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INTRODUGAO

Os venenos de serpentes pecgonhentas
representam uma mistura muito rica em
compostos orgéanicos e inorgéanicos. Dentre
os compostos inorganicos estdo o ions
metalicos e sua composicdo organica inclui
carboidratos (glicoproteinas), lipideos
(fosfolipideos), aminas biogénicas,
aminoacidos e nucleotideos. A maior parte
dos compostos presentes nos venenos das
serpentes é formada por proteinas que sao
90-95% do peso seco do veneno [1]. Entre
delas destacam-se as peptidases (serino e
metalopeptidases). Vaérias peptidases
isoladas de venenos ofidicos estdo sendo
usadas para fins terapéuticos, dentre as
quais serinopeptidases, como o Batroxobin®
e o Ancrod® utilizados como anticoagulantes
em cirurgias cardiacas. A batroxobina, uma
enzima trombina simile encontrada no
veneno de Bothrops atrox, usada no
tratamento de doencas trombéticas [2].
Dessa forma produz uma rede flexivel de
ligacdes ndo cruzadas que é rapidamente
removida do sistema circulatério pelo
sistema fibrinolitico resultando em um efeito
final desfibrinante.

Ainda que ja existam enzimas do veneno de
serpentes com aplicagdo na regulagédo da
cascata da coagulagéo, varios laboratérios
tém buscado novas alternativas de venenos
que apresentem atividade na hemostasia, a
fim de obtencgdo de produtos farmacologicos
ainda nado investigados com potencial
terapéutico. Destacam-se, para este fim, as
serpentes australianas do género elapidae,
pois seu veneno apresenta uma alta quantia
de proteinas pro-coagulantes (5-40% do
total) com propriedades similares ao
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complexo enzimatico macromolecular
encontrado no sangue [3]. Este complexo
consiste em uma serinoprotease fator Xa
(FXa) e cofator Va ligados a superficie de
membrana aniénica que converte
rapidamente a protrombina em trombina
atuando posteriormente como uma enzima-
chave na regulacdo para a formacgédo do
tampé&o hemostatico [4].

Com o advento das técnicas bioquimicas

mais  sensiveis e precisas, como
espectrometria de massa, resinas
cromatograficas de alta resolugédo e
detectores ultravioleta mais sensiveis,

tornou-se possivel identificar e caracterizar
componentes minoritarios dos venenos que
antes, devido a sua baixa concentracédo
e/ou baixa resolugdo dos sistemas de
purificacdo, passavam despercebidos.

OBJETIVO

Isolar e caracterizar metalopeptidases do
veneno de Pseudechis australis.

METODOLOGIA

1. Veneno

O veneno utilizado neste trabalho foi
oriundo do banco de venenos do Centro de
Biotecnologia do IPEN, ou cedidos pela
empresa Venom Supplies (Australia) com a
qual temos colaboragao formal.
2. Purificagcao

Baseados em “screening” anteriores
realizados pelo grupo, para a obtencdo de
peptidases derivadas do veneno de
Pseudechis australis.

2.1. Cromatografia de troca anidnica

O veneno bruto (30 mg) foi dissolvido
em 1 mL de tampao tris 25 mM pH 8,5 e
centrifugado. O sobrenadante foi entéo



injetado em uma coluna Mono-Q 5/50 (GE-
healthcare) com um fluxo de 1 mL/minuto e
um gradiente de 0 a 1 M de NaCl em 20
minutos. Foram coletados 1 mL tubo.

3. Dosagem proteica

A dosagem proteica foi realizada pelo
método de Bradford [5].

4. Eletroforese SDS-PAGE 10%

Géis preparados dos produtos de: agua
destilada, poliacrilamida 30% (29,2g de
acrilamida e 0,8 g de bisacrilamida),
persulfato de aménio, TEMED e SDS 10%
com tampao de resolugao (12,1g de tris, pH
8,8, ajuste do pH com HCI e qg.s.p 100mL)
ou tampéo de empilhamento (6,0g de tris,
pH 6,8, ajuste do pH com HCl e g.s.p
100mL)

5. Zimografia

A realizagdo do ensaio zimografico utiliza a
mesma metodologia do experimento SDS-
PAGE 12% para o preparo do gel e da
corrida eletroforética. Entretanto, durante o
preparo do gel, é diluido o substrato
(gelatina ou caseina) para que seja
degradado pela a amostra a ser analisada.

RESULTADOS

A utilizagdo do método de cromatografia de
troca ionica, foram obtidos 6 picos. Foram
utilizados 30mg do veneno de Pseudechis
australis diluidos em tampéao Tris 25 mM pH
7,4 para corrida cromatografica de Troca
Anibnica com um gradiente de eluicdo
crescente de Tris 25 mM + NaCl 1 M
utilizando a coluna MonoQ 50/5. Observou-
se que no final do procedimento, a obtengao
de 5 picos ap6s o inicio do gradiente e 1
pico de ‘nao-retidos’ antes do inicio do
gradiente. Findo o fracionamento, os
picos obtidos foram analisados por
eletroforese em gel (SDS-PAGE) visando
estimar a pureza e massa molecular
utilizando um padrdo (figura 2) e, em
seguida, o teste de zimografia feito com
gelatina em sua composicdo (figura 3).
Confirmando a presenca de peptidases nos
picos 2 e 3 também em etapas
subsequentes, como a analise com azo-

caseina em placa de microtitulacdo diluido
em Tris-HCI 10 mM + NaCl 100 mM pH 7,6.

CONCLUSOES

A abordagem utilizada permitiu segregar a

atividade proteolitica em dois picos distintos
o que facilitara etapas posteriores de
purificacdo. Houve significativo ganho de
tempo nos ensaios cromatograficos ap6s a
transicdo da cromatografia de gel filtragcao
pela técnica de troca ibnica, ja que em
etapas anteriores do projeto, foram feitas
tentativas com outras tecnicas de
pufiricacdo. Com a mudanca de estratégia,
foi verificada a obtenc&o de picos distintos
com uma atividade detectavel, algo
promissor. Os ensaios pos-fracionamento
evidenciam que a técnica utilizada néo
aboliu a atividade, possibilitando assim o
desenvolvimento das etapas futuras de
isolamento da toxina de interesse.
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