrﬂS selecionados {n:Eﬂ:l Registrus Exdui’das:
Reqistros CAPES (N=60} —— | por ndo serem relacionados a
- tematica (n=33)
2]
Ln
-]
-]
wn
Reqgistros selecionados (n=27)
g Registros incluidos durante o Incluid ac ;
= estudo (n=16) ncluidos por citacao em outros
= Registros CAPES (n=12) * | registros (n=16)
= Registros PubMed (n=4)

Figura 1: Fluxograma PRISMA de pesquisa em base de dados sobre as toxinas de proteinas botrdpicas com

potencial antitumoral entre 2000 e 2024.

As toxinas com potencial antitumoral foram identificadas em peconhas de diferentes
espécies do género Bothrops, totalizando 25 proteinas isoladas a partir dos estudos analisados.
As informagdes completas sobre essas proteinas, incluindo espécie de origem, método de
purificagdo e principais resultados descritos, estdo organizadas no Apéndice A, que reine os

dados obtidos a partir da pesquisa bibliografica. Em todos os trabalhos analisados, as proteinas
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foram isoladas através da técnica de cromatografia liquida em coluna, utilizando diferentes
modos de separacdo, tais como: afinidade, exclusdo molecular ou idnica e interagao hidrofobica

(Tabela 1).

Tabela 1: Técnicas cromatograficas utilizadas na purificagdo de toxinas de pegonhas botropicas com

potencial antitumoral

Cromatografia

Modo de separagao

Toxinas isoladas

Cromatografia de afinidade

Interacdo molécula-ligante

BIL, BaltLAAO-I,
BjussuLAAO-II, BthTX-I,
DisBa-01, MjTX-I, BmooMP-
Alpha-I, BaP1, BJcuL

Cromatografia de interacdo

hidrofébica

Afinidade de proteinas por

grupos hidrofébicos

Altenargin-C, BaltLAAO-I,
Batroxase, BJ-PLA2-I,
BjussuLAAO-II, BmatTX-I,
BmatTX-II, BmatTX-III,
BmooLAAO-I, BmPLA2, BIL,
BthTX-I, Jararhagin,
Jararhagin-C

Cromatografia de exclusdo

10nica

Interagdo entre os analitos
carregados e grupos funcionais

de carga oposta

Altenargin-C, Batroxase, BJ-
PLA2-I, BI-LAAO, BmooMP-
Alpha-1, Jararhagin,
Jararhagin-C, Leucurogin,
Leucurolysin-B, BjussuMP-II,
BmatTX-1, BmatTX-II,
BmatTX-III, BmooLAAO-I,
BthTX-I, MjTX-I, MjTX-II,
MT-III, BaP1

Cromatografia de exclusdo

molecular

Diferenca de tamanho e forma
das moléculas presentes em

uma mistura

Altenargin-C, BaltLAAO-I,
Batroxase, BJ-PLA2-I,
BjussuLAAO-II, BI-LAAO,
BmooMP-Alpha-I, BmPLA2,
BIL, BthTX-I, leuc-B, BaP1
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Em relagdo ao numero de etapas cromatograficas, observou-se que algumas toxinas
ofidicas puderam ser isoladas em apenas uma etapa de purificagdo, como: BJculL (Elifio-
Esposito et al. 2007), BjussuMP-II (Lisita et al. 2023), Leucurogin (Higuchi et al. 2011), MjTX-
II (Soares et al. 1998), MT-III (Rucavado et al. 2002). Outras nove toxinas foram obtidas por
meio de duas etapas cromatograficas, entre elas BI-LAAO (Naumann et al.2011), BmatTX-I,
BmatTX-II, BmatTX-III (Moura et al. 2014), BmPLA2 ( Aranda-souza et al. 2014), DisBa-01
(Ramos et al.2007), Jararhagin (Paine et al. 1992), leuc-B (LM Gabriel et at. 2012), MjTX-I
(Lomonte et al. 1990). Ja as proteinas que exigiram trés ou mais etapas de purificacdo incluem:
Altenargin-C (Souza et al. (2000), BaltLAAO-I (Stabéli et al. 2004), Batroxase (Menaldo et
al. 2015), BJ-PLA>-I (Cedro et al. 2018), BjussuLAAO-II (Carone et al. 2017), BmooLAAO-
I (Stabeli et al. 2007), BmooMP-Alpha-I (Bernardes et al. 2008), BIL (Nunes et al. 2011),
BthTX-I (Carone et al. 2017), Jararhagin-C (Moura et al. 2003), BaP1 (Rucavado et al. 2002).

Dentre as 25 proteinas analisadas, 20 foram purificadas utilizando cromatografia de
exclusdo i6nica. Essa técnica foi a mais utilizada nas etapas cromatograficas de purificacao de
toxinas botropicas. A cromatografia de exclusdo i6nica ¢ uma técnica utilizada para separar e
purificar moléculas com base em suas cargas elétricas (Araujo, 2021). Essa técnica se baseia na
interacdo entre os analitos carregados e grupos funcionais de carga oposta fixados na fase
estacionaria. Nessas condi¢des, as moléculas de carga oposta se ligam a resina, enquanto as
moléculas sem carga ou de mesma carga passam diretamente e sdo eluidas primeiro. A forca
i0nica ou o pH da fase movel ¢ alterado para liberar as moléculas ligadas a resina, de acordo
com suas cargas e for¢as de interacao.

A cromatografia de exclusdo idnica pode ser classificada em dois tipos: exclusdao
catidnica, na qual a fase estacionaria contém um grupo com carga negativa ligado a matriz e
separa ions positivos e; exclusdo anionica, que possui um grupo com carga positiva, servindo
assim para separar ions negativos. (Hage; Carr, 2012). As proteinas Altenargin-C, Batroxase, BJ-
PLA,-I, BI-LAAO, BmooMP-Alpha-I, DisBa-01, Jararhagin, Jararhagin-C, Leucurogin, Leucurolysin-
B foram isoladas em cromatografias de exclusdo anionica, pois apresentam caracteristicas
acidas e carga liquida negativa. Enquanto as proteinas BjussuMP-II, BmatTX-I, BmatTX-II,
BmatTX-III, BmooLAAO-I, BthTX-I, MjTX-I, MjTX-II, MT-III, BaP1, com propriedades basicas,
foram purificadas com o auxilio de cromatografias de exclusao cationica.

Por outro lado, a cromatografia de exclusdo molecular ¢ uma técnica de separacao

baseada na diferenga de tamanho e forma das moléculas presentes em uma mistura. Apos a
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aplicacdo da amostra na coluna, as moléculas menores migram lentamente entrando pelos poros
da matriz enquanto as maiores passam pelo espago interparticular, assim, eluindo primeiro, esse
método ndo envolve interagdes quimicas entre a amostra ¢ a fase estacionaria, sendo uma
técnica de baixa resolucao, mais utilizada em etapas de refinamento da purificagdo (Aratjo,
2021). A cromatografia de exclusao molecular foi utilizada para fracionamento inicial da
peconha botropica em 12 trabalhos diferentes (Moritz et al. 2022 ¢ 2018, Amorim et al. 2018,
Cedro et al. 2018, Carone et al. 2017, Naumann et al. 2011, Bernardes et al. 2008, Frihling et
al. 2022, Nunes et al. 2011, Bezerra et al. 2019, Sanchez et al. 2007, Rucavado et al. 2002).

J& a cromatografia de afinidade ¢ uma técnica baseada na interag¢ao entre uma molécula-
alvo e um ligante imobilizado em uma matriz solida (fase estacionaria). A amostra ¢ aplicada
na coluna e eluida por um solvente adequado (fase modvel), sendo que apenas as moléculas que
possuem afinidade com o ligante ficardo fixadas na matriz. Apoés isso, as partes que nao sao de
interesse € ndo interagem com o ligante sdo eliminados através de uma solugdo tampao de
lavagem, garantindo assim a remocao de impurezas. A molécula-alvo ¢ entdo removida da
matriz por meio de mudanga nas condi¢des de eluigdo, como por exemplo com a alteragdo do
pH da solugao tampao (Compri-Nardy, Stella e Oliveira, 2009). A cromatografia de afinidade
foi utilizada nas etapas de purificagdo de 9 proteinas: Bothrops leucurus lectin (BIL) (Aranda-
Souza et al.2014), BaltLAAO-I, (Ribeiro et al. 2016), BjussuLAAO-II (Machado et al. 2019),
BthTX-I (Bezerra et al. 2019), DisBa-01 (Montenegro et al . 2012), MjTX-I (Benati et al.2018),
BmooMP-Alpha-I (Bernardes et al.2008), BaP1 (Rucavado et al.2002) ¢ BJcuL (Elifio-Esposito et
al.2007). A proteina BJcuL, uma lectina tipo C de Bothrops jararacugu, foi purificada em uma
Unica etapa através de uma cromatografia de afinidade, em resina de agarose-D-galactose.

A cromatografia de interagdo hidrofobica tem como principio de separacao a afinidade
de proteinas por grupos hidrofobicos (fenil, octil, butil) ligados ao suporte de agarose
(Sepharose ou Superose). Essa técnica foi utilizada para isolar quatorze toxinas: Altenargin-C,
BaltLAAO-I, Batroxase, BJ-PLA2-I, BjussuLAAO-II, BmatTX-I, BmatTX-II, BmatTX-III,
BmooLAAO-I, BmPLA2, BIL, BthTX-I, Jararhagin, Jararhagin-C. Nesse sistema, moléculas
mais hidrofobicas apresentam maior afinidade com a fase estacionaria, sendo retidas por mais
tempo, enquanto as menos hidrofébicas eluem mais rapidamente com a fase mével (Hage; Carr,
2012). Em solugdes com alta concentracdo de sais, regides hidrofobicas das proteinas ficam
mais expostas e interagem com os grupos hidrofébicos, fendmeno chamado de “salting out”.

Quando a concentracdo de sal ¢ reduzida ou removida, as moléculas hidrofébicas perdem a



16

interacao com a fase estacionaria e sao eluidas em ordem crescente de hidrofobicidade (Queiroz
et al., 2001).

Ainda no contexto das cromatografias baseadas em interagdes hidrofobicas, destaca-se
a cromatografia em fase reversa, amplamente utilizada para separagdo e purificagdo de
biomoléculas de acordo com suas propriedades de hidrofobicidade. Diferentemente da
cromatografia em fase normal, na qual a fase estacionaria € polar e a fase movel apolar, na fase
reversa ocorre o inverso: a fase estaciondria € apolar, enquanto a fase movel € polar (Aragjo,
2021). Nos trabalhos analisados, algumas cromatografias em fase reversa foram realizadas
utilizando sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou do inglés high-
performance liquid chromatography - HPLC), que permitem explorar interagdes diferenciais
dos analitos com uma fase estaciondria e uma fase movel liquida, utilizando alta pressdo para
forcar o solvente através da coluna cromatografica (Aratijo, 2021). Dentre as toxinas isoladas,
podemos destacar o uso do sistema de CLAE em fase reversa, utilizando resina de silica ligada
as cadeias hidrocarbdnicas C4 ou C18, como ultima etapa cromatografica para confirmacao do
grau de pureza da amostra em quatro das 25 proteinas: BaltLAAO-I (Ribeiro et al. 2016),
Batroxase (Amorim et al. 2018), BJ-PLA2-I (Cedro et al. 2018), BmooLAAO-I (Stabeli et
al.2007).

Sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizam colunas metélicas
empacotadas com particulas de pequena dimensdo associadas a bombas de alta pressao, o que
garante maior eficiéncia na separagdo e menor tempo de analise em comparagdo com métodos
convencionais. Além disso, possibilita o acoplamento com detectores modernos, como
espectrofotometros e espectrometros de massa, ampliando sua aplicagdo na caracterizacao
estrutural, quantificagdo e avaliagdo da pureza de proteinas, peptideos e outras biomoléculas de
interesse bioquimico e farmacologico (Calvete et al., 2023).

Além das técnicas cromatograficas, a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) foi
utilizada para direcionamento dos processos de purificagcdo, analise da composi¢ao proteica e
estimativa da massa molecular de quase todas as toxinas isoladas (22) (Nunes et al. 2011;
Aranda-Souza et al. 2014; Gabriel et al. 2012; Ribeiro et al. 2016; Moura et al. 2014; Souza et
al. 2000; Soares et al. 1998; Maria et al. 2014; Bezerra et al. 2019; Elifio-Esposito et al. 2007;
Amorim et al. 2018; Machado et al. 2019; Paine et al. 1992; Burin et al. 2020; Montenegro et
al. 2012; Benati et al. 2018; Bernardes et al. 2008, Naumann et al. 2011; Cedro et al. 2018;
Rucavado et al. 2002; Rucavado et al. 2002; Lisita et al. 2023).
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Em 13 proteinas diferentes, técnicas de deteccao por espectrofotometria em ultravioleta
(UV) e/ou espectrometria de massa (EM) também foram combinadas aos processos
cromatograficos para quantificagdo e avaliacdo da pureza das toxinas ofidicas (Aranda-Souza
et al. 2014, Moura et al. 2014, Souza et al. 2000, Soares et al. 1998, Maria et al. 2014, Machado
et al. 2019, Elifio-Esposito et al. 2007, Amorim et al. 2018, Burin et al. 2020, Montenegro et
al. 2012, Bernardes et al. 2008, Naumann et al. 2011, Cedro et al. 2018).

O monitoramento da cromatografia por espectrofotometria permite acompanhar a
eluicao de fragdes proteicas em tempo real, identificar picos correspondentes a cada toxina e
estimar a concentracao relativa de proteinas, facilitando a coleta das fragcdes mais puras. A
espectrofotometria UV, especialmente em 214 e 280 nm, que detecta a absor¢ao caracteristica
da ligacdo peptidica e dos residuos aromaticos (triptéfano, tirosina e fenilalanina),
respectivamente, ¢ amplamente utilizada para monitorar a presenca de proteinas em fragdes
eluidas (UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA, 2016). Essa técnica permite ndo
apenas identificar a presenga das proteinas durante o processo cromatografico, mas também
estimar sua concentragao de forma rapida e nao destrutiva.

Complementarmente, a EM fornece informacdes detalhadas sobre a massa molecular,
sequéncia de aminoacidos, modificagcdes pds-traducionais e pureza das proteinas, sendo
frequentemente associada a sistemas de CLAE. A EM ¢ uma técnica que detecta moléculas por
meio de sua massa e sua estrutura quimica, consistindo em criar ions e separar de acordo com
sua razao de carga/massa, sendo bastante utilizada na industria da biotecnologia para examinar
e sequenciar diversos tipos de proteinas (Pavia., 2010). A combinacdo de CLAE com
espectrometros de massa permite, portanto, uma caracterizacdo completa das proteinas,
assegurando a confiabilidade dos resultados em estudos bioquimicos e toxicol6gicos, como os

realizados com toxinas ofidicas (Calvete et al., 2009; Oliveira et al., 2023).

5 CONSIDERACOES FINAIS

As serpentes do género Bothrops possuem em sua peconha compostos com potencial
farmacoldgico a ser explorado. A partir da andlise de dados da pesquisa bibliografica foi
possivel identificar que 25 proteinas diferentes, derivadas das peconhas botrdpicas, foram
estudadas nos ultimos 24 anos para investiga¢do da acdao antitumoral. Diversas técnicas de
cromatografia liquida em coluna foram utilizadas na purificagdo dessas proteinas.

Cromatografias de exclusdo i6nica foram predominantes no isolamento de toxinas ofidicas,



18

sendo utilizadas em 20 das 25 proteinas analisadas. As cromatografias de exclusao molecular
foram utilizadas nas etapas de fracionamento inicial de 12 toxinas diferentes e na etapa de
refinamento de 1 proteina, enquanto cromatografias interagdo hidrofobica em fase normal foi
utilizada em 8 proteinas e a cromatografia interacdo hidrofobica em fase reversa foram
utilizadas para anéalise de pureza das proteinas em 10 diferentes proteinas. J4 as cromatografias
de afinidade foram aplicadas para isolar 9 toxinas, sendo que a proteina BJcuL de Bothrops
Jjararacugu foi purificada em uma unica etapa com esse tipo de técnica. Além de cromatografia,
a espectrofotometria e eletroforese também foram usadas para caracterizacdo de toxinas
ofidicas com potencial antitumoral, reforcando a aplicabilidade desses métodos biofisicos no

estudo de biomoléculas e prospec¢do de biofarmacos.
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APENDICE — RESULTADOS DA PESQUISA BIBLIOGRAFICA

Proteinas com potencial antitumoral isoladas de pegonhas botrdpicas nos ultimos 24 anos (2000-2024), suas caracteristicas e etapas utilizadas para a

purificagao.
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Toxinas

Caracteristicas gerais

Etapas de purifica¢ao (cromatografias)

Potencial antitumoral

Referéncia

1. Altenargin-C

(ALT-C)

Desintegrina; 29 kDa;

Bothrops alternatus

1. Exclusdo molecular (Superdex-200);

2. Interacdo hidrofébica (Phenyl
Sepharose CL-4B)

3. Exclusdo idnica (Mono Q HR).

Agente antimetastatico em
cancer de mama triplo-
negativo e reducdo de

angiogénese.

Moritz et al.
(2022 ¢ 2018)
Santos et al.
(2020)

Souza et al.

(2000)

2. BaltLAAO-I

L-amino-acido oxidase; 123

kDa, Bothrops alternatus.

1. Afinidade (Shepharose-IDA);

2. Interacdo hidrofébica (Phenyl
Sepharose);

3. Exclusdo molecular (Sephadex G100)

4. Fase reversa (C-4 HPLC)

Agao citotoxica em linhagem
de leucemia tipo T, via
apoptose gerada por
producdo de espécies reativas

de oxigénio

Ribeiro et al.
(2016)
Stabéli et
al.(2004)

3. Batroxase

Metaloprotease P-I; 22.9
kDa; Bothrops atrox

1. Exclusao molecular (Sephacryl S-200);
2. Exclusdo i6nica (DEAE Sepharose);
3. Fase reversa (RP-HPLC C-18)

Aumenta a agdo citotoxica de
células NK( Natural Killers)
contra células K562( modelo
de leucemia mieloide
cronica) além de induzir

secrecdo citocinas

Amorim et al.

(2018)

Menaldo et al.

(2015)

Menaldo et al .

(2019)
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imunomoduladoras nas quais
favorecem a resposta imune

antitumoral

Lectina do tipo C; 30 kDa;

Reducdo da viabilidade de

Carneiro-goetten

4. BJcuL Bothrops jararacussu 1. Afinidade (agarose-D-galactose) células tumorais, redugdo da | et al.(2020)
capacidade invasiva do Elifio-Esposito et
neuroblastoma al.(2007)

1. Exclusdo molecular (Sephacryl S-200); Reduz a viabilidade de
) o o Cedro et al.
Fosfolipase A2; 14.2 kDa; 2. Exclusdo i6nica (Source 15Q ¢ Mono Q 5/50 | células de leucemia mieloide
5. BJ-PLA,-I (2018)

Bothrops jararaca

GL);
3. Fase reversa (CLC-ODS C18, HPLC)

aguda (HL-60).

Bezerra et al.

Apresenta efeitos citotoxicos | (2019)
1. Exclusdo molecular (Shephacryl S-100);
) L-aminoacido, 60.36kDa, ) ) pro-apoptoticos e Carone et
6. BjussuLAAO-II 2. Interacdo hidrofébica (Phenyl-Sepharose 6); _ _
Bothrops jararacussu ) o epigenéticos contra células al.(2017)
3. Afinidade (Benzamidine Sepharose 4) _
de carcinoma hepatocelular Machado et al.
(2019)
Pode contribuir para efeitos o
Metaloprotease de classe P— Lisita K et al.
7. BjussuMP-II ) antitumorais indiretos,
I; 24 kDa; Bothrops 1. Exclusédo I6nica (CM-Sepharose FF) (2023)
modulando a resposta _
Jararacussu Silva et al.(2022)

inflamatoria e ativando
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mecanismos contra células

tumorais

1.Exclusdo molecular (Sephacryl S-200 e S-

Demonstrou indugéo de
apoptose em Células de

carcinoma géstrico (MKN-

8. BI-LAAO L-amino-acido oxidase; 60 Naumann et
300); 45), Células tumorais do
kDa; Bothrops leucurus o al.(2011)
2. Exclusdo ionica(DEAE Sepharose CL-6B) colon (RKO), Células
tumorais duodenais (HUTU),
Fibroblastos
Mostraram Citotoxicidade
9. BmatTX-I ) o ] ]
Fosfolipase A2; 13kDa; 1. Exclusdo i6nica (CM-sepharose); induzindo morte celularem | Moura et al.
10. BmatTX-II ) .
Bothrops mattogrossensis 2. Fase reversa (Discovery C18) células de linhagem (2014)
11. BmatTX-III .
leucémicas T
o Burin et al.
1. Exclusédo i6nica ( CM-Sepharose); )
) ) . ) . Tem potencial contra (2020)
L-amino-acido oxidase; 66 2. Interacdo hidrofébica (Phenyl-Sepharose
12. BmooLAAO-I leucemia mieloide cronica, Stabeli et
kDa; Bothrops moojeni CL-4B); )
induz apoptose. al.(2007)

3. Fase reversa (HPLC em coluna C4)

13. BmooMP-
Alpha-I

Metaloprotease de classe
P-1; 24.5 kDa; Bothrops

moojeni

1. Exclusédo i6nica (DEAE-Sephacel);
2. Exclusdo molecular (Sephadex G-75);
3. Afinidade (Benzamidine-Sepharose)

Nao menciona atividade
antitumoral, mas sua

interagdo com o fator de

Bernardes et al.
(2008)
Silva et al.(2016)
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necrose tumoral (TNF) pode

induzir apoptose

1. Exclus@o molecular (Sephacryl S-100);

Contra células de

rabdomiosarcoma e

Aranda-souza et

Fosfolipase A2; 13kDa; adenocarcinoma colorretal al. (2014)
14. BmPLA2 2. Fase reversa (coluna C18 - Xterra MS 5
Bothrops moojeni humano, atuando com a Frihling et al.
pum—~4,6 x 250 mm)
liberagao de acido (2022)
araquidonico
1. Afinidade (gel de guar); A BIL induz a morte celular
15. Bothrops o
. Lectina tipo C; 15kDa; 2. Exclusdo molecular (Superdex 75 HR 10/300 | de células do melanoma Nunes et al.
leucurus lectin ]
Bothrops leucurus GL), murino (B16-F10) sem afetar | (2011)

(BIL)

3. Fase reversa (HPCL em coluna C-4)

células normais.

1. Exclusdo molecular (Shephacryl S-100);

Demonstrou agéo citotoxica
sobre diferentes tipos de

cancer de mama induzindo

Bezerra et al.

16, BITX Fosfolipase A2; 13,6 kDa; 2. Interacgdo hidrofobica (Phenyl-Sepharose 6); | apoptose, autofagia, redugao | (2019)
Bothrops jararacussu 3. Afinidade (Benzamidine Sepharose 4); da viabilidade celular e Carone et
4. Exclusdo i6nica (CM Sepharose) diminui¢do da subpopulacao | al.(2017)
de células-tronco
cancerigenas
17 DisBaol RGD-desintegrina; 12kDa; 1. Afinidade (Ni-NTA Sepharose, Qiagen); Inibe adesdo de células Montenegro et al .
. a-

Bothrops alternatus

2. Exclusdo Ionica (Mono Q, GE Healthcare)

tumorais de cancer de mama

(2012)
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(MDA-MB-231) a0

colageno-I, reduz a expressao

do fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e
receptores (VEGFRs) em
células endoteliais, inibe
adesdo de quinase (FAK) e
da matriz extracelular

(MMP-2) em fibroblastos.

Ramos et

al.(2007)

18. Jararhagin

Metaloproteinase
hemorragica, 52 kDa;

Bothrops jararaca

1. Interacao hidrofobica (Phenyl-superose);

2. Exclusdo i6nica (Mono-Q).

Reduz viabilidade celular de
linhagens do melanoma
humano, induz apoptose,

reduz adesdo celular

Anelise et al.
(2011)
Paine et al. (1992)

19. Jararhagin-C

Metaloproteinase do tipo P-
II; 28kDa; Bothrops

jararaca

1. Interagao hidrofébica (Phenyl-superose);
2. Exclusdo i6nica (Mono-Q);

3. Fase reversa (C-18)

Possui atividade citotoxica
contra a linhagem tumoral
B16F10 de melanoma
murino induzindo apoptose
ou necrose celular além de
efeitos antimetastaticos e

antiproliferativos

Maria et al.(2014)
Moura et

al.(2003)
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20. Leucurogin

Metaloproteinase do tipo P-

I1I; 10.4kDa; Bothrops

1. Exclusdo i6nica (DEAE-CELLULOSE)

Inibe crescimento tumoral,

inibicdo da angiogénese,

Higuchi et al.

(2011)
leucurus inibi¢do da adesao celular
Apresentou efeito citotdxico
em varinhas linhages de
cancer,como glioblastoma, LM Gabriel et
21. Leucurolysin-B Metaloproteinase da classe 1. Exclus@o molecular (Sephacryl S-200 e cancer de mama, carcinoma | at.(2012)
(leuc-B) P-111; 55kDa; Bothrops Sephacryl S-300); ascitico de Ehrlich e
leucurus 2. Exclusdo ionica (DEAE Sepharose CL-6B) melanoma, utilizando como | Sanchez et
mecanismo de agio al.(2007)
alteragdes morfologicas
caracteristicas da apoptose.
Reduz a viabilidade das Benati et
20, MiTX-I Fosfolipases A2 ; 14 kDa; 1. Exclusdo ionica(CM-Sephadex C-25); células de leucemia mieloide | al.(2018)
Bothrops moojeni 2. Afinidade (M Ab-4/Sepharose) cronica (K562-S e K562-R), | Lomonte et al.
Induz apoptose (1990)
Demonstrou efeitos
citotoxicos contra tumor Soares et al.
Fosfolipases A2 ; 14 kDa; ascético de Erlich, (1998).
23. MjTX-11 1. Exclusédo i6nica (CM-Sepharose)
Bothrops moojeni Adenocarcinoma mamario Stabeli et al.
humano, células de leucemia | (2006)

T humana
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Fosfolipase A2; 100 kDa;

1. Exclusdo ionica(CM-Sephadex C-25)

Pode induzir estresse

Rucavado et al.

24, MT-III oxidativo levando a apoptose
Bothrops asper ) (2002)
em células tumorais.
Metaloproteinase 1. Exclusdo i6nica(CM-Sephadex C-25); Degrada proteinas da matriz
Rucavado et al.
25. BaPl1 hemorragica; 60 kDa; 2. Exclus@o molecular (Sephacryl S-200); extracelular e pode afetar a

Bothrops asper

3. Afinidade(Affi-Gel Blue)

angiogénese tumoral

(2002)
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