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3-MATERIAL E METODOS

3.1 - Confecg¢ao da coluna de trombina

Para a realizagdo da purificagdo de um inibidor da trombina optou-se como
primeiro passo, o processo cromatografico por afinidade aquela proteina. Assim, a
primeira agdo foi a de acoplar a trombina a resina adequada, para entdo dar inicio ao
processo de purificagao.

Para tanto, foram pesados 10g de resina Sepharose 4B CNBr e esta foi
inchada em HCI 1mM por 1 hora rendendo cerca de 12 mL de gel. A resina foi
ativada com uma lavagem da mesma solucdo de HCI por 1 hora. Uma vez ativada, a
resina foi ambientada em tampéo fosfato 50mM, pH 8,0.

Equilibrada a resina, o tampéo foi substituido pela solugéo de trombina. Foram
pesados 65 mg de trombina (Sigma). Em seguida a trombina foi dissolvida em 25 mL
de Phosphate Buffer Saline (PBS). Antes da adigcdo a resina, a solugdo de trombina
teve sua absorvancia mensurada em comprimento de onda a 280 nm para
comparagdo dos valores antes e ap6s o acoplamento da proteina a resina
Sepharose.

A trombina foi adicionada a resina e incubada durante 12 horas no rotator a
temperatura de 4° C. Para preencher possiveis sitios ativos da resina foi utilizado um
tampdo com grupamento amina. Para tanto foi preparado um tampdo contendo

50mM de glicina em pH 7,5 e adicionado a solugéo da resina contendo trombina por

1 hora no rotator (cerca de 20 mL da solug&o).
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4.8 - Agregacao plaquetaria

Os trés picos oriundos da cromatografia por troca idnica em sistema FPLC e
exclusdo molecular em sistema HPLC foram testados para as atividades
anticoagulante e antiagregante plaquetaria. Os resultados da atividade antiagregante
plaquetaria e anticoagulante (tempo de trombina) mostraram que os picos 2 e 3,
provenientes coluna de trombina, assim como o segundo pico gerado pela coluna
Mono Q, sdo capazes de inibir a trombina em sua atividade pré agregante
plaquetaria e pro-coagulante. Os testes de coagulagdo e agregagdo plaquetaria

revelam que o terceiro pico possui a maior atividade inibitéria da trombina.
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Figura 12: Controle positivo mostrando agregacgdo plaguetaria com diferentes concentragbes de
trombina (0,7 € 0.07 U/mL). O grafico refere-se ao tempo decorrido em minutos logo apds a adi¢do de

trombina em relacdo ao percentual crescente da agregacéao.
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O controle positivo foi obtido através da adicdo de trobina 0,07 Ul
(concentragéo final) as plaquetas lavadas. No protocolo para agregacao plaquetaria
do Laboratério de Hemostasia da Fundagdo Pré Sangue utiliza trombina 0,7 U/mL
como padrdo para controle positivo. Todavia foi utilizada a concentragdo de 0,07
U/mL conforme descrito por ZINGALI et al (1993).

Em contato com plaquetas, a trombina tem a propriedade de ativa-las
(figura 12). Um processo em que a trombina cliva a glicoproteina Ib (GPIb) ativando
plaquetas vizinhas. [sso faz com que estas emitam pseudépodes e liberarem
substancias (ADP, tromboxana A, etc) que atuam na adesdo e agregacio
plaquetaria. Todas as plaquetas envolvidas, assim tornam-se extremamente:

viscosas, facilitando a adesdo e agregacgdo plaquetaria. Um processo que requer

fator de von Willibrand.
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Figura 13: Controle negativo da agregagao plaquetéria utilizando PBS. O grafico refere-se ao tempo

decorrido em minutos logo apés a adigdo de PBS em relagao ao percentual crescente da agregagao.
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No controle negativo pode-se observar que o PBS nio é capaz de induzir a

agregacao plaquetaria. Todas as amostras de toxinas utilizadas encontravam-se em

presenca de PBS.

Chael?  Chemnei2  Chamnel3  Ghsmneld

.mb o H badr v iy -v..... S SR .n

1,68 208 300 tf‘.(lf) So0 1 R
Tame {miveo)

Figura 14: Atividade pro-coagulante do pico 1 (5 ug) proveniente da coluna por afinidade a trombina.
Indug&o da agregagéo plaquetaria de 65%. O grafico refere-se ao tempo decorrido em minutos logo

ap6s a adig&o do pico 1 em relagdo ao percentual crescente da agregagao.

Os resultados dos testes de agregagdo plaquetaria revelam que mesmo
possuindo afinidade pela coluna de trombina, o pico 1 da coluna de trombina n&o
possui atividade antiagregante plaquetaria e revela atividade pro agregante. Isso se

deve ao fato de nem todas as proteinas serem neutralizadas pelos inibidores de

serinoproteases.
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Figura 15: Atividade antiagregante plaquetaria do terceiro pico oriundo da cromatografia por afinidade
em coluna de trombina. Indugdo de 30% da agregagd@o. O gréafico refere-se ao tempo decorrido em

minutos logo apos a adigao de trombina e o pico 3 (15 pg) da coluna de trombina em relagdo ao
percentual crescente da agregacgao (figura 12).

Como a fragdo do terceiro pico da coluna de trombina ndo se encontrava
totalmente pura, uma maior massa protéica da terceira fragdo da cromatografia por
afinidade a trombina foi utilizada pra promover a inibigdo da agregacdo plaquetaria
induzida por trombina. Neste experimento 15 ug de massa do terceiro pico foram

utilizados para promover apenas 30% de agregagao plaquetaria.
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Figura 16: Atividade antiagregante plaquetéria da “moojenina”. Indugdo de 12% da agregacado
plaquetaria. O grafico refere-se ao tempo decorrido em minutos logo apds a adigao de trombina e
“moojenina” (1ug) em relagdo ao percentual crescente da agregagao.

Na figura 16 pode-se observar uma importante inibicdo da agregagéo
plaquetaria induzida por trombina utilizando 1 (1ug) de “moojenina” purificada
através da cromatografia por troca idnica. O mesmo resultado é obtido com
‘moojenina” purificada através da cromatografia por exclusdo molecular utilizando

coluna TSK- 3000 em sistema HPLC. Dados ndo apresentados.
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