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Resumo Geral

Alteracdes no sistema hemostatico, como hemorragias e alteragdes na cascata de
coagulagio constituem 0s principais eventos decorrentes do envenenamento por serpentes
do género Bothrops. A hemorragia ¢ provocada por metaloproteases presentes no veneno
das serpentes. Alguns animais possuem resisténcia natural aos efeitos nocivos do veneno de
serpentes. Esta resisténcia pode ser explicada, na maioria das vezes, pela presenca de
fatores neutralizantes presentes no soro destes animais. O trabalho foi subdivido em dois
capitulos. O objetivo do capitulo 1 foi identificar a presenca de inibidores da atividade
coagulante e hemorragica presentes no soro da serpente Bothrops moojeni. E o objetivo do
capitulo 2 foi isolar um inibidor de hemorraginas presente no soro de B. moojeni utilizando-
se metodologia de purificagdo ja estabelecida para um inibidor de metaloprotease, Bj46a.
No capitulo 1, o soro foi aplicado em coluna Q-Sepharose (9,5 x 2,0 cm) previamente
equilibrada com tampao Bicarbonato de Aménio 0,05M pH8,0. A eluigdo foi realizada
utilizando-se o mesmo tamp&o em “stepwise” nas seguintes concentragoes (0.2/0.35/0.5M),
resultando em 8 picos. Os picos F2 (tubos14-16) e F6 (tubos 46-51) neutralizaram a
atividade hemorrégica provocada pela peconha bruta (1:10 m/m) e os picos F6 e F8 (tubos
71-75) neutralizaram a atividade coagulante (1:1 m/m). A fragdo F2 (30mg) foi
recromatografada em coluna Q-Sepharose (9,5 x 2,0 cm), equilibrada com tampéo
Bicarbonato de Amonio 0,05M pHS8,0. A elui¢do foi realizada utilizando-se o mesmo
tampiio em gradiente convexo de 0.2-0.5M, camara de mistura de 80ml, em fluxo constante
de 20ml/h, a temperatura ambiente, resultando em 3 picos F1Q2-F3Q2. O pico F2Q2
contem inibidores da atividade hemorragica e o perfil eletroforético indicou migragdo de
bandas semelhantes a um inibidor de metaloproteases de baixo peso molecular ja descrito:
Bj46a. No capitulo 2 o soro de B.moojeni foi precipitado com sulfato de amonio nas faixas
de saturagdo: 0-40%; 40-60%; 60-80%; 80-100%. A fragdo 40-60% foi aplicada em uma
coluna Hitrap Phenyl HP (1,6 x 2,5 cm) previamente equilibrada com tampdo fosfato de
sédio 0.01M contendo sulfato de amdnio 1M pH 7.0 A eluigio foi realizada estabelecendo-
se um gradiente salino linear decrescente até 100% de fosfato de sodio 0,IM pH 7,0
resultando em 7 pools: Bm1-Bm7. O perfil eletroforético indicou a presenga de bandas em

torno de 55kDa, semelhantes a Bj46a no pool Bm2. Bm2 foi submetida ao fracionamento



xi

em HPLC coluna C4, fase reversa, resultando em um pico principal, identificado como
Bml. Os resultados da espectrometria de massa € sequenciamento aminoterminal de 14

residuos comprovam a presenga do inibidor de metaloprotease.



Introducao Geral



As Serpentes

Na histéria da civilizagdio, as serpentes sempre despertaram uma fascinagdo Unica e
particular ao homem. Isto pode ser observado na arte, ciéncia. Segundo algumas
civilizages antigas, as serpentes incorporavam o espirito da Terra. De acordo com as
crengas Egipcias, Afoum, a serpente, ap6s entregar a agua primordial, deu o dia aos deuses
que, por sua vez, criaram Geb e Nout, o ar e a terra. Algumas culturas acreditam haver
poderes curativos nos venenos das serpentes quando a picada ¢ acompanhada por um
membro “instruido” da comunidade (Boquet, 1979).

Em tempos mais recentes da investigaciio cientifica, o estudo dos venenos de serpentes tem
angariado informagdes importantes sobre os sistemas biolégicos. Ainda, alguns
componentes do veneno séo utilizados no tratamento de doengas e complicagdes médicas
(Bjarnason & Fox, 1994).

As serpentes formam a subordem Ophidia que derivam da ordem Squamata, classe Reptilia.
Acredita-se que as serpentes sdo um grupo monofilético originado a partir dos lagartos ou
de algum ancestral dos lagartos (Kochva, 1987).

A irradiagdio adaptativa das serpentes modernas produziu um diverso niimero de espécies
que colonizaram habitats terrestres, marinhos e aquaticos em todo o mundo. Elas foram
tradicionalmente divididas em 3 familias: Colubridae (contendo 80% das espécies) e dois
grupos de serpentes pegonhentas, Elapidae e Viperidae, com irradiagdo menos extensiva. O
sistema de inoculagdo da pegonha das serpentes ¢ um dos mais especializados aparatos de
alimentagéio dentre os vertebrados (Cadle, 1982). Este aparato consiste primariamente de
dois componentes: 08 dentes modificados, pelos quais o veneno € inoculado na presa e as
glandulas de veneno, onde as toxinas sdo produzidas e armazenadas (Kardong, 1982).
Geralmente, as serpentes possuem grande quantidade de veneno estocado na glandula todo
o tempo. Mesmo experimentalmente ¢ muito dificil retirar toda a quantidade de veneno

acumulado e o veneno eliminado durante a picada ¢ aparentemente restaurado rapidamente

(Kochva, 1987).




O Género Bothrops

O género Bothrops, pertencente a familia Viperidae, contem 31 espécies distribuidas na
América do Sul, excecdio a B. asper que ocupa além desta, a América Central e norte do
México. Membros deste género ocupam grande variedade de habitats e sdo responsaveis
pela maioria dos acidentes no Novo Mundo. Os principais sintomas do envenenamento por
estas serpentes sdo geralmente os seguintes: dor local, nauseas, vOmito, hemorragia,
equimose, eritema, hipotensdo, taquicardia, coagulopatia com hipofibrinogenemia e
trombocitopenia, hematuria, distirbios renais, necrose entre outros (Campbel & Lamar,
1983). Estes efeitos sdo induzidos por uma grande variedade de componentes do veneno
como as fosfolipases Az miotoxicas, miotoxinas de baixo peso molecular, metaloproteases
(Gutierrez & Rucavado, 2000) entre outros.

Bothrops moojeni ¢ uma serpente terrestre com comprimento méaximo de 1680cm. Esta
espécie esta distribuida principalmente na regiéio Centro-Oeste do Brasil, preferencialmente
em éreas de cerrado (Campbel & Lamar, 1989). Na zona geografica do Tridngulo e Alto

Paranaiba (MG) ¢ a espécie responsavel pela maioria dos envenenamentos ofidicos (Brites

e Bauab, 1989).
Epidemiologia

A partir de estudos realizados na Europa, Américas, Asia, Africa e Oceania, Chippaux
(1998) analisou aspectos como incidéncia (nfimero total de picadas), morbidade (nimero de
envenenamentos), taxa de casos fatais (nimero de mortes entre as pessoas envenenadas),
mortalidade por picadas (namero de mortes devido ao envenenamento entre a populagio
em geral) e verificou que a incidéncia e mortalidade dos envenenamentos por serpentes
pode exceder a 5 milhes por ano, com um nivel de mortalidade de 125 mil pessoas por

ano, sendo que metade delas procuram cuidados médicos, e provavelmente mais de 100 mil

individuos sofrem com seqiielas graves.
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Figura 1: Mapa mostrando a distribuicio global da morbidade dos envenenamentos

ofidicos. Retirado de Chippaux, 1998.

A incidéncia de picadas ¢é alta em regides quentes, onde as serpentes sdo abundantes € a
atividade econdmica ¢ basicamente a agricultura. Na maioria dos paises em
desenvolvimento menos de 20% das pessoas picadas por serpentes procuram tratamento
médico apropriado (Chippaux, 1998).

Os acidentes ofidicos ndo sdo registrados sistematicamente em muitos paises sendo que
poucos destes, possuem um sistema de estudo epidemioldgico eficiente capaz de fornecer
dados sobre esses envenenamentos. No Brasil, a morbidade notificada ¢ de

aproximadamente 15 em cada 100.000 pessoas somente pelo género Bothrops (Chippaux,

1998).
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Na América do Sul, 90% dos envenenamentos ofidicos sfio causados por serpentes do
género Bothrops onde a taxa de mortalidade é reduzida de 8% a 2,4% ap6s cuidados

médicos adequados (Neves-Ferreira e al., 1997).

Metaloproteases

Os venenos das serpentes sio compostos de uma mistura complexa de componentes
orgdnicos e inorgénicos (Friederich & Tu, 1971) cuja fungfio primaria ¢ matar ou
imobilizar a presa enquanto o processo de digestdo se inicia (Chippaux ef al, 1991). Os
constituintes inorgnicos do veneno incluem: Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Co e Zn
(Friederich & Tu, 1971). Nem todos sio encontrados em qualquer veneno e a quantidade de
metais varia com a espécie da serpente. A funcdo bioldégica desses metais ainda ndo esta
clara, entretanto, alguns deles como Ca, Mn e Mg sdo importantes para a estabilidade de
certas proteinas do veneno, enquanto outros, em particular, Zn, Cu, Fe e Co, participam
ativamente do mecanismo catalitico de certos componentes enzimaticos, como as
metaloproteases. Os componentes organicos do veneno incluem carboidratos (como
glicoproteinas), lipideos, (fosfolipideos), aminas biogénicas, nucleotideos, aminoécidos e,
em maior propor¢do as proteinas (90% peso seco) (Bjarnason & Fox, 1994). Grande parte
destas proteinas interage com componentes do sistema hemostatico humano (Markland,
1998), causando intimeras desordens (Braud et al., 2000).

As manifestagdes no dano tecidual local, como hemorragia e mionecrose, estdo
entre os mais dramaticos efeitos do envenenamento por serpentes da familia Viperidae. Em
casos de envenenamento menos grave, o efeito hemorragico ¢ essencialmente localizado no
sitio da picada. Entretanto, a hemorragia pode se estender a dreas distantes da extremidade
envolvida. Em casos onde o envenenamento ¢ grave, podem ocorrer sangramento em
6rgdos distantes do local da picada como coragdo, figado, rins e cérebro (Hati ez al., 1999).

A hemorragia local induzida pelo veneno de serpentes da familia Viperidae ¢
provocada por metaloproteinases dependentes de zinco (hemorraginas), de dominio
variavel, que possuem alta especificidade pelo substrato, provavelmente atuando no tecido
conjuntivo e componentes da membrana basal dos capilares sangiiineos, levando ao

extravasamento do contetido desses capilares (Neves Ferreira et al., 1997).




Mecanismo de ativacio das Metaloproteases

As hemorraginas sio sintetizadas na glandula de veneno sob a forma de zimogénio inativo
contendo uma seqiiéncia sinal (Pre) e uma proenzima (pro) (Shimokawa et al., 1996) , e um
grupo tiol conservado na prosequéncia PKMCGYV, bloqueando o sitio ativo pela ligagdo
com o Zn'™. Depois de secretado pela glandula, um processamento proteolitico converte o
zimogénio em enzima ativa pela remogéo deste grupo tiol. Este mecanismo € conhecido

como mecanismo de ativacio “Cys-Switch” (Matsui et al., 2000).

Dominios

As metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) sdo classificadas de acordo com a
estrutura de seus dominios em quatro classes, P-I a P-IV (Fig. 2).

Imediatamente apos a biossintese, todas as SVMPs possuem em comum os dominios pre,
pro e metaloproteinase (Hati ef al., 1999). O dominio pré ¢ perdido logo em seguida. Na
classe P-I se encontram as SVMPs que possuem somente estes trés dominios; a P-II possui
além dos dominios pre, pro e metaloprotease, um dominio “desintegrin-like”; P-III:
metaloprotease, “desintegrin-like” e “cystein-rich” (a classe mais potente em termos de

atividade biologica) e P-IV além dos dominios presentes em P-III, possui ainda o dominio

“Jectin-like” (Jia et al., 1996).
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atica das SVMPs. As SVMPs sio classificadas em 4 grupos de

Figura 2: Estrutura esquem
acordo com seus dominios, Pl- PIV. A pré-pro seqiiéncia deduzida a partir do cDNA

contendo o peptideo sinal (18 residuos) e a pro seqiiéncia (em torno de 170 residuos) com

um motivo “Cysteine-switch” (PKMCGV) que ¢ removido por uma peptidase sinal,

autoliticamente ou pela agdo de outra protease desconhecida. O dominio metaloprotease

(em torno de 200 residuos) tem um motivo ligante de zinco (HEXXHXXGXXH). O

dominio “desintegrin-like” tem uma seqiiéncia XXCD em lugar da seqiiéncia RGD nas

disintegrinas. A classe P-I consiste de metaloprotease de baixo peso molecular como a

neuwiedase de B. neuwiedi € trimerelisina-Il de Trimeresurus flavoviridis. A classe P-II

possui os dominios metaloprotease € desintegrin-like como a HP-1 de Calloselasma

rhodostoma. A classe P

jararagina de B. jararaca COmp
" A classe P-IV consiste de metaloproteases de alto peso molecular contendo

_III consiste de metaloproteases de alto peso molecular como a
osta dos dominios metaloprotease, “desintegrin-like” e

“cysteine rich”

um dominio adicional ligado por pontes de dissulfeto conhecido como dominio “lectin-

like” como a russelisina de Vipera russelli. Retirado de Matsui et al., 2000.

O dominio proteinase das SVMPs varia de 202 a 204 residuos e todos contém a seqiiéncia
consenso HELGHNLGX;HDX;,CI/VM que torna as SVMPs membros da familia

reprolisina, derivados da superfamilia metzincin das metaloproteinases (Hooper, 1994).

T < T i A




Fungio dos Dominios

Toxinas hemorragicas que possuem somente 0 dominio catalitico sfo, usualmente, menos

potentes em induzir hemorragias que metaloproteases do veneno que possuem, além do

dominio metaloprot
Rucavado, 2000). A fungéo precisa destes dominios adicionais em potencializar a atividade

ease, os dominios “desintegrin-like” e “cystein-rich” (Gutierrez &

hemorragica ainda néo foi elucidada conclusivamente, e provavelmente dependem de

varios fatores. O dominio “desintegrin-like” das toxinas hemorragicas de alto peso

molecular pode aumentar 0 extravasamento por afetar a fungio plaquetaria. Além disso, os

dominios “desintegrin-like” e “cys-rich” em hemorraginas P-III, podem conferir maior

atividade toxica por direcionar as enzimas para locais criticos nos vasos sanguineos,

possivelmente na interface entre célula endotelial e membrana basal. Estudos com

metaloproteases recombinantes de Agkistrodon hyalis demonstraram que o dominio

“desintegrin-like” modula a especificidade catalitica da enzima sobre o substrato da matriz

extracelular (Gutierrez & Rucavado, 2000).

Estrutura das SVMPs

A estrutura tridimensional de metaloproteases de veneno tem sido elucidada por

cristalografia de raio-X. Os resultados revelaram que sdo moléculas elipsoidais com uma

fenda inferior no sitio ativo que separa 0 subdominio inferior do dominio maior superior.

O dominio superior possui enovelamento relativamente irregular, composto de 5 fitas beta

pregueadas e 4 alfa hélices (Fig.3). A fenda no sitio ativo contendo o zinco catalitico €

circundada por 3 residuos de His (142,146 ¢ 152) e uma molécula de dgua, que esta
ancorada ao Glu 143 de uma forma tetraédrica. O sitio de ligagdo do substrato é bordeado
por um “Met turn” (Metmé) que forma uma “pase” e duas paredes formadas por uma fita

(residuos 168-172) € uma fita beta pregueada antiparalela no dominio superior (residuos

108-112) (Fig. 4) (Matsui ef al., 2000).




Figura 3: Estrutura cristalografica da proteinase Ha de Trimeresurus flavoviridis, uma

metaloprotease da classe P-I. Ela é formada por 2 dominios separados por uma depressdo

ocupado pelo centro catalitico contendo Zinco. A regidio amino-terminal tem um dominio

central composto de 5 fitas beta pregueadas (amarelo) e 4 alfa-hélices (vermelho), enquanto

a regido C-terminal em uma hélice e uma porgdo enovelada irregularmente. N e C

representam as regides N e C terminal da proteina, respectivamente. Retirado de Matsui et

al., 2000.

zinc binding
motif

.
»
-

-
e e e ST

quemética do sitio de ligagdo do zinco, Met turn (volta da

etzincins. A metionina critica, as trés histidinas ligantes do Zn? e a

Figura 4: Representagdo es

metionina) das m

seqiiéncia comum do motivo sdo apresentados. Segmentos varidveis sdo representados

pelas linhas descontinuas. Retirado de Stocker and Bode, 1995.
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Inibidores
Alguns animais possuem resisténeia natural aos efeitos nocivos do veneno de serpentes.

Esta resisténcia pode ser explicada, na maioria das vezes, pela presenca de fatores

neutralizantes presentes no Soro destes animais (Domont et al, 1991; Thwin &

Gopalakrishnakone, 1998). Muitos dos registros encontrados na literatura focalizam esta

resisténcia. Em meados da década de 70, houve um avango no entendimento bioquimico

sobre a natureza dos fatores presentes no soro desses animais que inibem o efeito toxico do

veneno e das toxinas hemorragicas. Somente nos Gltimos 10 anos que grupos de

pesquisadores tém s dirigido a procura de fatores anti-hemorréagicos e de seu completo

entendimento no que diz respeito a sua estrutura e fung¢do (Fox & Bjarnason, 1998).

Esses componentes proprios do sangue das serpentes proporcionam uma resisténcia natural

contra o efeito toxico do seu proprio veneno € de outras serpentes. Sugere-se que estes

fatores tenham uma fungdo fisioldgica ou talvez tenham surgido somente como resultado de

uma pressdo evolutiva para conter o efeito toxico destas serpentes (Lizano et al., 2000).

Segundo Fox & Bjarnason (1998), existem trés grupos de inibidores de hemorraginas: o

primeiro é constituido pelas SVMPs sintetizadas como zimogénio; o segundo € constituido

por peptideos inibidores presentes na propria
os animais e inibem metaloproteases do veneno de serpentes.

peconha e o terceiro que tem sido identificado

no soro de divers

Proteinas Anti-Hemorragicas (AHP) geralmente sfo proteinas do soro com algumas

caracteristicas comuns: s30 glicoproteinas 4cidas, altamente estaveis a variagdes de pH e

temperatura, ndo possuem atividade proteolitica e ndo sdo imunoglobulinas (ndo

apresentaram linhas de precipitagdio apos imunodifusdio das proteinas neutralizantes e o

veneno). A figura 5 mostra algumas AHP isol
cadas em: fatores anti-hemorragicos de baixo peso 52 a 90kDa, que sdo

adas de animais. Quanto a massa molecular

podem ser classifi

os mais abundantes, e de alto peso molecular até agora representados por 3 membros: beta-

macroglobulina (700kDa) ¢ erinacina (1000kDa) extraidos de E. europaeus e

antihemorragina de Natrix tesselata (880kDa) (Domont et al., 1991). Um inibidor, Bj46a

isolado do soro de B. jararaca
Bj46a e metaloproteascs hemorragicas revelam um possivel mecanismo de agdo destes

inibidores de baixo pe

se dissocia no momento da formagfo

apresentou 46kDa e pl 5,74. Estudos de interagdo com

so molecular. Segundo Valente ef al (2001) Bjd6a ¢ um dimero que

de um complexo ndo-covalente com o dominio
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metaloprotease das SVMPs, apresentando uma estequiometria final de um mondmero de
inibidor para duas moléculas metaloprotease. Isto sugere que haja 2 sitios de liga¢do para o

dominio metaloprotease em um monomero (subunidade) de BJ46a.

espécies
Propriedades Tf | V.p | S.h |[D.m| D.v | Nm |E.e| He | Ds P.o V.p | B.j
Massa 70 80 [56/90|83.7| 68 54 |780|65-69| 52 |82.5/66.2| 56 | 46
molecular
Ponto 4.0 47 | 54 |40 4.1 4.1 - - 2-11 - 4.0 |4.55
isoelétrico
Estabilidade 0-56 | 0-85 | 0-55| - |0-37]0-56| - | 0-60 | 0-60 - 0-70 | -
térmica (°C)
Estabilidade 511 | 495 3-10 | - |3-10|3-10 | - | 2-11 - - *x i
PpH _ _
Atividade - ndo | ndo | ndo | ndo | ndo | - - - - ndo | -
proteolitica . : ' .
Glicoproteina - sim sim - - - - - sim - sim
Imunoglobulina | ndo | ndo | ndo ndo | ndo | nfo | - | ndo - - ndo | ndo
Inibidor de - - - - - - |sim| - - - N N
protease

ores de metaloproteases do veneno de serpentes (SVMPs) isolados do soro de
imai i e Domont et al, 1991, com modificacoes.
%nf“,n;":ﬂszmlzfgj;ﬂ?g }ilavoviridis (Omori-Satoh et al., 1972); V.p., 'Vipera palaestinae (Ovadia, 1978b);
S.h., Sigmodon hispidus (Pichyangkul e Perez, 1981); D.m., Didelphis mars.upialis (Pera}es et al.,
1989a); D.v., Didelphis virginiana (Menchaga ¢ Perez, 1981); N.m., Neotoma micropus (Garcia e Perez,
1984); E.e., Erinaceus europaeus (De Witt e Westrom, 1987); H.e., He.rpestes edwardsii (Tomihara et
al., 1987); D.s., Dinodon semicarinatus (Tomihara et al., 19?58); P.O’, }.thlander opossum (Domont et al.,
1989); V.p.,*,Vipera palestinae (Ovadia et al, 1977), antineurotoxica; ** Instavel em pH 2,5; Bj.,

Bothrops jararaca (Valente et al, 2001); - ndo determinado.

Figura 5: Inibid

A soroterapia ¢ o tnico tratamento indicado para os envenenamentos por serpentes. Dados

clinicos e experimentais indicam que a atividade hemorragica local ndo ¢ totalmente

neutralizada, mesmo quando O SOTO antiofidico é administrado imediatamente apds o
H

envenenamento. Além disso, hd registros de alergias graves ao soro eqino,

impossibilitando 0 uso do antiveneno em alguns pacientes (Borkow et al., 1995). Mediante

os problemas apresentados, € imperativo que haja um esforgo no sentido de se buscar

alternativas terapéuticas como 0 desenvolvimento de novas drogas capazes de neutralizar

efetivamente a agdo destas toxinas hemorragicas que oferegam pouco ou nenhum efeito

colateral.
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Capitulo 1: Fracionamento do soro da
serpente B.moojeni ¢ identificacio de
atividades anticoagulante e anti-
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Resumo

Alteragdes no sistema hemostatico, como hemorragias e alteragdes na cascata de

coagulagdo, constituem 0s principais efeitos decorrentes do envenenamento por veneno de

serpentes do género Bothrops. A hemorragia ¢ provocada por metaloproteases presentes no

veneno dessas serpentes. Alguns animais possuem resisténcia natural aos efeitos nocivos

provocados por estas toxinas que pode ser explicada, na maioria das vezes, pela presenca de

fatores neutralizantes presentes em seu SOrO. O objetivo deste trabalho foi identificar a

presenca de inibidores da atividade hemorragica e coagulante presentes no soro da serpente

Bothrops moojeni.

O soro foi aplicado em coluna Q
nio 0,05M pH 8,0. A eluigdo foi realizada utilizando-se 0 mesmo

-Sepharose previamente equilibrada com tampéo

Bicarbonato de Amd

tampdo em “stepwise” nas concentragdes 0.2/0.35/0.5M, resultando em 8 picos. Os picos

F2 e F6 neutralizaram a atividade hemorragica provocada pela pegonha bruta (1:10 m/m) e

os picos F6 e F8 neutralizaram a atividade coagulante (1:1 m/m). O perfil eletroforético
indicou grande quantidade de bandas protéicas nas fragdes com atividade inibitoria. A
fragdo F2 (30mg) foi recro

Bicarbonato de Amonio 0,05M p

matografada em coluna de Q-Sepharose equilibrada com tampé@o
H 8,0. A eluigio foi realizada utilizando-se o mesmo

tampio em gradiente convexo de 0.2-0.5M, cmara de mistura de 80ml, em fluxo constante

de 20ml/h, a temperatura ambiente, resultando em 3 picos F1Q2-F3Q2. O pico F2Q2

apresentou perfil eletroforético semelhantes a um inibidor de metaloproteases de baixo peso

molecular ja descrito: Bj46a.
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Abstract

Haemostatic system alterations, like hemorrhage and coagulopaties are the main effects

caused by Bothrops snakes envenomations. Hemorrhage is caused by metaloproteinases

present in these snake venoms. Many animals are know to posses a natural resistance to the

effects of snake venoms and, in many cases, this resistance can be explained by neutralizing

factors present in their blood sera. The aim of this work was identify hemorrhagic and

coagulant inhibitors present in Bothrops moojeni sera.

The sera was applied on Q-sepharose column previously equilibrated with Ammonium

Bicarbonate buffer 0,05M, pH 8,0. The elution was carried out by the same buffer in

stepwise methodology in follow concentrations: 0,2/0,35/0,5M, resulting 8 fractions. The
fractions F2 and F6 n
(1:10m/m) and the frac

electroforetic profile in

eutralized hemorrhagic activity provocated by crude snake venom
tions F6 and F8 neutralized the coagulant activity. (1:1m/m). The
dicated many proteic bands in the inhibitory fractions. The F2

fractio was applied in a Q-sepharose column equilibrated with Ammonium Bicarbonate

0,05M pH 8,0. The eluti
0,5M), mixture chamber 0

fractions F1Q2-F3Q2. The s
the electroforetic profile indicated bands migration similar to a

on was carried out by the same buffer in convex gradient (0,2~
f 80ml, flow rate of 20ml/h, ambient temperature, resulting 3 sub
ub fraction F2Q2 presented neutralizing factors of hemorrhagic
activity and
metaloproteinase inhibitor described of low molecular weight Bj46a from Bothrops

Jjararaca sera.
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Introducao

Os venenos de serpentes sdo responséveis por uma grande variedade de atividades toxicas

como fosfolipasica, edematogénica, distrbios no sistema hemostatico, dentre outras

(Markland, 1998).
Dentre as atividades toxicas do veneno, a vasculotoxica ou hemorragica constitui um dos

mais dramaticos efeitos do envenenamento botropico. A agdo vasculotoxica ¢ causada por

fatores hemorragicos denominados hemorraginas (Bjarnason, & Fox, 1994) . Estas agem

sobre os vasos sanguineos, destruindo e rompendo a membrana basal (Hati ez al, 1999).

Outra atividade importante do veneno botropico € a coagulante, mediada por serino-

proteases que levam a formagdo do coagulo pela transformacdo do fibrinogénio em fibrina

(agdo “thrombin-like”). Os venenos botrépicos ainda ativam o fator X, a protrombina €

consomem os fatores V, V1l € as plaquetas (Matsui et al, 2000).

Virios artigos tém sido publicados relatando a resisténcia de alguns animais ao veneno das

serpentes. Esta resisténcia tem sido atribuida a fatores neutralizantes presentes no soro

desses animais (Thwin &
vérios inibidores contra as mais diver

1991).

Dentre os inibidores descritos, as anti
dem ser de 2 classes: baixo peso molecular, 52 a 90kDa

Gopalakrishnakone, 1998). Nesse contexto, ja foram isolados

sas atividades encontradas no veneno (Domont et al,

_hemorraginas do soro das serpentes sdo 0s mais

estudados. Estes inibidores po

(exemplo: Bj4ba) € 0S de alto pes
700kDa) e erinacina (1000kDa) extraidos de E. europaeus e anti-

o molecular, até agora representada pela beta-

macroglobulina (

hemorragina de Natrix tesselata (880kDa) (Domont ef al, 1991). O objetivo deste trabalho

foi fracionar o soro de B. moojeni ¢ identificar a presenca de fatores neutralizantes das

morragica € coagulante, da peconha bruta desta mesma serpente.

atividades he




Material e Métodos
Material

1- Acido acético

2- Acido Férmico

3- Acrylamida

4-Banho termostatizado

5- Balanca de precisdo-

6- Bicarbonato de Amo6nio
7- Bis-acrylamida

8- Centrifuga de eppendorfs
9. Coomassie Brilliant Blue R250
10- Espectrofotometro

11- Glicerol

12- Glicina

13-Liofilizador

14- 2-mercaptoetanol

15- Metanol

16- Padrio baixo peso molecular
17- pHmetro

18- PSA

19- Resina Q-sepharose

20- SDS

21- Sistema de eletroforese
22- TEMED

23- Tris

18

Sigma

Sigma

Sigma

Thermomix Biotech International
Metter AG240

Sigma

Sigma

Centrifuge 5415C

Sigma

Spekol Zeiss

Sigma

Glicina PA Merck

Labconco

2-mercaptoetanol - Sigma
Sigma

Pharmacia Biotech

Mettler Toledo

Persulfato de amdnio- Sigma
Sigma

Lauril Suifato de Sédio- Sigma
Mini Protean 1I- BioRad
Sigma

ACS Marck
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Métodos

1-Soro de B. moojeni

O soro de B. moojeni foi obtido a partir do sangue coletado por decapitagdo de 10

serpentes. O sangue permaneceu em repouso a temperatura ambiente por 2 horas e, em

seguida, foi centrifugado a 3500rpm/20min. O sobrenadante (soro) foi retirado e

armazenado a -20°C.

2-Dosagem de Proteinas

A determinagdo da concentragio de proteinas das amostras foi realizada utilizando-se o

método descrito por Bradford (1976). A curva padriio foi estabelecida utilizando-se BSA

(10 a 60ug). A leitura da densidade optica desenvolvida foi realizada em comprimento de

onda de 595nm.

3_Fracionamento do soro total da serpente B. moojeni em Q-Sepharose

O soro da serpente B. moojeni (100mg de proteina) foi aplicado em uma coluna de Q-

Sepharose (9,5 x 2,0 cm) previamente equilibrada com tampao Bicarbonato de Aménio

0,05M pHS,0. A eluigdo foi realizada utilizando-se 0 mesmo tampdo em stepwise nas

seguintes concentragdes
a a leitura da absorbancia a 280nm das fragdes coletadas, obtendo-se

(0.2/0.35/0.5M) em fluxo constante de 20ml/h, a temperatura

ambiente. Foi realizad

8 “pools” que foram liofilizados e armazenados a -20°C.

4-Atividade Anti—_c,oagulante ‘

A inibigdo da atividade coagulante promovida pela peconha bruta da serpente B. moojeni

foi realizada segundo Ware & Seegers (1949) modificado, que consiste em avaliar o tempo

de coagulagﬁb do plasma bovino apos administragio da pegonha bruta, solugéo salina ou
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incubagdes associadas a0 SOro ¢ as suas fragdes. Cerca de 10ug de pegonha bruta (PB) em

volume final de 50ul (completado com salina) foram aplicados em 200ul plasma bovino a
37°C como controle positivo. O controle negativo continha 50ul de salina. As amostras

submetidas ao teste de inibigdo foram incubadas em associagio com PB (1:1m/m) em

salina a 37°C por 30 minutos, num volume final de 50 ul.

5-Atividade Anti-hemorragica
A atividade anti-hemorragica foi realizada de acordo com o método estabelecido por
Theakston e Reid (1983) com

hemorrégico provocado por 2D

modificagdes, que consiste em avaliar a intensidade do halo
MH (10ug) da pegonha bruta de B. moojeni, associadas ou

ndio com as amostras de soro € fragdes, incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente.

As amostras foram administradas via intradérmica em camundongos Swiss machos (5

semanas), em grupos contendo 4 animais. Apds 3 horas da administra¢iio, os camundongos

foram sacrificados, suas peles removidas e os halos registrados.

6- Eletroforese em gel de Poliacrilamida

Os géis de poliacrilamida a 14% em condi¢des desnaturantes foram confeccionados de

acordo com Laemmli (1970) com modificagdes. Foi utilizado um gel de empithamento

contendo Tris-HCI 0,5M pH6,8 € SDS 0,1% e um gel separador a 14% contendo Tris HCI

oM pH 8,8 ¢ SDS 0,1%. As amostras foram associadas ao tampdo da amostra (1:1)

contendo B-mercaptoetanol 5% (v/v), SDS 2% e 0,001% de azul de bromofenol e aquecidas

a 100°C por 5 minutos € aplicados no gel (Hoefer, minigel). Os géis foram submetidos a

corrida a 200V, por 40 minutos € posteriormente corados com Coomassie Blue R250.

7-Recromatografia da Fracio F2 em Q-Sepharose

A fracdo F2 (30mg de proteina) proveniente do item 3, foi aplicada em coluna de Q-
Sepharose (9,5 x 2,0 cm) equilibrada

A eluigfo foi realizada utilizando-se 0

com tampdo Bicarbonato de Amonio 0,05M pH 8,0.

mesmo tampdo em gradiente convexo de 0.2-0.5M,
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4mara de mistura de 80ml, em fluxo constante de 20ml/h, a temperatura ambiente. Foi

ra da absorbancia das fracdes a 280nm, ¢ o0s

c
“pools” resultantes foram

realizado a leitu

liofilizados e armazenados a -20°C.

SISBI/UFU
210959
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Resultados:

1- Fracionamento do soro de B. moojeni (SBm) por cromatografia de

troca ionica em Q-sepharose.
| cromatografico de SBm em coluna de troca idnica Q-

A figura 1 representa O perfi
Os picos F2 (tubos14-16) e F6 (tubos 46-51)

sepharose, resultando em 8 picos.

zaram a atividade hemorragica provocada
coagulante (1:1 m/m).

neutrali pela pegonha bruta (1:10 m/m) e 0s picos

F6 ¢ F8 (tubos 71-75) neutralizaram a atividade

F6
3,5 F1 —
3 7 F2 ; -
;E: 25 - 1 P }
o o
g | 4
c 2
8 |
% 1,5
-g ’ F3 e
‘n 4
g 1 , F4
< | F7
F5 4
o2 "XM \M
0 * W’ IS S L .20 S ‘M*nr L
L
o To 20 30 "4 50 > 70 80 90

numero de tubos (2.5mL)

Figura 1- Fracionamento de 100mg de proteina do soro de B. moojeni em coluna de Q-

Sepharose (9.5 X 2.0 cm), equilibrada com tampéo Bicarbonato de Amodnio 0.05M pH 8.0,

em fluxo de 20ml/h, a temperatura am
de concentragdo indicada pelas setas:

biente. A elui¢do foi realizada com o mesmo tampéo,

em “stepwise” sendo a troca

{To2m 1T 035M

A linha vermelha indica pre
s da atividade coagulante da peconha bruta de B. moojeni.

0.5 M. As fragdes coletadas foram agrupadas em Fla F8.

senga de inibidores da atividade hemorragica e a linha preta

indica presenga de inibidore
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2- SDS-PAGE 14%, das fracdes obtidas da cromatografia de SBm em

Q-sepharose.
As fragdes F1-F8 (20ug) foram submetidas a SDS-PAGE 14%. O perfil eletroforético

indicou grande quantidade de bandas protéicas nas fragdes com atividade inibitdria

(Fig2).

97kDa —P>
66kDa —P>

45kDa —Pp>

30kDa — P>

20,1kDa  —P> i,

144kDa  —p> va F i s |

Figura 2: Eletroforese em gel de poliacrilamida (14%) em condicbes desnaturantes

m em Q-sepharose

das fracdes obtidas da cromatografia de SB
s a SDS-PAGE 14%: SD- Padrdo Peso

F1-F8 (20ug) foram submetida

As fragOes
Molecular: Fosforilase b- 97 kDa, BSA- 66 kDa, Ovoalbumina- 45kDa, Anidrase
carbdnica- 30kDa, inibidor tripsinico de soja- 20.1kDa, a-lactalbumina- 14.4kDa. 1-8

indica as fracoes F1- F8 ¢ 9: 10ug soro de B. moojeni (SBm) respectivamente.
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3- Atividade anti-coagulante das fracdes obtidas do fracionamento de

SBm em Q-sepharose

A atividade coagulante da pegonha bruta (PB) sobre o plasma bovino foi neutralizada pelas

fracdes F6 e F8 obtidas no fracionamento de SBm em Q-sepharose. A fragdo F'8 (1:1m/m)

neutralizou completamente a agio coagulante da peconha bruta (tabela 1). As fragdes Fo,

F7 e F8 apresentaram atividade anticoagulante, sendo que F8 mostrou ser a mais potente. O

controle/2 (Sug PB) foi utilizado como paréimetro de comparagdo para 50% de inibi¢do da

atividade.
Pegonha Bruta Amostra Tempo de Coagulagio(segundos)
10ug salina 22
5ug salina 40
10ug Soro total (10ug) 35
10ug F1 (10ug) 24
10ug F2 (10ug) 23
10ug F3(10ug) 22
10ug F4 (10ug) 22
10ug F5 (10ug) 22
10ug F6 (10ug) 58
10ug F7 (10ug) 38
10ug F8 (10ug) >180

Tabela 1: Atividade coagulante da pegonha bruta de B.moojeni com e sem associagdes com

o soro da mesma serpente € fragdes obtidas da cromatografia em Q-sepharose. Tempo de

coagulagio do plasma bovino apés administragdo de 10ug de pegonha bruta, incubagdes

(30°) de PB + amostras 1:1(m/m). Média de ensaio em triplicata.
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4- Atividade anti-hemorragica das fracoes obtidas do fracionamento SBm

em Q-sepharose

A atividade hemorragica da pegonha bruta (PB) inoculada no dorso de camundongos, foi

neutralizada somente pelas fragdes F2 e F6 nas proporgdes de 1:10(m/m). Néo foram

observadas diferengas entre o controle positivo, fragdes F2 e F6, nas proporgdes de 1:1 m/m

(Fig 3). A tabela 2 expressa estes mesmos resultados e o desvio-padrdo obtido, onde €

possivel observar a inibi¢do da hemorragia local causada pela pegonha de B. moojeni

quando se utilizou as fragdes F2 ou F6 na proporgdo de 1:10 (m/m)

Grupo A : controle positivo ( PB)




Grupo C: PB+ fragio F2 1:1 (m/m)

Grupo D: PB+ fracdo F2 1:10 (m/m)

26
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Grupo E: PB + fracio F6 1:1 (m/m)

Grupo F:

orragica da pegonha bruta da serpente B.moojeni

bicdo da atividade hem
do fracionamento SBm em Q-Sepharose. Halos

Figura 3: Ini

pelas fracoes F2 € F6 obtidas

hemorragicos obtidos apos administragdo intradérmica de 10ug da pegonha bruta (control
ontroie

le -) ou incubagdes (P
s foram sacrificados, suas peles removidas e o hal
0

+), salina (contro B + fragdes F2 ou F6) no dorso de camundongos

Apés 3 horas, 08 camundongo
registrado. Em “A” controle positivo (10ug PB+ salina), “B” controle negativo (sali

salina

atamento utilizando associagdo da PB (10ug) e fragdo F2 (10ug), D

SOUI), “C” grupo tI
I O 9 pO

grupo tratament
o da PB (10ug) e fragdo F6 (10ug) e F grupo tratamento

tratamento utilizando associac

utilizando associagdo da PB (10ug) € fracdo F6 ( 100ug).
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Halo Hemorragico (cm

Peconha Bruta | Amostra | Média + DP

10ug salina 1.57 £0.21

— salina 0x0

10ug F2 (10ug) 1.50 +0.20

10ug F2 (100ug) 0.55+0.23

10ug F6 (10ug) 1.540.13

10ug F6 (100ug) 0.67 £0.15

Tabela 2: Didmetro médio dos halos obtidos da atividade hemorragica da peconha

bruta com ¢ sem associa¢cdo com as fracoes F2 e F6.

Halos hemorréagicos obtidos ap6s administragdo intradérmica de 10ug da pegonha bruta

(controle +), salina (controle =) € incubacdes (PB + fragdes F2 ou F6) no dorso de

camundongos. Apds 3 horas 0S camundongos foram sacrificados, suas peles removidas e 0

halo hemorragico registrado.
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5. Recromatografia da fragio F2 em resina de troca ionica Q-sepharose

A figura 4 apresenta 0 perfil cromatografico da fragiio F2 em Q-sepharose, resultando em 3

picos. O pico F2Q2 (tubos16-37) neutralizou a atividade hemorragica provocada pela

peconha bruta da serpente B. moojeni (1:1m/m), conforme descrito no item 7 .

F2Q2

0,25

F3Q2

Absorbancia 280nm

T -

0 Jeee2
T 20 30 40 50 60

numero dos tubos (2.5ml)

Figura 4: Recromatografia da fragio F2 em coluna de troca ionica Q-sepharose A
fragdo com propriedades inibitorias da atividade hemorragica F2 (30mg), obtida do
fracionamento de SBm em Q-sepharose, foi aplicada novamente em coluna de Q-

Sepharose (9.5 X 2.0 cm) equilibrada com tamp#o Bicarbonato de Aménio 0.05 M pH 8.0,

fluxo de 20m!/h, tem
0.2 ~ 0.5M) e camara de mistura de 80ml.

peratura ambiente. A eluicdo foi realizada com o mesmo tampéo, em

gradiente convexo (
A seta {7 indica on

inibidores da atividade

de foi estabelecido o gradiente. A linha vermelha indica presenga de

hemorragica e a linha verde representa a delimitag¢fio dos pools.
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6- Perfil eletroforético das fracoes obtidas da recromatografia de F2 em

Q-sepharose.

Os tubos 12, 20, 25, 28, 35 ¢ 40 (10ug) provenientes do fracionamento de F2 em Q-

Sepharose, foram submetidos a SDS-PAGE, 14%. O petfil eletroforético indicou bandas de

migragio semelhante a Bj46a que s¢ «rrastaram” na cromatografia.

N T
66kDa | B
45kDa

30kDa

20,1kDa

R

e

o
L
W
i
4

14,4kDa

oid

e

Figura 5: SDS-PAGE das amostras obtidas da recromatografia da fracio F2 em Q-

sepharose.
Os tubos 12, 20, 25, 28,35 ¢ 40 (10ug) coletados no fracionamento da fracdio F2 em Q-

se, foram submetidos a SDS-PAGE, 14%. SD- Padriio Peso Molecular: BSA- 66

45kDa, Anidrase
14.4kDa. 2 - 7: Tubos 12, 20, 25, 28, 30 e 40 respectivamente. A

Sepharo

kDa, Ovoalbumina- carbonica- 30kDa, inibidor tripsinico de soja-

20.1kDa, a-lactalbumina-

seta vermelha indica a presensa de bandas com migragdo eletroforética semelhante a Bj46a,

um inibidor de SVMPs do soro de B. jararaca.
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7-Atividade anti-hemorragica das fracoes obtidas na recromatografia da

fraciao F2 em Q-sepharose.
A atividade hemorragica da pegonha bruta (PB) inoculada no dorso de camundongos, foi
neutralizada pelas fragoes F2Q2 e F3Q2 na proporgdo de 1:1 (Figura 6). A fragdo F1Q2

apresentou rastros de atividade inibitoria (dados ndo apresentados). A tabela 3 expressa os

halos hemorragicos € 0 desvio-padrdo obtido.

Grupo A: controle positivo (10ug PB)

Grupo B: controle negativo (salina)
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Grupo D: PB + fra¢io F3Q2 1:1 (m/m)

j0 da atividade hemorragica da peconha bruta da serpent
e

Figura 6: Neutraliza¢
s fracoes F2Q2 e F3Q2 obtidas da recromatografia da fraciio F2 em Q

B.moojeni pela
s obtidos apos administragdo intradermica de 10ug da

sepharose. Halos hemorragico

pegonha bruta (controle ), salina (controle -) € incubagdes (PB + fragoes F2Q2 e F3Q2)
. no

gos. Apos 3 horas 0s
“A” CO]’ltrOlC pOSitiVO (10ug PB+ Salina), “B” controla

dorso de camundon camundongos foram sacrificados, suas pele
s S

o halo registrado. Em
«(C” grupo tratamento utilizando associagdo da PB (10ug) € fracéio

removidas €
negativo (salina 50ul),

F2Q2 (10ug), D grup
alizados em quadruplicata.

o tratamento utilizando associagdo da PB (10ug) e fragdo F3Q2

(10ug). Ensaios re

UNIVERSIDADE FEDE
E FEDERAL DE UBERLA
BIBLIOTECA A




' Halo Hemorragico

Peconha bruta Amostra Média +DP
10ug salina 1.57+0.21
—- salina 00
10ug F2Q2 (10ug) 0+0
10ug F3Q2 (10ug) 0.5+0.10
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Tabela 3: Didmetro médio d
sem associacio com as fracoe
Halos hemorragicos obtido
(controle +), salina (controle
camundongos. Ap6s 3 horas 0

halo hemorragico registrado.

s F2Q2 e F3Q2.
s apos administracdo intradérmica de 10ug da pegonha bruta

Média de 4 ensaios.

os halos obtidos da atividade hemorragica da PB com e

-)e incubacdes (PB + fragdes F2Q2 ou F3Q2) no dorso de

s camundongos foram sacrificados, suas peles removidas € o
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Discussao

Os venenos das serpentes sdo constituidos de componentes toxicos capazes de causar

s vitimas (Markland, 1998).

enamento ofidico é causado por toxinas

inGmeros distarbios em sua

Um dos efeitos mais dramaticos do enven

hemorragicas (hemorraginas), que interagem com componentes da membrana basal
b

causando inGmeras desordens ao sistema hemostatico (Bjarnason & Fox, 1994; Markland

1998). Estas hemorraginas sio denominadas metaloproteases do veneno de serpentes

(SVMPs), dependentes de zinco, de e

pelo substrato (Neves-F ereira et al., 1997).
ralizadas pelo soro antiofidico, e em casos graves de

errez & Rucavado, 2000). Assim,

strutura variavel e que possuem alta especificidade

As SVMPs ndio sdo totalmente neut
dem causar seqiielas permanentes (Guti

envenenamento po
rativas terapéuticas especificas para atenuar a acdo deste

faz-se necessério a busca de alte
s, a fim de neutralizar completamen
téncia natural aos efeitos nocivos do veneno de serpentes.

grupo de toxina te os danos induzidos por estas toxinas.
Alguns animais, possuem resis
varios inibidores de SVMPs té
revisdo (Domont et al 1991; Thwin & Gopalakrishnakone,

Neste sentido, m sido descritos na literatura e tém sido

assunto para varios artigos de
1998). Entretanto, o (nico inibidor de hemorraginas do género Bothrops até agora descrito

¢ a BJ46a da serpente B. jara

pela maioria dos acidentes ofi
s & Bauab, 1988). Seu veneno é conhecido por possuir evidente

raca (Valente et al., 2001). A serpente Bothrops moojeni é a

responsavel dicos na regido do Brasil Central, principalmente

em éreas de cerrado (Brite
atividade hemorragica, coagulante, fosfolipasica dentre outras (Campbel & Lamar, 1989).
O objetivo principal deste trabalho foi “rastrear” a presenca de inibidores das atividades

coagulante e hemorragica, no soro da se
serpente B. moojeni, realizamos primeiramente a coleta do sangue

rpente Bothrops moojeni.

Para obtengdo do soro da

pungdo cardiaca. Este p
e oferecia grandes riscos aos manipuladores. Optamos portanto
2

por meio de rocedimento obtinha baixo rendimento, provocava

sofrimento aos animais

pela extragiio do sangue por decapitag
mais, causa menos SO

4o, que fornece volume de sangue suficiente, requer

menor numero de ani frimentos e oferece menos riscos aos

manipuladores.
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O soro foi primeiramente fracionado em uma coluna de troca idnica Q-sepharose, onde a
2

eluicfio foi realizada alterando-se bruscamente a concentragdo do tampéo (“stepwise”) (Fig

1). As oito fragdes obtidas foram testadas quanto as atividades anticoagulante(tabela 2) e

anti-hemorragica (Fig. 3) em proporgdes de 1:1 e 10:1 (m:m) em relagdio a pegonha bruta

Estas relagbes foram estabelecidas para se obter um espectro mais amplo de atividade

devido ao desconhecimento do potencial inibitorio dos fatores neutralizantes. As frages F2
e F6 apresentaram propriedades anti-hemorragicas (tabela 2) e as fragdes F6 e F8 anti-
coagulantes (tabela 1). Em SDS PAGE a 14%, foi observada a presenga de bandas protéicas

com migracdes semelhantes nas fragBes com a mesma atividade. Entretanto, sugere-se que

existam dois inibidores da atividade hemorragica distintos, o primeiro eluido com tampéo

Bicarbonato de amonio 0,2 M (F2) e 0 segundo com tampéio Bicarbonato de amdnio 0,35

que os tubos intermediarios ent
resentaram atividade anti-hemorragica detectidvel no ensaio

M (F6). Cabe citar re as duas fragdes também foram

testados, os quais néo ap

utilizado.

A fragio F6 contém inibidores fanto de
maior namero de bandas prot

atividade coagulante, quanto de hemorréagica, e ¢ a

cicas. Entretanto, optou-se por seguir o

fracdo com o

cdo F2, devido ao menor nUmero de bandas protéicas principais no

fracionamento com a fra
_hemorragica. Esta fragdo foi recromatografada

atividade anti

gel e por apresentar somente a
¢ a eluigdo feita com tampdo Bicarbonato de amdnio

em coluna de Q-sepharose (Fig. 4)
o-se gradiente cOnvexo de con

nio pH 8,0 foi utilizado no
alidade e por ser um tampdo volatil, removivel por liofilizagio

centragdo que variou de 0.2 a 0.5M. O tampao

estabelecend
s dois fracionamentos por possuir faixa

Bicarbonato de amd
tamponante proxima a neutr
A fragio F2 recromatografada re

F3Q2. Em SDS-PAGE (Fig ) prot
migragdo de inibidores ja de

sultou em 3 picos protéicos, denominados, F1Q2, F2Q2 e
b

einas com migragdes comuns nas trés fragdes

2

scritos foram observadas. Estas proteinas se

correspondentes a

eluigio da resina de Q-Sepharose, devido a suave alteragdio de

113
arrastaram” durante a
ode ser atribuido a cémara de mistura de 80ml. A regido

concentragdo, fato esse que P
possul bandas com migraco eletroforética muito

indicada pela seta vermelha (Figura 5),

_hemorragina Bj46a (55kDa em SDS-PAGE) isolada por Valente et al

semelhantes a anti
(2001). Observa-se tam

também se arrastaram no perfi

bém a presenga de pandas de peso molecular proximo a 14 kDa que

| cromatografico. Entretanto, ndo existem anti-hemorraginas

—~——
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descritas com peso molecular inferior a 40kDa. A atividade anti-hemorrégica (Fig. 6) de

fracdo F2Q2 foi mais potente que 2 fragio F3Q2 apesar desta Gltima também ter

apresentado tragos de atividade (tabela 3).

No entanto, nio foi possivel isolar o fator neutralizante nesta etapa do trabalho. A partir do
>

segundo fracionamento, a quantidade de material obtida ndo foi suficiente para prosseguir a
b

purificagdo.




Conclusao

Os resultados obti

proteinas capazes

38

dos neste capitulo indicam que 0 SOro da serpente B. moojeni apresenta

de neutralizar as atividades coagulante e hemorragica da pegonha bruta

da serpente da mesma espécie.




39

Referéncias Bibliograficas

Bjarnason, J.B. e Fox, J.W. (1994). Hemorrhagic metalloproteinases from snake venoms.
Pharmac. Ther. 62: 325-372.

Bradford, N.M. (1978). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram /
quantities of proteins utilizing the principle of protein-dye-binding. Anal. Biochem T2: 248. /

Brites,V.L.C. & Bauab, F.A. (1989). Fauna ofidiana do municipio de Uberldndia-MG-
Brasil. Ocorréncia na area urbana. Rev. Cién. Biom. UFU 4:3-7.

Campbell, J.A., and Lamar, W.W. (1983). The venomous Reptiles in Latin America.

Domont, G.B., Perales, J ¢ Moussatché, H. (1991). Natural Anti-Snake Venom Proteins.
Tox. 29: 1183-1194.

Gutierrez, J.M. & Rucavado, A. (2000). Snake venom metaloproteinases: Their role in the
pathogenesis of local tissue damage. Bicch.. 82: 841-850.

g~ - -

Hati, R., Mitra, P., Sarker, S. e Bhattacharyya, K.K. (1999). Snake Venom Hemorragins. :
Crit. Rev. Tox. 29: 1-19. |

Laemmli, U.K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
the bacteriophage T4. Nat. 227: 680-683.

AR R S T

Markland, F.S. (1998). Snake Venoms and The Hemostatic System. 7ox. 36: 1749-1800.

Matsui, T., Fujimura, Y., Titani, K. (2000). Snake Venom Proteases Affecting Hemostasis
and Thrombosis. Bioch. Biof. Acta 1477: 146-156.

Neves-Ferreira, A.G.C., Perales, J., Ovadia, M., Moussatché, H. & Domont, G.B. (1997).
Inhibitory properties of the antibothropic complex from the South American opossum
(Didelphis marsupialis) serum. Tox 35: 849-863.

Theakston, R.D., e Reid, H.A. (1983). Development of Simple Standard assay procedure
for the characterization of snake venom. Bull. W. H. Org. 61: 949-956.

Thwin, M.M. e Gopalakrishnakone, P. (1998). Snake Envenomation and Protective Natural
Endogenous Proteins: A Mini Review of the Recent Developments (1991-1997). Tox. 36:

1471-1482.



40

J., Fox, J.W e Domont, G.B. (2001). BJf’rGa, a sna!ce
Valente, RH, Dragulev, 5, PeraleIS;olation, characterization , cloning and insights into its

venom metalloproteinase inhibitor'. :
mechanism of action. Eur.Jour. Bioch. 268: 3042-3052.

b

];

;1%
0
i‘i;




Capitulo 2: Purificacao e
caracterizacdo parcial de uma proteina
do soro de B.moojeni com atividade
anti-hemorragica da peconha bruta da
mesma espécie.
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Resumo
principais eventos que ocorrem no envenenamento por serpentes

A hemorragia é um dos
do por hemorraginas, metaloproteases dependentes de Zn+2,

botrépicas. Este evento € causa
¢ componentes da membrana basal dos capilares,

capazes de atuar no tecido conjuntivo
avasamento do conteado sanguineo. Alguns animais possuem resisténcia

s do veneno de serpentes. Esta resist
e fatores neutralizantes presentes no soro destes animais.

levando ao extr
éncia pode ser explicada, na

natural aos efeitos nocivo
maioria das vezes, pela presen¢a d

Inibidores de hemorraginas ja foram descritos por varios grupos de pesquisadores Dentre

X0 peso molecular descritos, Bj46a isolado da serpente B jararaca € o

os inibidores de bai
ste trabalho foi isolar um inibidor de hemorraginas presente no

mais estudado. O objetivo de

soro de B. moojeni utilizando-se metodologia de purificagdo de Bjd6a.

sulfato de amodnio nas faixas de saturagéo: 0-

O soro de B. moojeni foi precipitado com
A fragio 40-60% foi aplicada em uma coluna Hitrap

40%; 40-60%; 60-80%; 80-100%.
Phenyl HP (1,6 x 2,5 cm) previamente equilibrada com tampdo fosfato de sédio 0.01M
contendo sulfato de amdnio 1M pH 7.0 A elui¢do foi realizada estabelecendo-se um

ar até 100% de fosfato de

rético indicou a presenea de
a0 fracionamento em HPLC coluna fase reversa C4,

gradiente salino line s6dio 0,1M pH 7,0 resultando em 7 pools:

Bm1-Bm7. O perfil eletrofo

pool Bm2. Bm2 foi submetido
pico principal, identi

bandas semelhantes a Bj46a no

ficado como Bml. A espectrometria de massa e

resultando em um
s comprovam a presenga do inibidor de

sequenciamento de 14 residuos aminoterminal

metaloprotease.

TR Y R e wER W B -




43

Abstract

m Bothrops snake envenomations. This

Haemorrhage is the principal event that occurs fro

event is caused by zinc metaloproteinases (haemorrhagins) probably acting on connective
tissue and basement membrane components of the capillary vessels and leading to

illary contents. Many animals possess natural resistance to snake

extravasation of cap
venoms effects. This resistance can be explained, in many Cases, by neutralizing factors

o Haemorrhagins inhibitors were described for many researchers.

present in their blood ser:
inhibitors described, Bj46a isolated from B. jararaca sera is the

The low molecular weight

better know. The aim of this work was isolated a haemorrhagins inhibitor present in

ology used by Bj46a purification.

B.moojeni sera using the metod
itated with ammonium sulfate in 0-4

The B. moojeni sera wWas precip 0%; 40-60%; 60-80%
action 40-60% was applied in a Hitrap Phenyl column
ed with Sodium Fosfate 0,1M pH7,0, resulting 7pools:

indicated bands with migrations similar to Bj46a in

and 80-100% of saturation. The fr

(1,6 X 2,5cm) previously equilibrat

Bm1-Bm7. The eletroforetic profile

C fractionation, reverse fase C4 column, resulting in

Bm2. This pool was submitted to FIPL
ectrometry results and aminoterminal sequence of

a main pic, identified Bml. The mass Sp

oteinases inhibitor.

14 residues reveal the presence of metalopr
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Introducao

A hemorragia ¢ um dos principais eventos que ocorrem 1o envenenamento por serpentes
botropicas (Bjarnason, & Fox, 1994). Este evento ¢ causado por hemorraginas,
metaloproteases dependentes de Zn™, capazes de atuar no tecido conjuntivo e componentes

da membrana basal dos capilares, levando ao extravasamento do conteado sanguineo (Hati

et al, 1999). Estas metaloproteases do veneno de serpentes (SVMPs) sdio agrupadas em 4
classes de acordo com seus dominios. A classe P-1, é a de menor peso molecular, contém
somente o dominio metaloprotease. A classe P-II, também de baixo peso molecular, €
formada pelos dominios metaloprotease ¢ “desintegrin-like”. A classe P-III, contem os

nios descritos €m p-1I além de um dominio “cysteine-rich” adicional. A

mesmos domi
classe P-IV é a de mai

um dominio “lectin-like”

or peso molecular e contem todos os dominios de P-III acrescido de

. Em termos de atividade biolégica, P-III e P-IV sio as classes

mais potente. E descrito que 08 dominios adicionais (desintegrin like, cys-rich e lectin-like)

ais na potencializacao da atividade hemorragica (Jia et al., 1996; Matsui et al,

sdo essenci
2000).
Inibidores de hemorraginas

relacionados em 2 classes: alto

ja foram descritos por varios grupos de pesquisadores e foram

peso molecular (700-1000kDa) e baixo peso molecular (52-

90-kDa) (Domont ef al, 1991). Dentre 05 inibidores de baixo peso molecular descritos,

Bj46a isolado da serpente B. jararaca,
ecanismo de acio (Valent

é o Unico até agora com seqiiéncia primaria

conhecida e suposto m e ef al., 2001). O objetivo deste trabalho

foi purificar um inibidor de

purificagdo estabelecida para Bj46a.

SVMPs do soro de B.moojeni utilizando uma metodologia de
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Material e Métodos
Material

1- Agitador Magnético - Corning

2- Balanca de precisio - Metter AG240

Centrifuge 5415C
Biotech

3- Centrifuga de eppendorfs -

4- Cromatografo Akta Purifier - Pharmacia
Voyager DE-PRO Perseptive Biosystems

5- Espectrofotometro massa-
Proteins Sequencer-Perkin Elmer

6- Sequenciador de proteinas 494 - Procise

7- Sistema de eletroforese - Mini Protean II- BioRad

8- Speed Vac Speed - Vac Plus SC210A Savant

9- Kit de dosagem de proteinas BCA - Bicinchoninic acid solution - Sigma

10- Sulfato de Aménio - Merck (ammonium sulfate ACS, PA)
11- TCA (Acido Tricloroacético) - Sigma
12- Triton X-100 - Sigma

13- Acetona - Vetec
Brilliant Blue R250 - Sigma

peso molecular - Pharmacia Biotech

14- Coomassie
15- Padriio baixo
na - Promega cat. V511

_Blot™ BioRad

16- Tripsina bovi
17- PVDF membrane - Seque
18- Acetonitrila - Merck

19- DTT (Ditiotreitol)

20- Todoacetamida - Sigma
21- 2-mercaptoetanol - Sigma
22- Acido acético - Sigma

23- Metanol - Sigma

24- Acido Formico - Sigma
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25- Tris - ACS Merck

26- Glicina PA - Merck

27- CAPS (3 cicloxilamino 1 propano sulfonic acid) - Sigma
28- Glicerol - Sigma

29- SDS (Lauril Sulfato de Sédio) - Sigma

30- Acrylamida - Sigma

31- TEMED - Sigma

32- Bis-acrylamida - Sigma

33- PSA (Persulfato de amonio) - Sigma

C e e v e an ot
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Métodos

1- Soro de B. moojeni

ngue coletado da decaptagéio de 10

O soro de B.moojeni foi obtido 2 partir do sa

gue permaneceu em repouso por 2 horas a temperatura ambiente e, em

gado a 3500rpm/20min. 0]

serpentes. O san
sobrenadante (soro) foi retirado e

seguida, centrifu

armazenado a -20°C.

2- Purificacio do inibidor das SVMPs

2.1- Precipitagiio Seletiva com Sulfato de Amonio

onada com sulfato de amonio partindo-se de 3ml de

Foi realizada precipitagdo fraci
es faixas de saturagdo: 0-40%; 40-60%; 60-80%; 80-

soro de B. moojeni nas seguint

100%.

Para cada faixa de saturacdo a amostra foi agitada até a homogeneidade, permanecendo

a 8°C. As amostras foram entdo centrifugadas a

em repouso por 15 minutos,
ante foi extraido € O volume registrado para célculo

14.000rpm/5minutos. O sobrenad
correspondente @ proxima faixa de saturagdo. Os

da massa a ser adicionada, ¢

precipitados foram ressuspendidos em PBS, pH 7.6.

amento da amostra «40-60%” de saturacio sulfato de amonio em

rose HP. A fragdo anti-

sulfato de amonio (40-

2.2- Fracion
hemorragica obtida da precipitagdo do soro de B.

Phenyl-Sepha
60%) foi ressuspendida em tampdo fosfato de

moojeni com
sodio 0.01M co
) em uma coluna

24mg de proteina
m O mesmo tampao

ntendo sulfato de amonio 1M pH 7.0 e aplicada (aproximadamente
Hitrap Phenyl HP (1,6 x 2, 5 cm) previamente
A elulgao foi realizada estabelecendo-se um

equilibrada co
¢ 100% de fosfato de soédio 0,IM pH 7,0

gradiente salino linear decrescente at
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utilizando-se fluxo linear de 2 mL/min a temperatura ambiente. O experimento foi

realizado utilizando-se o cromatdgrafo Akta Purifier.

2.3- Fracionamento do Pool Bm?2 em HPLC fase reversa coluna C; Vydac:

-24) resuitante da etapa anterior, foi pre

O pool Bm2 (tubos 22
dido em 2,0 mL de eluente B (TFA 0.08% em acetonitrila e

amonio a 80% e ressuspen
em coluna C-4 fase reversa Vydac 214TP54. A eluigdo foi

aplicado (1 ml por corrida)
100% A (TFA 0.1% em

realizada estabelecendo-se uim gradiente linear crescente até

4gua), fluxo de {m}/minuto, temperatura ambiente.

3-Dosagem de Proteinas

teinas das amostras foi realizada utilizando-se o

A determinagdo da quantidade de pro
cinchoninic Acid) (anexo 1). A curva padrio foi

Kit de dosagem de proteinas BCA (Bi

2 utilizando-se BSA (10 a 60ug). A leitura das amostras foi realizada em

estabelecid
comprimento de onda de 562nm.
mida (PAGE)

4- Eletroforese em Gel de poliacrila

a a 12% foram confeccionados de acordo com Laemmli (1970)

e Blue R250.

Os géis de poliacrilamid

e corados com Coomassi

5- Preparagio das amostras para SPS-PAGE 12%

sagem de proteinas, aliquotas correspondentes 15ug das fragdes foram

com
tras livres de sais, a concentrago foi realizada no

Apbs a do
TCA (anexo 2) para concentragdo da amostra e

alizada a precipitaqﬁo

SDS-PAGE. Nas amos

retiradas e re
aplicac@o no

concentrador Speed Vac-

cipitado com sulfato de

\x B

el
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Os precipitados obtidos foram ressuspendidos em agua destilada e tampao de amostra

concentrado (1:1) e aquecidos a 95°C/5minutos. Ap0s este periodo as amostras foram

centrifugadas a 14000rpm/5minutos e aplicadas em SDS-PAGE 12%.

6- Eletroforese

O gel confeccionado no sistema Biorad foi submetido a corrida, em voltagem
constante de 200v por aproximad
o molecular LMW- Pharmacia .

amente 40 minutos, corados e logo apoOs, descorados.

Foi utilizado padrdo de baixo pes

7- Caracterizagio do inibidor de metaloprotease do soro de B moojeni

7.1-Espectrometria de massa por MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption
nadas em sulfato de amonio

ionization- time of flight) das amostras fracio

observada em SDS-PAGE 12% (Bml) foi

A banda com migragdo semelhante a Bj46a
om tripsina (anexo 3) para analise em

recortada do gel € submetida a digestdo ¢

MALDI-TOF MS.

7.2~ Sequenciamento do inibidor de metaloprotease do soro de B.moojeni

A banda Bml foi transferida para uma membrana de PVDF (western blotting anexo 4)

artir da degradagdo aminoter
Elmer, USA).

e sequenciada a P minal de Edman em sequenciador 494

Procise Protein Sequencer (Perkin

-



97kDa
66kDa
45kDa

30kDa

14.4kpy
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Resultados

1-Precipitacio seletiva do soro de B. moojeni em Sulfato de Aménio. O

soro de B. moojeni foi fracionado em sulfato de amonio nas faixas de saturagio: 0-40%;
40-60%; 60-80% e 80-100%. Em SDS-PAGE, a fragdo 40-60% apresentou uma banda

definida (indicada pela seta verm que foi rastreada nas etapas

elha), semelhante 2 da Bj46a,

seguintes (Fig. 1).

SD]2345

e i A YRS ©

> SRS
—-»> @

R Ford

_>

Figura 1: Eletroforese das fracoes obtidas por precipitag:ﬁo seletiva do soro de

Sulfato de Amonio. O 010
adrio Peso Molecular: Fosforilase b- 94000, BSA-

B.moojeni em de B. moojeni foi fracionado em sulfato de
as de saturagdo: SD: P
43000, Anidrase ca
0. 1: Soro B. moojeni;
e 80-100% respectivamente.

amonio em 4 faix

67000, Ovoalbumina-

rbonica- 30000, inibidor triptico de soja- 20100,

a-lactalbuming- 1440 2-5: fragoes precipitadas com sulfato de

aménio, 0-40%; 40-60%; 60-80%
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2_ .
Fracionamento da amostra 40-60% em sulfato de amonio em coluna de

interaciio hidrofébica Phenyl-Sepharose HP.
A
figura 2 representa o perfil cromatografico da amostra obtida por 40-60% de saturagao de
sul oni
ulfato de amdnio em coluna de Phenyl-Sepharose. Foram obtidos 7 picos designados Bm1

aB
m7 que foram agrupados de acordo com o perfil eletroforético apresentado na figura 3.

Bm4

225 |
F | — 150
o
-gﬁ 150 —
- 100 g,
< -

75 50

0 0 I T T T T

25 50 75 100 125

Tempo (min)

Fi y .
gura 2: Fracionamento da amostra “40-60%” de saturacdo sulfato de amonio em

Phenyl- ~ .
enyl-Sepharose HP. A fragdo anti-hemorragica obtida da precipitagdo do soro de B.

moojeni A s ;
ojeni com sulfato de amonio (40-60%) foi ressuspendida em tampdo fosfato de sodio

0.0 a3
IM contendo sulfato de amdnio 1M pH 7.0 € aplicada (aproximadamente 24mg
pio fosfato

) em

um .
a coluna Hitrap Phenyl HP (1,6 x 2,5 cm) previamente equilibrada com tam

d rqe
e sédio 0.01M contendo sulfato de amdnio IM, pH 7.0. A eluigdo foi realizada

est ' e i
abelecendo-se um gradiente salino linear decrescente até 100% de fosfato de sodio 0,1M,

PH 7,0 utilizando-se fluxo linear de 2 mlL/min a temperatura ambiente. A linh
s agrupadas

a vermelha

Indica presen¢a de inibidor € as linhas verdes os pools Bm1-Bm7 (fragoe

baseado em SDS-PAGE, figura 2).




3- Eletroforese das fracdes obtidas da cromatografia e

Sepharose.
O perfil eletroforético indicou presenca de ba

pools Bm2 (tubos 22-24), Bm3 (tubos 25-28) ¢

Gel 1 Gel 2

97kDq

S
by, PP 123456 7 8 9 Sp12 3456789
—P s

gz

i k

RL T S

]Uk[)a \b\‘ ,_ﬁ

Bk i e o

B P l
! L 1

‘234567893D123456789SD1

SD123456789
e ‘.

<

m HP Phenyl —

ndas com migra¢ao semelhante a Bj46a nos

Bm4 (tubos 29-36) (Fig. 3)-

Gel 3

2345678‘)

o 0 o s o o i s o s : e ool st
] [pe—— . S —— } Ilh-n- [ 2
- = -
' e 4 -y '
1 i
i \w 1 i
, & e
™ G e
Gel 4 Gel 5 Gel 6

Figura 3: SDS-PAGE 12% das amostras coletadas
Sepharose HP. Aliquotas referentes a aproxi
precipitadas com TCA (acido tricloroacético), ress

totalmente aplicadas nos pogos.

Gel 1: |- Padrio Peso Molecular: Fosforilase

43000, Anidrase carbbnica- 30000, ‘nibidor triptico de soja
| — Padréo Peso
10: tubos 31-39. Gel

Pogos 2-10: tubos 3-7;18-21. Gel 2: Pogo
30. Gel 3: Pogo 1 — Padrdo Peso Molecular. Pogos 2-
Padréio Peso Molecular. Pogos 2-10: tubos 40-48. Gel
Pocos 2-10: tubos 49-57. Gel 6: Pogo 1 — Padrdo Peso
Pocos 6 e 7: amostras eluidas com agua,
amostra mae (40-60%).

madamente

uspendida em tampdo da amostra €

5: Pogo 1 —
Molecular. Pogos 1-5: 1
Poco 8: amostra eluida com etano

do fracionamento em Phenyl

15ug foram retiradas ¢

b- 94000, BSA- 67000, Ovoalbumina-

-20100, o-lactalbumina- 14400.
Molecular. Pogos 1-9: tubos 22-
4: Pogo 1 —
Padrio Peso Molecular.
ubos 58-62;
1 70% e 9:
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4- Cromatografia do pool Bm2 em HPLC coluna de fase reversa Cy

Vydac:

O pool Bm2 obtido na etapa anterior foi submetido ao fracionamento em HPLC, coluna C4,

resultando em um pico principal, o qual foi denominado como Bml, inibidor de SVMPs,

conforme item 7.

400 — Bm I 100
300 - e 3 L 75
o o
4 -
< 200 o -5 0 -
100 —2 5
0 A T _‘u— T T T 0
0 25 50 75 100

Tempo (min)

Figura 4- Cromatografia do pool Bm2 em HPLC fase reversa coluna C4 Vydac: O

pool Bm2 (tubos 22-24) foi pr
mL de eluente B (TFA 0.08% em acetonitrila) e aplicado (1 ml por corrida) em coluna Cc-4

izada estabelecendo-se um gradiente linear crescente até

ecipitado com sulfato de aménio 80% e ressuspendido em 2,0

Vydac 214TP54. A eluigio foi real
100% A (TFA 0.1% em 4gua), fluxo de | ml/minuto a temperatura ambiente.
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p

p F ig. 5).
o (Fig.
ina em cada po¢
de proteina
plicados cerca de 10ug
oram a
i 4o da Bml.
urificagdo

45kDa

30kDa —>

Dkpa —p ‘

14.4kD,

I - b i as ‘l I- SD-
p
i H SDS PAG

i 3000, An
l 1

1 -
2
9 A) 9 3 1
amOS = -

C4.
a, coluna
fase reversa,

to de Bm2 em HPLC

ionamen

obtido do fracio

; 4- Bml
Phenyl-Sepharose HP;
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6- Caracterizacio do inibidor de SVMPs da serpente B. moojeni (Bml).

6.1- Sequenciamento do inibidor de metaloprotease da serpente B.moojeni

O sequenciamento baseado na degradagio aminoterminal de Edman (anexos 3 e 4) analisou
14 residuos aminoterminais da Bml. Quando comparados com os 14 aminoacidos N-
terminais de Bj46a (Fig. 6), foi observado um consenso de 12 aminoacidos. Ocorreu uma
substituicio no aminoacido 4 (R por K) e o aminoacido 9 néo identificado, que em Bj46a €

uma cisteina.

Figura 6: Seqiiéncia dos 14 aminoacidos aminoterminais da BmI submetidos 2
degradacio de Edman e comparados com a Bj46a.

14

1
Bml: SQVKGDLEXDEKDA
Bj40a: SQVRGDLECDEKDA
Consenso: SQV GDLE DEKDA

X: amino4cido nio identificado
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6.2-Espectrometria de massa por MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption

ionization- time of flight) de Bml

A banda correspondente a Bml foi recortada do gel 12%
-TOF MS, que analisa a relagdo carga/massa

e submetida a digestdo com

tripsina para anélise dos peptideos em MALDI

desses peptideos comparando com proteinas depositadas no banco de dados. Quando

analisados, os fragmentos peptidicos apresentaram homologia a Bj46a (Fig. 7).

Resulis Summary
MOWSE HiB(%) % % Mean Daila MS Protein ; : )
Score Masses Cov TIC Frr Tol Digest MW Accession # Species Protein Name
Maiched ppm ppm Index#  (Da)pl
1 1.204e+005 §¢100) 34.0 100.0 -25.0 211 20645 3877957 BOTHROPS JARARACA metalloproteinase inkdoitoy
9]1?64?799]reﬂNP_5240?9.1l
204 460) 140 500 -414 332 o 5578247 177171 N UNREADABLE Protein disulfide isomerase
[Drosophila melanogaster]
3.8 4(0) 9.0 500 297 656 ° 5213766 hILED INFLUENZA A VIRUS neurarninidase
25.3 4(0) 120 500 195 213 100 46275550 12025170 HOMO SAPIENS thrombospondin
INFLUENZA A VIRUS
245 4(30) 110 500 1L§ 632 ‘0o 43130/7.8 132 (AICHICKENIGUANGDONGJQ? neuraminidase
{HON2))

a BmI em espectrometria de massa. Os fragmentos
Bml apresentou alta similaridade com Bj46a, observada
r um mowse score (acurécia) desejavel.

Figura7: Identificacio da band
peptidicos obtidos da digestdo de
como primeira proteina listada, além de possui
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Index Nurber: 29645
Acc.#: 1 Species: BOTHROPS JARARACA Name: metalloproteinase inhibitor
pl of Protein: 5.7
Protein MW: 38779
Aming Acid Composition: Alé C12 D23 E30 F11 G12 H30 114 K23 L26 M3 N20 P18 Qf RY 520 Tld V38 W3 Y8
1 11 z1 3l 41 51 61 71
MNSLVALVLL GQIIGSTLSS QVRGDLECDE KDAREWIDTG VRYINEHKLH GYRYALNVIK HIUVUVFHDE
8l 91 101 111 121 131 141 151
LETECHYLEY TPYENCTVRP QHNHAVEMDC DVEIMENYDT FEEDVERECH STpPDSYENYE BNCPRCPILL PSNNPQVVDS
161 171 181 191 201 211 2zl 231
VEYVLNK!IE FLET 5} GQHKYE PEAYYVEFAI VEVNCTAQEL HDDHHHCHPN TAGEDHIGFC RATVFRIHAL
241 251 261 271 281 291 301 311
LEKPKDEQFE SHCYILNVEE GHAHSHLIOO MVEXDSISPE HNNTALNFVH PHNDTSTSHE SHEHLAEVPY AFVEKELPKD
321 331 341

ISDEHTTPVE GCPGRVHHFE L

The matched peptides cover 34% (116/341 A A's) of the protein.

Figura 8: Comparagio da seqiiéncia de aminoacidos de Bml e Bj46a em
Espectrometro de Massa (MALDI-TOF MS). Os fragmentos peptidicos de Bml foram

comparados com Bj46a. As letras em vermelho indicam os aminodcidos consenso,

totalizando 34% de homologia de Bml com Bj46a.
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Discussio

No capitulo | relatamos a presenca de inibidores de hemorraginas no soro € fragoes da
serpente B. moojeni. Neste segundo capitulo, o enfoque estd na purificagdo de um inibidor
de hemorraginas seguindo um protocolo ja descrito para o isolamento da Bj46a. Este
protocolo, com algumas modificagdes, foi realizado no Laboratério de Toxinologia do
Instituto Oswaldo Cruz- RJ, sob a supervisdo do Dr. Jonas Perales e Dr. Richard Valente. O
soro da serpente B.moojeni foi coletado a partir da decapitagdo de 10 individuos,
gentilmente cedidos pela Pentapharm do Brasil e armazenado a —20°C. Uma aliquota deste
material foi retirada e realizada a precipitagio com sulfato de amonio nas faixas de 0-40%,
40-60%, 60-80% e 100%. No gel SDS-PAGE 12% foi observada a presenga de banda
equivalentes a migragiio eletroforética da ja isolada Bj46a, na mesma faixa de saturagdio de
sulfato de amdnio encontrada para esta proteina, 40-60%. Esta amostra foi entdo escolhida
para fracionamento em Phenyl Sepharose, utilizando como tampéo de equilibrio Fosfato de
s6dio 0,01M + Suifato de Amdnio 1,0M pH7,0. O perfil de bandas indicou a separagfo dos
pools em Bm1-Bm7.

O Pool Bm 2 apresentou migragdo semelhante a Bj46a, foi precipitado em 80% sulfato de
amonio e ressuspendido em acetonitrila e TFA (4cido trifluoroacético) 0,08%v/v (solugdo
B). Este procedimento foi utilizado para preparar a amostra para 0 préximo passo de
purificacdio do inibidor de hemorraginas presenteé no soro de B.moojeni. A amostra foi
entdo aplicada em 2 corridas, em HPLC fase reversa coluna C4, previamente equilibrada
em solucdio B. A eluigdo foi feita comegando-se um gradiente com 75% solugdo B € 25%
TFA em Agua (solugio A). O fluxo estabelecido foi de 2ml/minuto, a temperatura
ambiente. O perfil cromatografico apresentou 12 picos. Uma pequena aliquota do pico 9
(Bml) foi retirada e colocada em SpeedVac para concentrar 0 material e visualizar em SDS-
PAGE, 12%. No gel, foram visualizadas trés bandas muito proximas, sendo que o perfil
eletroforético de uma delas ¢ muito semelhante a Bj46a. A massa molecular identificada
pela migragdo eletroforética se situava em torno de 55kDa. Em Bj46a, a proteina

55.4 kDa em SDS-PAGE em condigdes
2001). Essa diferenca

homogénea possui uma massa molecular de

desnaturantes e 46kDa pela espectrometria de massa (Valente et al,

no tamanho molecular pode ser devida a presenca de carboidratos associados a Bml, que
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em Bj46a é de 17% da proteina total. Espera-se que Bml tenha um comportamento

semelhante, no entanto resolveu-se por ndo denomina-la Bm46 pela falta de dados que

comprovem o tamanho molecular. A denominagdo Bml refere-se a “Bothrops moojeni

Inhibitor”. A atividade anti-hemorragica foi realizada com o soro ¢ a amostra “40-60%”,

identificando a presenga de inibidores de hemorraginas, entretanto, ainda ndo foi realizada

com Bml.
A banda semelhante a Bj46a foi recortada e submetida a degradagio com tripsina para

andlise no espectrometro de massa, identificando entfio no banco de dados NCBI um

inibidor de Metaloproteinase hemorragica. A espectrometria de massa identificou também a

existéncia de proteinas contaminantes no material. Estas proteinas poderiam ser retiradas

utilizando-se uma outra etapa de purificagdo, como refracionamento da Bml na mesma

coluna, que ser4 realizado oportunamente.

Foi retirada também uma aliquota do pico 9 (Bml), concentrada em speed vac para

sequenciamento amino-terminal (anexo 3 e 4). O sequenciamento amino terminal também

indicou semelhanca a Bj46a. Dentre 0s 14 aminoacidos identificados, somente 2 néo

corresponderam a proteina ja descrita. Bml apresenta uma Lys na posi¢éo 4, enquanto que

Bj46a possui uma Arg, indicando uma substituicio conservativa, ja que esses dois

aminoacidos apresentam caracteristicas quimicas semelhantes. O aminoacido na posigéo 9,

ndio foi possivel ser identificado. Em Bj46a existe uma Cys nesta posigéo. O aminoacido

Cys n3o é identificado sem ser submetido a um tratamento quimico, uma alquilagdo que

permite a identificago do residuo.

A utilizagdo de alta tecnologia foi essencial para a identifica¢do do inibidor e seu quase

completo isolamento. A descrigdo do inibidor, suas caracteristicas quimicas e estudos de

interagfio serfio realizados oportunamente € representam uma nova etapa deste trabalho.
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Conclusiao

O soro de B moojeni contém inibidores de hemorraginas

Seguindo-se um protocolo de purificagio de um inibidor do soro de B. jararaca ja

descrito, foi possivel detectar e identificar um inibidor de SVMPs utilizando-se

espectrometria de massa

O inibidor, em SDS-PAGE apresentou PM de aproximadamente 55kDa

Bml apresentou identidade de 86% com Bj46a na seqiiéncia de 14 residuos

aminoterminais.
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Anexol
BC : . 3747 N. Meridian Road
A Protein Assay Kit b.0.Box117
Rockford,|IL61105 0768

23225

Product Description Number
Description

23225 BCA Protein Assay Kit
Contains sufficient reagents for 500 test tube or 5,000 microwell plate assays.
BCA Reagent A, 1,000 ml of rcagent containing sodium carbonate, sodium bicarbonate,
bicinchoninic acid and sodium tartrate in 0.1 M sodium hydroxide. Available separately as Product

No. 23223.

BCA Reagent B, 25 m/ of a solution containing
No. 23224.

Albumin Standard, /0 x [ ml ampules containing bovine serum albu
2.0 mg/ml in a solution of 0.9% saline and 0.05% sodium azide. Avai
23209.

Wi .

B grc(;isk_)red at room tempcrature, the kit has a shelf life of at least 12 months from lh

Stintin p;;ate upon shipping in colc} weather or during loog-lenn storage, dissolve the precipitates by gentiy w
g. If any kit reagent shows discoloration or evidence of microbial contamination, discard the reagent.

<
ur Bovine Gamma Globulin (BGG) Standard (Prod. No. 23212, 10 x I ml ampu
ncluded in this kit (Table 1).

4% cupric sulfate. Available separately as Product

min (BSA) ata concentration of
Jable separately as Product No.

e date of reccipt. Sliould eilher Reagent A or Reagent
arming the solutions while

Note: inor Wi )
ote: If ¥;‘u are wor‘kmg with IgG samples, you may prefer o les, 2 mg/m).
is BGG Standard may be diluted and used as described for the BSA Standard i

If you would like to avoid the tedious and {ime-consuming effon of preparing the diluted protein stan
the BSA and BGG standards in sets containing 7 x 3.5 ml bottles of pre-diluted protein standards covering ttie range from
125 ug/ml to 2,000 ug/ml. The Pre-Diluted Protein Standards are available separately as Prod. No. 23208 (BSA) or 23213 (BGG).

dards, Pierce aiso offers both

The BCA-Protein Reaction Scheme
OH-

"2 A tetradentate-Cu-'-' complex

1). Protein (peptide bonds) + Cu
»- BCA-Cu*! complex (purple colored, read at A562)

2). Cir"! + 2 Bicinchoninic Acid (BCA)

Introduction ‘

::Z;:;;rl(.:e BGA Prolein {\ssay ‘iS a delergent-compatible {Qi-mulation based on bicinchoninic acid (BCA) for the colorimelri(f detcction- and 1

reaCtion)lsvr“tgftOtal- protein. '[:h.lS method cor'nbines the well-known reduction ot"Cu+? to Cu-*-' by protein in an alkaline médlur.n '(the biuret

bicinchoni rii th.e h'lrghly sensitive and selcctl.ve colorimetric detection of the cuprous cation (Cu*") using a unique reagent co‘ntammg

ion. This wa: acid.' The purplc-color‘e(.i reaction product of this assay is fonned by the chelfztion of‘ two molteculcs of BQA with one cuprous

working ran er-soluble complex exhibits a strong absorbance at 562 nm that is linear with increasing protein concentrations over a broad
ge of 20 pg/ml to 2,000 Hg/ml. The BCA method is not a true end-point method - the final color continues to develop but,

following j - . .
ma:“"“g incubation, the rate of color development is slowed sufficientiy to'allow large numbers of samples to be done in a singie run. The
romolecular structure of protein, the number of peptide bonds and the presence of four amino acids (cysteine-, cystine, tryptophan and

A2 Studies with di-, tri- and tetrapeptides suggest {hat the extent of color

tvroc:
f)(; rosm'e) a.re reported to be responsible for color formation with BC
rmation is not simply due to the sum of the contributions of the individual color-producing functional groups.
Telephone: 800-8-PIERCE (800-874-3723) or 815-968-0747 - Fax: 81 5-068-7316 or 800-842-5007 Internet:
http:llwww.piercenet.com 1
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Preparation

Il; Preparation ofDiluted BSA Standards

arl?ptare a fresh sei ofprotein standards by diluting the 2.0 mg/ml BSA stock standard (Slock), preferably in the same diluent as your sample. For

. hs of starfdard dilutions, see Table 1. The BSA Standard (1 ml ampule of the 2.0 mg/ml) is sufficient to prepare a set of diluted siandards for
cr working range. There will be sufficieiit volume for three replicalions of each diluled BSA standard, if desired.

i‘o l;rr‘;l:;‘:t\i;/); of ?he BCA.Wo‘rking Reagent (W B) ‘
rbidiy s ob ) mlz 50 paris of BC.ZA Reagent A th.h l pari of: BCA Reagem B. When BCA Reagent B is initially added to BCA Reagent A, a
oftess o & served that quickly disappears upon mlxmg.to yield a clear-green WR. Prepare sufficient volume of WR based upon the number
o be done. Each test tube sample to be done requires 2.0 ml of the WR, whilc the microwell plate samples require oniy 200 pi. The WR
t A

is st . .
able for at least | day when stored in a closed container at room temperature (RT). > -

The Test Tube Protocol (Sample to WR ratio =1:21)

1. P
ipct 0.1 ml of each standard or unknown sample into appropriately labeled test tubes. Usc

2.
Add 2.0 ml of the WR to cacli tube, inix well.

3.1 ;
ncubate ali the tubes at the selecled lemperalure and lime:
a, Standard Protocol: . 37°C for 30 minutes (working range = 20-2,000 ug/mi) b. Room Temp.

0. 1 ml of the dilyent for the blank tubes.

Protocol: RT for 2 hours (working range = 20-2,000 ~ig/mI) c. Enhanced Protocol:  60°C for
30 minutes (working range = 5-250 ug/ml)

ote: Increasing lhe incubalion time or lemperature increascs lhe nct A(562) for cach lest and dccreascs bolh llic

minj . . .
imum detection levei of the reagent and the working range of the pratocol.
»

4, ; .
) h//:ﬂer Incubation, cool ali tubes to RT. *
-Me
Naz:re the absorbance at 562 nm of each tube vs. a water reference.
bew e: Becau.sc the BCA Reagent does not rcach a truc end point, color development will continue cven aftcr cooling to RT. However,
s‘ a.use the rale of color development is low at RT, if mu A(562) rcadings of ali the tubos can bc done in 10 minutes or less, no
Ignificant error is introduced.

6. Subt
7 b f:rCt the average A(562) reading for the blanks from the A(562) reading for each standard or unknown sample.
Pare a standard curve by piotting Ihe average blank corrected A(562) reading for each BSA standard vs. its concentration in (J

ml. Usj . , -
&/m} Using the standard curve, determine the protein conceniration for each unknown sample.

The M;
ht? Microwell Plate Protocol (Sample 10 WR Ratio = i:9)*

. Pi
?et 25.ul of each standard or unknown sample into the appropriate microwell plate wells. Use 2
*WOrkmg range = 20-2,000 p g/ml)
Note: If sample size is limited, 10 ul of each unknown sample and standard can be used. However,

5 ul of the diluent for the blank wells.

the working range of the assay will be

limited to 125-2,000 ug/m. ' -
2. Add
3 200 ul of the WR to cach well, mix the plate well on a plate shaker for 30 seconds. <A ! !
.C . |
) AOVer the plate and incubate lhe plale at 37°C for 30 minutes. PN
- After incubation, cool the plate to RT
A

5. Me
asure the absorbance at or near 562 nm on a plate reader. /
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the Standard Test Tube Protocol. This is due to the shorter light path employed with a plate reader. If higher A(562) readings are
required: I) increase the incubation time to 2 hours or 2) increase the incubation temperature to 60°C.
C. Increasing the incubation time, incubation temperalure or ratio of sample volume to WR increascs the nct A(562) for cacli well and
lowers both the ininimum detection levei of tlic reagent and Ihe working range of the protocol.
6. Subtract tile average A(562) reading for the blanks froni tlic A(562) reading fur each standard or unkiiown sample.
7. Preparc a st;_mdard curve by piotting the average blank-corrected A(562) rcading for cach BSA standard vs. its
concentration in pg/ml. Using the standard curve, determine the protein concentration for each unknown sample. g i'
\I\
Performance Characteristics of the BCA Protein Assay Reagent Anl
. Response Curves for BSA and BGG
Typical color response curves for BSA
and bovino gamma globulin (BGG) j
3
E 2
o
w
22
«
R
\5 o
(ig?n(:l 1000 1500 2000 - ™ " \..'Protein concentration in
na o
" ' Figure shows the typical linear color
response curves for BSA and BGG using
the Standard /; %\
(37°C/30-minute) Test Tube Prolocol.
2, ;
Eagﬁ‘:}‘f?m'to-protein Variation
the commonly used total protein assay methods exhibits some degree of varying response toward different proteins. These differences

relat ; . e ; : - .
Colofrtgsammo acid sequence, pi, structure and the presence of certain side chains or prosthetic groups that can dramatically alter the protein's
ponse.

(I;Z(t)j:n?irr?tzin assay ITlethOdS utilize BSA or immunoglobulin (IgG) as Fhe standard against which the con.centration of pro}‘ein in‘the sample is

Curve shs l'dUSmg either of these proteins as the standard works' well in most assay methods. However, if great accuracy is required, the standard

Table 5 : be pr'epared from a puré sample of the target protein to be m.ea.sure(?. ' . |

1,000 gS/ ows ‘typxcal BCA ‘Protein Assay Reagent protein-to-protein variations in color response. Ali proteins \.’vere tested at a concentration of

color ris ml using the 30-minute/37°C Test Tube Protocol. The average net color response for BSA was nonnalized to 1.00 and the average net
ponse of the other proteins is expressed as a ratio to the response of BSA.

3. .
) Som[’atlble Substances
Substances listed in Table 3 were found to be compatible with the Standard Tube BCA Protein Assay Protocol if the error in the estimate of

th :

suzplmtem concentration (BSA at 1,000 p g/ml) caused by the presence of the substance in the sample was less than or equal to 10%. The

the Sl ances in Table 3 were tested over a period of.three wecks using freshiy prepared WR with cach run. The blank corrected A(562) readings (for
2000 ug/ml BSA standard + substance) were compared to the net A(562) of the 1,000 ug/ml BSA standard prepared in 0.9% saline.
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%h Substances Known to Interfere
¢ following substances have been reported to interfere with Ihe accurate estimation of protein concentration with the BCA Protein Assay

Reagent. They should be avoided as components of the sample buffer.
Ascorbic Acid Catecholamines Creatinine  Cysteine EGTA Impure Glycerol Hydrogen pcroxide  Hydrazides

(N42BH4 and NaCNBH3)  Iron Lipids Mclibiosc Phenol Red Impure Sucrose Tryptophan  Tyrosinc Uric
Acid

Troubleshooting

Ilr;tTI}‘e Prese.nce of Incompatible Substances in the Sample
erference in the BCA Protein Assay may be eliminated or overcome by:

z Rt?mo.ving the interfering substance by dialysis or gel filtration.
- Diluting the sample to the point that the substance no longer interferes. (This works if the starting protein concen

the sample is high.)

tration of

¢. Precipitating the protcin§ in the sample wilh acetone or trichioroacetic acid (TCA); the liquid containing the
& Increnc substance that interfered is discarded and the protein pellet is casily solubilized dircctiy in the alkalinc BCA WR.i’
- Increasing the amount of copper in the WR (use 4 ml or even 6 mi of Reagent B/ 100 ml of Reagent A instead of the 2 ml of Reagent

B/100 ml of Reagent A that is called for in the instructions for preparing the BCA WR). This may eliminate interference by copper

N chelating agents.
ote: For . , . . . ..
greatest accuracy ofthe estimate of protein concentration in the sample, the protein standards must be treated identically to the

sample,

écé;;?;:altlwc' Total Protein Reagents

of the ab :v Y, interference by a reducing substance or metal chelating

Protein Assz m[cithods. I_f that occurs, try the Pierce Coomassic@ Pius Protein Assay Reagent

médium dY eagent is a modificd 'Brz.ldford formulation. This rcagent conlains lhe Coomassie®
and produces a blue color tliat is incasured at 595 nni.

"substance coniainedin the sample cannot be overcome easily by any
Kit, Product No. 23236. The Coomassic® Pius
dye that binds Io protein in an acidic

3. :
: fi?eﬁdtmg at Wavelengths other than 562 nm
Photometer or plate reader with a 562 nm filter is not available, the purple color may be measured at any wavelength between 540 nm

and 59 45 .
Waveleo m;:, The maximum absorbance of the BCA-Cu"'"’ complex occurs at 562 nm. Taking the absorbance mcasurcments at any
protoc(;gt other than 562 nm will result in a lower slope for the standard curve and may increase the minimum detection levei for the

4. :
CarC;eam"g and Re-use of Glassware
must be exercised when re-using glassware. The BCA Reagent is sensitivo to metal ions,

cl .
¢aned and then given a thorough final rinse with high-quality deionized water.

especially copper ions. Ali glassware must be
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Anexo 2
Precipita¢io de proteinas com TCA

Procedimento:

1- Levar a amostra para uma concentracéio proteica maior ou igual a 100ug/mli (pode ser feito
com speed vac)

2- para cada 1ml de amostra, adicionar 278ul de TCA 50% e 139ul d¢ Triton X-100 1% e
misturar no vortex.

3- Incubar no gelo por 30 minutos

4- centrifugar a 14000 rpm por 10minutos a 4 graus centigrados ¢ remover o sobrenadante.
3- lavar o precipitado com 500ul de acetona gelada

6- centrifugar a 14000 rpm por 10minutos a 4 graus centigrados e remover 0 sobrenadante
7- Repetir mais uma vez a lavagem com acetona gelada

8- Deixar o precipitado secar ao ar livre.
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Anexo 3

Degradac¢ao de Edman

O seqiienciador automético de proteinas e peptideos usa a técnica de degradagdo de
Edman (Edman, 1950) para remover e identificar aminoécidos a partir da porgdo N-
terminal de um polipeptideo. Apos ativagio de um filtro, composto de papel e fibra de
vidro, a proteina é hidrofobicamente ligada a este suporte € em seguida colocada na
cdmara de reagdo. Depois de cada ciclo degradativo, o aminoacido N-terminal €
removido da cadeia polipeptidica na forma derivada de anilinotiazolinona (ATZ). O
aminodcido-ATZ é automaticamente transferido para uma segunda cimara onde ocorre
a conversio para um derivado mais estavel na forma de feniltiohidantoina (aminoécido-
PTH). O amino4cido-PTH ¢ transferido para um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia onde a identificacéo ¢ realizada em comparagéo aos tempos de retengéo
de amino4cidos-padrio. O seqiienciador utilizado foi o modelo PSQ-23A da Shimadzu

Corporation. Aplicou-se 100 picomoles de amostra a um fitro previamente ativado. A

seqiiéncia obtida foi utilizada para procuras em bancos de dados (GenBank, SwissProt e

PIR) utizando o programa BLAST (Altschul et al., 1997).
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Anexo 4 WESTERN BLOTTING]|

<AM<AT |

Sistema Mini Trans-Blot Bio Rad

- Apbés a eletroforese, rinsar o gel com tampdo de transferéncia para retirar sais €
detergente e equilibrar o tamanho na nova solugéo.

2- Cortar o PVDF do tamanho do gel e colocar em metanol por 5 segundos. Transferir
para H"O MQ até que ele permanega afundado e logo equilibrar em tampéo de
transferéncia (manipular a membrana sempre com luvas e/ou pinga).

3- Saturar os papéis de filtro e as esponjas com tamp@o de transferéncia.

4- Num recipiente de pléastico, colocar o cassete de blotting com o lado preto (-)
voltado para baixo e o lado transparente (+) em &ngulo, sustentado pela lateral do
recipiente (corrida sera do -->+).

5- Acima do lado preto colocar : esponja, papel de filtro, gel, PVDF, papel de filtro,
esponja. Verificar sempre a existéncia de bolhas. Elas devem ser evitadas em todos os
niveis do sanduiche para garantir uma transferéncia uniforme. Fechar o cassete.

6- Colocar o cassete no suporte, lado preto com lado preto.

7- Colocar todo o conjunto no tanque de transferéncia e encher com tampdo de
transferéncia gelado. Colocar um agitador magnético no fundo do tanque para que a
transferéncia ocorra sob agitagdo. Colocar o recipiente contendo gelo dentro do tanque.
8- Ligar a fonte e fazer a transferéncia a 100 volts constantes (= 250 mA p/ Laemmli
12%) por 1 hora. (Para transferéncias mais longas, a cérﬂara de blotting devera ser
colocada em cAmara fria). Colocar o tanque sobre uma placa agitadora,

condigles elétricas para | ou 2 géis).

Tampédes de tranferéncia
SDS-PAGE : 25 mMiris, 192 mMglicina, 20% metanol, pH 8,3.

3.03gtris

14, 4gglicina

200 ml metanol

HitMQqsp 11

pH deverd estar entre 8,1 e 8,4. Ndo ajustar o pH !

P AGE nativo : 25 m M tris, 192 mMglicina, p H 8,3.
Igual ao anterior, sem metanol.

Referéncia:  Manual de Instrugdo do Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell
Catdlogos r™ 170-3930 e 170-3935
Bio-Rad

(mesmas.
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REVELACAO DO PVDF PARA SEQUENCIAMENTO

1- Ap6s a tranferéncia, lavar exaustivamente a membrana com H;0 MQ para retirada dos

contaminantes de tris e glicina (s6 manipular com luvas e/ou pinga).

2- Corar 0 PVDF por 5 minutos em azul de Coomassie R250 0,025% em metanol 50%.

3- Lavar o excesso de corante com metanol 50%.
*4- Corar com Vermelho de Ponceau 0,1% em Acido Acético 2%.
*5- Se necessario, lavar um pouco com agua.

6- Secar a membrana ao ar livre.
7- Usando bisturis novos, cortar as bandas de interesse e colocar em eppendorfs novos.

8- Cortar um pedago de PVDF sem proteina para servir de controle.
9- Colocar diretamente no segiienciador automatico (ideal quantidades em tomo de 500

pmoles p/ o Shimadzu da UENF).

Referéncia:  Paul Matsudaira
The Journal ofBiological Chemistry 262, J 0035-] 0038 (1987)



