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Resumo — As técnicas cromatograficas aliadas a busca de novos farmacos ou substancias com potencial
farmacoldgico e/ou terapéutico tém demonstrado crescente interesse de pesquisadores e das industrias
farmacéuticas na busca de possibilidades analiticas que permitam maior rapidez e eficacia na descoberta
de substancias bioativas. Os venenos de serpentes representam uma mistura complexa de substancias
biologicamente ativas, sendo formados por compostos inorganicos e organicos dos quais 90% séao
proteinas. Este trabalho tem por objetivo relacionar técnicas cromatogréaficas empregadas na separacéo dos
constituintes dos venenos ofidicos de modo a esclarecer os métodos e a razdo de suas aplicacoes.
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Introducao

Os venenos de serpentes representam uma
mistura complexa de substéncias biologicamente
ativas, sendo formados por compostos inorganicos
e organicos dos quais 90% sdo proteinas
(THOMAS; POUGH, 1979).

Essa diversidade na composicao dos venenos
oferece a oportunidade para pesquisas de
moléculas farmacologicamente ativas e possibilita
0 acesso a nhovas solugcdes para diversas
patologias ja conhecidas.

Os grandes progressos alcancados na
descoberta do modo de acéo dos venenos ofidicos
e de suas toxinas sdo devido, ndo somente, ao
emprego dos mais variados métodos e técnicas de
investigacdo farmacologica, mas também a
separacdo e purificacdo dos constituintes das
peconhas (VITAL BRAZIL, 1982).

Este artigo tem como objetivo a descricao
elucidativa dos diversos métodos cromatograficos
empregados atualmente para o isolamento,
purificacdo e determinacdo dos compostos
presentes nas toxinas ofidicas.

Historico

Quando a estrutura da proteina a ser isolada é
conhecida, ou é estrutralmente homoéloga a outra
proteina ja estudada, o processo de purificacdo é
mais simples. Contudo, quando nada se conhece
sobre a composicao da proteina a ser purtificada,
0 processo de obtencdo desta se torna uma rotina
empirica, devendo ser testada varias condicdes e
técnicas (COMINETTI; PONTES; SOUZA, 2007).

A separagdo e/ou identificacdo  dos
componentes dos venenos pode ser obtida por

uma variedade de técnicas, mais notavelmente por
técnicas eletroforéticas e de cromatografia liquida
(CHIPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991). Essas
técnicas tém se tornado mais sofisticadas com o
tempo e com as novas tecnologias (GUBENSEK
et al., 1974; RAEL; KNIGHT; ZEPEDA, 1984).

A purificacdo de biomoléculas esta geralmente
envolvida com a combinacédo de diferentes etapas,
em particular, a precipitacdo utilizando sais e
procedimentos cromatograficos (CHO et al., 2001).
Cada etapa tem uma especificidade relativamente
baixa e, portanto, emprega-se outra técnica
cromatografica mais seletiva para remover as
impurezas das amostras e se obter uma maior
seletividade (DA SILVA E MOUTA JR et al., 2003)
e, recentemente, acoplamento a outros métodos
para melhorar qualitativa e quantitativamente a
eficiéncia da separacao (COUMANS;
HUMPHERY-SMITH; DOS REMEDIOS, 1997).

O conhecimento da estrutura primaria da
proteina de estudo, ou sua composicdo de
aminoacidos é um fator bastante importante que
deve ser considerado, se disponivel na escolha
dos métodos cromatograficos a serem utilizados
(COMINETTI; PONTES; SOUZA, 2007).

No entanto, a escolha da técnica a ser utilizada
na purificacdo dos polipeptideos depende dos
objetivos da separacao (tabela 1). A purificacéo de
um Unico polipeptideo de uma mistura complexa
exigird uma técnica diferente aquela necessaria
para separar todos os componentes da mistura.
Os métodos de separacao empregados com esta
finalidade precisam ser de alta resolucdo, porém
esta exigéncia pode ser restringida a diversidade
limitada das impurezas intimamente relacionadas
com o composto alvo e que devem ser eliminadas.
Em alguns casos, o0 objetivo é separar todos os
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componentes de uma mistura complexa, onde
cada componente possui uma importancia
particular (MOKRZYCKI, 1999).

Tabela 1 — Tipos de cromatografia e utilizacdo
para purificagdo de venenos ofidicos.

WHEPG

TECNICA APLICACAO FUNDAMENTOS

Cromatografia | Determinacédo da | E baseada na adsorcdo

de troca composicdo da | reversivel e diferencial dos
ibnica proteina ions da fase movel pelo
conhecida grupo trocador da matriz
Cromatografia | Separacéo de [Uma solugdo  aquosa
de filtracao moléculas de | contendo proteinas passa
em gel / por acordo com sua | por uma fase estacionaria,
excluséo de massa molecular | proteinas maiores n&o
tamanho e forma conseguem passar pelos
poros.
Cromatografia | Isolamento de | Este método baseia-se no
de afinidade | resinas que | isolamento de
ou apresentam macromoléculas bioldgicas,
bioafinidade caracteristicas através da utilizacdo das

especificas propriedades destas de
unirem-se reversivelmente

a ligantes especificos

Cromatografia | Definicdo rapida | Permite a separacdo de
de fase de misturas muito | uma grande variedade de
reversa complexas; como | compostos (hidrofilicos e
purificagéo de | hidrofébicos) durante o
desintegrinas de | mesmo procedimento
peguena massa | cromatogréafico

A cromatografia de troca idnica é uma técnica
de purificacdo bastante utilizada quando a
composicao da proteina é parcial ou totalmente
conhecida. Nesse ponto é importante considerar o
potencial isoelétrico (pl) da molécula a ser
purificada (COMINETTI; PONTES; SOUZA, 2007).

Os diferentes graus de afinidade eletrostatica
entre o trocador e os ions da fase movel regem
esta técnica que é baseada na adsorcéo reversivel
e diferencial dos ions da fase modvel pelo grupo
trocador da matriz. A diferenca de afinidade entre
os ions da fase moével e a matriz é devida a
diferencas de carga, sendo possivel controla-la
por pH e forca ibnica (SPADARO, 2006).

Cogo e colaboradores (1998) utilizaram coluna
de sephadex monitorada em espectrofotbmetro
para purificacdo do veneno bruto da jararaca-ilh6a
(Bothrops insularis). As fracdes obtidas foram
novamente purificadas em coluna de DEAE-
Sephadex, para testes biolégicos.

Kong e Chung (2001) utilizaram cromatografia
de troca ibnica para purificar duas proteinas
isoladas de uma serpente asiatica (Calloselasma
rhodostoma) para  posterior determinacdo
estrutural e propriedades funcionais.

Outro tipo de cromatografia € a filtragdo em gel,
também chamada de cromatografia por exclusao
de tamanho, em que as moléculas sédo separadas
de acordo com sua massa molecular e forma
(COMINETTI; PONTES; SOUZA, 2007).

A cromatografia por exclusédo tem propriedades
desejaveis, tais como simplicidade técnica,
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insensibilidade a solventes e temperatura,
condicdes amenas e versatilidade. Esta técnica
promove uma seletiva e dindmica distribuicdo das
moléculas do soluto entre duas fases liquidas
separadas, dependentes de uma estrutura
estacionaria contendo poros de tamanho
controlado (ROTHSCHILD, 2006). Assim, uma
solugdo aquosa contendo proteinas de varios
tamanhos passa por essa fase estacionaria e as
proteinas com maiores massas moleculares ndo
conseguem entrar e passar pelos poros, sendo
excluidas, e portanto, eluidas anteriormente as
proteinas com menores massa moleculares.

Ponce-Soto e colaboradores (2007b) utilizaram
dois passos cromatograficos para isolar uma
serino protease do veneno de surucucurana
(Bothrops atrox), cromatografia por exclusdo
seguida por fase reversa.

Outro processo cromatografico possivel para
purificacdo de toxinas de venenos é a
cromatografia de afinidade ou bioafinidade. Nesse
processo sao utilizadas resinas que apresentam
caracteristicas especificas como ligantes da
proteina a ser isolada do veneno bruto
(COMINETTI; PONTES; SOUZA, 2007).

A cromatografia por bioafinidade distingue-se
dos outros meétodos cromatograficos por se
basear, principalmente, nas  propriedades
biologicas ou funcionais das espécies que
interagem: a substéncia a ser separada e a fase
estacionaria. O principio deste método é o
isolamento seletivo de macromoléculas biol6gicas,
através da utilizacdo das propriedades dessas
substancias de unirem-se reversivelmente a
ligantes especificos (SPADARO; FONSECA,
2006).

A cromatografia de afinidade é um dos
métodos de separacdo mais seletivos para
proteinas. Embora fosse usada somente
ocasionalmente como uma técnica intermediaria
para isolar proteases de veneno, tem sido utilizada
extensivamente para remover impurezas restantes
em amostras (DA SILVA E MOUTA JR et al,
2003), e também tem sido acoplada a outros
métodos de deteccdo (LEE; LEE, 2004). Além do
seu interesse tecnolégico, esta técnica é um
instrumento excelente para compreender o0s
mecanismos que sao a base da interacdo da
enzima e do inibidor (DE-SIMONE et al., 2005).

De Simone e colaboradores (2006)
demostraram que a gel-filtragdo em Sepharose é
funcional na purificacdo de lectinas de cinco
serpentes de espécies diferentes, quatro do
género Bothrops e uma Lachesis, as proteinas
contidas nas fracbes foram monitoradas pela
absorbancia em 280 nm e estimada de acordo
com o0 método de Lowry.

A fim de isolar uma serino protease do veneno
da serpente chinesa, chamada de vibora dos cem
passos (Deinagkistrodon acutus) Xin e
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colaboradores (2007) desenvolveram um protocolo
em que o processo da purificacdo consistiu huma
etapa principal de cromatografia de afinidade para
remover mais de 95% de outras proteinas, e numa
etapa de refinamento foi utilizada cromatografia de
troca idbnica para remocéo de impurezas menores.
A serino proteinase foi 100% analisada em HPLC.

A cromatografia de fase reversa proporciona
uma definicdo rapida das misturas muito
complexas mesmo as que incluem polipeptideos
muito similares (MOKRZYCKI, 1999). Esta técnica
€ bastante utiizada na purificacdo de
desintegrinas de pequena massa encontrada nos
venenos de serpentes. Nesse tipo de
cromatografia a proteina ou peptideo de interesse
se liga a uma molécula hidrofébica na fase
estacionaria sendo esta utilizada para a separagéo
dos demais componentes da mistura original com
base em seu carater hidrofébico (COMINETTI;
PONTES; SOUZA, 2007).

A cromatografia é considerada de fase reversa
guando a fase mével é mais polar do que a fase
estacionaria, separando 0s componentes da
substancia estudada por hidrofobicidade. A fase
estacionaria é geralmente composta por cadeias
hidrofébicas que interagem com a
proteina/peptideo de interesse. ApOs a passagem
da fase movel na forma de um gradiente
decrescente de hidrofobicidade, a molécula de
interesse se dissocia da matriz sendo recuperada
e separada ou purificada de outras proteinas e/ou
peptideos da amostra original (VALKO; SNYDER,;
GLAJCH, 1993). Permite a separacdo de uma
grande variedade de compostos desde compostos
muito hidrofilicos a compostos muito hidrofébicos
durante 0 mesmo procedimento cromatografico
(HUANG; GUIOCHON, 1989).

Ponce-Soto e colaboradores (2007a) utilizaram
a cromatografia de fase reversa para fracionar e
isolar isoformas de enzimas bioativas de cascavel
(Crotalus durissus ruruima) e posteriormente foi
realizada a caracterizagéo bioquimica,
farmacoldgica e estrutural destas.

TECNICAS HIFENADAS

Cooper and Reich (1972) separaram a
atividade de uma neurotoxina de naja indiana
(Naja naja siamensis) em quatro componentes, q,
B, vy, e O através de uma série de passos
cromatograficos como cromatografia liquida em
coluna de troca i6nica com fosfocelulose, seguida
por sephadex e de troca ibnica com
carboximetilcelulose. Uma resolucdo adicional foi
relatado por Qiumin e colaboradores (2002) em
subfracbes por cromatografia liquida de
performance rapida (FPLC) e determinacdo do
peso molecular por espectrometria de massas por
tempo de vbéo com desorcdo a laser e ionizacéo
assistida por matriz (MALDI-TOF MS).
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Hernandez-Oliveira e colaboradores (2005)
utilizaram cromatografia de exclusdo molecular e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase
reversa (para subfracbes) para purificar e
caracterizar bioquimica e farmacologicamente
uma nova isoforma de enzima hidrolitica presente
no veneno de cascavel (Crotalus durissus
terrificus). A purificagdo foi posteriormente
confirmada por espectrometria de massas.

Saha e colaboradores (2006) isolaram e
purificaram o veneno de cobra-real (Ophiophagus
hannah). O veneno foi submetido a cromatografia
em camada delgada, a regido contendo a amostra
foi entdo raspada, eluida em solvente de
polaridade média e purificada em cromatografia
liquida de coluna de silica gel. A coluna foi eluida
com misturas de solventes com polaridade
crescente. Cada fracao eluida teve a letalidade e
atividade biolégica testadas em camundongos. A
fracdo ativa foi submetida a cromatografia liquida
de alta eficiéncia para posterior caracterizacdo
estrutural por espectrofotbmetro UV e ressonancia
magnética nuclear e determinacdo do peso
molecular por espectrdbmetro de massas.

Conclusao

As técnicas cromatograficas tém se mostrado
de grande valor no que se refere a separacgéo,
isolamento e purificacdo de componentes do
veneno, uma vez que possibilitam, através de
diversos métodos, a separacdo de substancias
com potencial farmacolégico e/ou terapéutico.

O entendimento dos métodos e suas variaveis,
bem como suas aplicacGes e limitagdes permitem
ao pesquisador a escolha adequada do método a
ser utilizado para separacao do(s) componente(s)
alvo e determinam ou ndo a eficdcia do método
escolhido tanto em termos financeiros como em
relacdo economia de tempo.
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