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4.4.1.2-MALDI-TOF
Conforme acima citado, a resolugdo deste aparelho é menor. Este fato é

exemplificado pelo espectro da toxina nativa (figura 8). A toxina pode ser
detectada na sua forma monomérica com cargas +3, +2 e +1. Aparecem também
a bothropstoxina-1 na sua forma dimérica (M=27388,58), o trimero (M=411157,65)

o trimero com carga +2 (M/z=20567,2) e o tetrAmero com carga +1(M= 54833,92).
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Figura 8: espectro MALDI-TOF da toxina nativa.
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Para a amostra irradiada com 500 Gy (figura 9), considerando a janela de
deteccado utilizada, podemos ver o mondmero da bothropstoxina-1 com carga +2
(M/z=6874,43) e +1 (M=13744,36). O dimero e as outras formas ndo foram
detectadas.
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Figura 9: espectro MALDI-TOF da toxina irradiada com 500 Gy.
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Para a amostra irradiada com 1000 Gy (figura 10), Mais uma vez, sao

detectados os monémeros com cargas +2 e +1.
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Figura 10: espectro MALDI-TOF da toxina irradiada com 1000 Gy.



44

O espectro da toxina irradiada com 2000 Gy (figura 11) € um pouco mais
complexo de ser analisado. Na por¢ao esquerda do grafico s&o vistos picos cujas
raz0es carga/massa ndo correspondem a proteina de interesse. Nao foi possivel
determinar se tais picos correspondem a fragmentos da toxina ou a modificagdes
na estrutura primaria da proteina (desaminacdo, oxidac¢des), acarretando
diferengas de massa. Na posi¢&o correspondente ao pico da proteina com carga
+1 (em torno de 13700) podemos ver um pequeno pico, que corresponde a toxina

integra.
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Figura 11: espectro MALDI-TOF da toxina irradiada com 2000 Gy.
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4.5.1 Analise dos clones positivos por ressondncia plasménica de superficie

Os clones positivos no ensaio imunoenzimatico foram ensaiados por esta
técnica. Neste ensaio, adsorve-se o ligante a um “chip” previamente condicionado
para acoplamento de grupamentos amina. A seguir, injetaram-se 5ul da solugao a
ser ensaiada. Finda a injec&o, pode se avaliar a quantidade de material ligado pela
diferenca entre a leitura (em unidades de ressonéancia ou UR) apds o termino da
injecdo e a leitura inicial (linha base). Segue abaixo um sensograma tipico deste

tipo de ensaio (figura 23).
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Figura 23: Sensograma tipico de um ensaio de ressonéncia plasménica de superficie.
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