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INTRODUCAO

Os venenos ofidicos sdao os fluidos
secretorios mais concentrados de que se
tem conhecimento [1]. Sdo compostos
por cerca de 90% de proteinas e

peptideos com um vasto leque de
atividades bioldgicas. Alguns destes
compostos tem aplicagdes

biotecnoldgicas, e/ou farmacoldgicas
sendo que ja existem no mercado ou
em teste varios medicamentos
derivados de venenos como o anti-
hipertensivo Captopril e seus derivados,
e o batroxobin, utilizado em disturbios
da coagulagao.

. Existe interesse em enzimas trombina-
simile para o desenvolvimento de
farmacos que possam ser utilizados
para depletar o fibrinogénio durante
processos cirargicos. Estudos
preliminares do veneno de Pseudechis
australis evidenciaram a existéncia
desta enzima.

OBJETIVO

Purificar e caracterizar serino-
proteinases provenientes do veneno de
Pseudechis australis, com potencial
farmacoldgico.

METODOLOGIA

Foi utilizado o veneno fornecido por
Peter Mirtschin (Venom  Supplies,
Australia). Para a purificagao do veneno
foram realizados  trés métodos,
utilizando como Tampdo de retencao
Tris-HCI 50mM e diferentes
concentracdes de NaCl e Tampao de
eluicao glicina com diferentes
concentracées em pH3. Também houve
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a variacgado de resinas na coluna
cromatografica.

A avaliacdo da pureza foi realizada por
SDS-PAGE 12,5%, as proteinas obtidas
foram comparadas com um padrao de
peso molecular. E a caracterizagdao da
atividade enzimatica foi realizada pelo
método de Furukawa e Hayashi [2]
modificado para microplaca utilizando
veneno de Bothrops jararacussu como

controle positivo.

RESULTADOS

A Figura 1 retrata o cromatograma do
veneno de P. australis, utilizando o
tampao Tris HClI 50mM/NaCl 150 mM
pH8. Observam-se dois picos bem
distintos

Figura 1: Purificacdo de P. australis em

benzamidina comercial. Pool 1 refere-se

a fracdao ndo retida e o Pool 2 refere-se
a fracdo eluida.

Analisamos a pureza através de SDS-
PAGE (Figura 2). em diferentes corridas
cromatograficas utilizando o tampao
50mM Tris HCI/150mM NaCl pH8. Nota-
se que 0 veneno possui um conjunto de
proteinas com afinidade por
benzamidina.



MK P.a. 1 2 3 4

Figura 2: MK- Marcador de peso
molecular. P.a.- Veneno total de
Pseudechis australis. 1-4- Fragdes
retidas do veneno de Pseudechis
australis, obtidas em diferentes
cromatografias.

A Tabela 1 demonstra a prevaléncia da
atividade trombina-simile na fragao
retida. Observa-se uma atividade
superior aquela do controle positivo
(veneno de Bothrops jararacussu).

‘Tabela 1: Atividade fibrinogenolitica das

fracoes.
At | Branco C+ | Nao Retido | Retido
20" | 0,093 | 0,044 0,046 0,150
40’ 0,113 0,048 0,047 0,182
60" | 0,111 | 0,056 0,050 0,200
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CONCLUSOES

Os nossos dados indicam que o melhor
método para a purificagdo da
serinoprotease ¢é utilizar a coluna de
benzamidina comercial. No entanto,
apesar da seletividade teodrica da resina,
é possivel observar a presenga de varios
contaminantes tornando  necessario
outro passo cromatografico.

O experimento da atividade fibrinolitica
adaptado para microplaca permite
economia de material, tempo e ainda
fornece maior sensibilidade, uma vez
que a leitura é realizada por meétodos
espectrofotométricos.
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