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De tudo, ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comecando...
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A certeza de que seremos interrompidos antes de terminar...

Portanto, devemos:

Fazer da interrupcdo um caminho novo...
Da queda, um passo de danga...

Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro...

“O encontro marcado” Fernando Sabino (1956).
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Introdugdo 2

1- INTRODUGAO

Venenos ofidicos sdo secre¢des glandulares predominantemente protéicas, nas
quais se encontram desde peptideos biologicamente ativos até cadeias polipeptidicas
complexas. Dezenas de atividades enzimaticas foram encontradas em venenos
ofidicos, muitas das quais responsaveis por sintomas e outras manifestacées visiveis
em vitimas de picada por serpentes, tais como necrose tecidual, dor, e coagulagéo ou
inibicdo da coagulagdo sanguinea (Berger et al., 1989). Os efeitos sobre os
mecanismos hemostaticos da coagulacdo sdo em grande parte decorrentes da
atividade de serino-proteases semelhantes a trombina, que frequentemente recebem a
denominagdo SVTLEs, do Inglés “snake venom thrombin-like enzyme”. Cerca de 100
toxinas ofidicas foram descritas como SVTLEs (Marsh and Williams, 2005),
pertencentes a 35 diferentes espécies de serpentes (Pirkle, 1998). Através do
alinhamento de 30 estruturas primarias de SVTLEs verificou-se que o grau de
similaridade entre elas variava de 51 a 98%, mostrando o quanto essas estruturas
protéicas sao conservadas entre as diferentes espécies. Os valores de similaridade
obtidos quando as mesmas SVTLEs foram alinhadas a serino-proteases classicas
(quimiotripsina, trombina, calicreina, tripsina) estdo entre 30 e 40%. Além da
semelhanga entre suas sequéncias primarias, ainda foi demonstrado por estudos
filogenéticos, que as SVTLEs sdo homologas uma vez que possuem a trombina como
ancestral comum (Castro et al., 2004).

Estudos cristalograficos permitiram a determinagao da estrutura tridimensional de
um ativador de plasminogénio presente no veneno de Trimeresurus stejnegeri (TSV-PA)

(Parry et al., 1998), o qual possui elevados indices de similaridade com as demais
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SVTLEs, variando de 53 a 74% (Castro et al., 2004). A estrutura desta proteina foi
utilizada como um protétipo em estudos de modelamento de proteinas na familia das
serino-proteases de venenos de Bothrops alternatus (Vitorino-Cardoso et al., 2006),
Lachesis muta (Castro et al., 2001) e Bothrops jararaca (Henriques et al., 2004), o que
mostrou que estas enzimas tém possivelmente estruturas tridimensionais muito
semelhantes. Recentemente foram deduzidas as estruturas cristalograficas de duas
serino-proteases de Agkistrodon actus, mostrando que ambas apresentam alta
similaridade estrutural com TSV-PA como indicado pela distribuicdo tridimensional dos
carbonos alfa das estruturas comparadas (Zhu et al., 2005).

Um dos desafios enfrentados no desenvolvimento de kits de ELISA para
imunodiagnosticos rapidos que possam ser utilizados na identificagdo do veneno no
soro de acidentados ofidicos é a existéncia de proteinas similares em venenos ofidicos
de espécies distintas ou de epitopos comuns entre proteinas de diferentes venenos, o
que podera levar a ambiguidade na identificacdo da espécie responsavel pelo acidente
ofidico como consequéncia da baixa seletividade dos anticorpos utilizados. Em 2003, a
Organizagdo Mundial de Saude (WHO) promoveu um encontro com autoridades
representativas de dezenas de paises para discutir o progresso e a padronizagédo da
soroterapia anti-toxinas. A soroterapia monovalente, que faz uso de soro produzido em
animais imunizados com venenos de animais representativos de uma unica espécie, ao
invés da polivalente, que faz uso de soro que é produzido por animais imunizados com
venenos de serpentes de varias espécies foi priorizada para acidentados ofidicos por
duas razdes principais: 1) possuir maior efetividade por dose de IgG, uma vez que os
anticorpos sao especificos para aquele tipo de veneno nao contendo imunoglobulinas

contra proteinas de outros venenos que diluiriam o soro; 2) por levar a uma menor
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reacado de hipersensibilidade no paciente, conhecida como “doenga do soro”, uma vez
que, sendo mais efetivo, menores doses do soro monovalente serao necessarias para o
tratamento do paciente, o que diminui a resposta imune do paciente contra esses
“antigenos” exogenos (Theakston et al., 2003). Por isso, para um bom progndstico de
um acidentado ofidico, a identificacdo da espécie causadora do acidente é de
fundamental importancia por permitir a utilizagcdo de soroterapia monovalente.

Githes e Butz (1929) mostraram que soro de animal imunizado com veneno de
Crotalus atrox efetivamente neutraliza venenos de cinco outras espécies. A partir de
entdo, esse fenbmeno ficou conhecido por neutralizagdo paraespecifica. A
imunorreatividade cruzada entre toxinas ofidicas é a base dessa atividade em alguns
soros monovalentes (Minton, 1979).

Estudos da imunologia de venenos foram iniciados antes da descoberta dos
anticorpos, quando foi demonstrado que soro de animais tratados com doses nao letais
de veneno de Vipera aspis continha substancias capazes de neutralizar a atividade
desse veneno (Phisalix e Bertrand, 1897ab). O primeiro relato de imunorreatividade
cruzada foi feito logo apo6s a descoberta da existéncia dos anticorpos, baseado em
exemplos obtidos com soros preparados contra certas substancias ou misturas, que
reagiam com multiplos antigenos (Landsteiner, 1897). Esse fenbmeno comecgou a ser
estudado nos primérdios do século XX, quando os venenos ofidicos passaram também
a ser importantes objetos de estudo. O trabalho que originalmente descreveu a
imunorreatividade cruzada em venenos de serpentes relatou que antisoro produzido
contra veneno de Naja reagia também com veneno de Vipera russelli em testes de
precipitacao realizados contra o veneno homologo e os de diferentes espécies (Lamb,

1902).
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A origem da reatividade imunolégica cruzada, que é frequentemente observada
com soros antiofidicos e em investigagdo imunoquimica de venenos deve-se, em grande
parte, as relagdes filogenéticas entre as espécies das serpentes consideradas, refletindo
as semelhangas estruturais entre toxinas homdélogas dos diversos venenos. Mais do que
isto, € amplamente aceito que reagdes imunoldgicas cruzadas envolvam interagdes entre
proteinas funcionalmente relacionadas presentes em venenos de diferentes espécies
(Rael et al., 1986; Henderson e Bieber, 1986; Martinez et al., 1989; Choumet et al., 1991;
Nakamura et al., 1992; Tan et al., 1993; Harrison et al., 2003). Contudo, em um numero
restrito de trabalhos, em que foram usadas toxinas bem definidas estrutural e
funcionalmente, mostrou-se que a reatividade cruzada em venenos de serpentes pode
também envolver proteinas funcionalmente n&o relacionadas (Tan e Ponnudurai, 1994;
Tan et al., 1993). Recentemente, Stabeli et al. (2005) propuseram que esta modalidade
de reatividade imunoldgica cruzada, que ocorre entre componentes funcionalmente nao
relacionados de venenos, envolve anticorpos cujos mecanismos de reconhecimento
antigénico dependem de adaptagao conformacional reciproca entre antigeno e anticorpo.
Minton (1979) e Boquet (1979) ja haviam sugerido que, em alguns casos, existia uma
aparente falta de correlagao entre reatividade cruzada e relagao filogenética das espécies
cujos venenos haviam sido estudados, uma indicacdo de que multiplos fatores
contribuem para este fenébmeno imunoldgico.

Reatividade imunoldgica cruzada ja foi descrita com inumeros tipos de antigenos;
como exemplo, a IgE monoclonal SPE7, produzida contra o hapteno 2,4-dinitrofenil
(DNP), liga-se a muitos outros compostos nédo relacionados, como vermelho de alizarina
e furazolidona, com constantes de dissociagao similares a obtida para o DNP (James et

al. 2003). A origem desta multipla especificidade de um mesmo anticorpo, condigao
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esta suficiente para gerar reatividade cruzada, tem sido estudada sob a otica da
maturagcdo da afinidade dos anticorpos através de investigagao cristalografica e por
ressonancia nuclear magnética de complexos antigeno-anticorpo (Cauerff et al., 2004;
Yin et al., 2003; David et al., 2006; Demirel et al., 2005; Jimenez et al., 2004; Sethi et
al., 2006; Yin et al., 2001; Notkins, 2004), mostrando que anticorpos maduros ligam-se
mais especificamente aos haptenos imunogénicos do que os anticorpos produzidos por
células da linhagem germinativa. O processo de maturagdo de afinidade €& decorrente
de mutagdes somaticas que ocorrem nos linfocitos, acarretando alteragcdes na afinidade
dos anticorpos pelos haptenos, sendo selecionados os mutantes que produzirem
aumento da especificidade (French et al., 1989).

Alguns peptideos livres ou segmentos internos de proteinas apresentam
flexibilidade estrutural, o que pode contribuir para a producédo de anticorpos de varias
especificidades e, consequentemente, ser uma fonte adicional de reatividade cruzada
(Campbell et al., 2000). Stabeli et al., (2005) mostraram que anticorpos purificados de
soro antibotrépico comercial por afinidade contra o peptideo lle'-Hse'", um fragmento
isolado da enzima L- aminoacido oxidase (LAAO) do veneno de B. moojeni,
reconheceram, em immunoblot, diversas proteinas com diferentes massas moleculares
neste e em outros venenos. As proteinas do veneno de B. moojeni que apresentaram
reacdo cruzada foram purificadas e identificadas por microssequenciamento,
encontrando-se entre elas a propria LAAO que contém uma alga externa com o
segmento analogo ao peptideo lle'-Hse'", duas serino-peptidases e uma fosfolipase A2.
Estas ultimas proteinas nao apresentam qualquer sequUéncia semelhante ao
undecapeptideo lle'-Hse'' ou funcdo relacionada a LAAO. O peptideo lle'-Hse'! foi

capaz de inibir a interacdo dos anticorpos preparados por afinidade com as proteinas
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do veneno, corroborando a idéia de que similaridade de sequéncia n&o contribuiu para
a reatividade cruzada do anticorpo especifico com os demais componentes do veneno,
uma vez que estes ndo apresentam a sequéncia do fragmento lle'-Hse'! e, apesar
disto, tiveram suas interagbes com os anticorpos abolidas pelo peptideo.

Existem outras implicacbes de ordem pratica na existéncia de reatividade
cruzada em antivenenos para fins terapéuticos. Recentemente, foi aventado o uso de
sequéncias polipeptidicas filogeneticamente conservadas na produg¢do de soros para
induzir protegdo cruzada contra toxinas importantes de venenos de varias espécies
(Harrison et al., 2003); por outro lado, foi sugerido que imunorreatividade cruzada entre
componentes nao relacionados filogeneticamente pode acarretar perda de poténcia de
soros antiofidicos para certas toxinas, cujos anticorpos seriam espoliados através de
interagbes com fragdes atdxicas ou pouco téxicas dos venenos (Stabeli et al., 2005).

Nosso entendimento sobre a imunoreatividade cruzada em venenos ofidicos tem
sido prejudicado pelos diferentes protocolos experimentais utilizados para sua
demonstragdo, como por exemplo: 1) fonte dos anticorpos utilizados, monovalente,
polivalente ou anti-toxinas especificas; 2) o objeto de estudo a ser utilizado, venenos
brutos ou fragbes bem caracterizadas; 3) o tipo de ensaio utilizado para avaliar a
imunorreatividade cruzada, ELISA, ensaios de precipitagdo ou immunoblotting (Stabeli
et al., 2005). Essas variaveis impossibilitam a combinagdo do conhecimento gerado,
limitando cada evidéncia as suas proprias condi¢cdes experimentais e, por isso, o termo
imunorreatividade cruzada vem sendo utilizado promiscuamente na grande maioria dos
trabalhos envolvendo imunoquimica de venenos. O uso de antivenenos para avaliar a
ocorréncia desse fendbmeno contribui pouco para a sua compreensao, pois nessas

misturas existem inumeros anticorpos produzidos contra uma variedade de epitopos
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presentes nos venenos, obscurecendo a compreensao da intimidade dos mecanismos
da imunorreatividade cruzada. Apesar do numero expressivo de relatos na literatura,
nota-se que ha dificuldades em se interpretar certos resultados de imunoquimica de
venenos, e pouco se evoluiu no entendimento da imunorretatividade cruzada desde seu
primeiro relato em 1902.

Nenhum estudo avaliando a imunorreatividade cruzada de anticorpos
produzidos especificamente contra um peptideo sintético correspondente a um
segmento de proteina de veneno ofidico foi encontrado na literatura. Esse tipo de
estudo poderia contribuir para um aprofundamento no nivel de discussdo sobre
imunorreatividade cruzada em venenos ofidicos uma vez que faz uso de um novo
modelo experimental.

No presente trabalho abordamos o estudo da imunorreatividade cruzada de
venenos ofidicos usando reagentes imunoquimicos, antigeno e anticorpo, cujas
estruturas e especificidades apresentam alto grau de definicdo conseguida por sintese
de fragmentos de toxinas. A estrutura tridimensional do ativador de plasminogénio TSV-
PA foi utilizada como ponto de partida para a escolha de peptideos com certas
caracteristicas das SVTLEs para obtencdo de soros antipeptidicos com propriedades
anti-SVTLEs. Nés descrevemos os resultados obtidos com um peptideo sintetizado
quimicamente e utilizado para imunizagdo de coelhos cujos soros, juntamente com
soros comerciais antibotropico e anticrotalico foram utilizados como fonte de anticorpos
para estudos imunoquimicos de reatividade cruzada entre venenos de diferentes

especies de serpentes.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral
e Compreensao da natureza do fenbmeno da imunorreatividade cruzada em

venenos ofidicos.

2.2- Objetivo especifico
e O presente trabalho teve como objetivo avaliar a imunorreatividade

cruzada de anticorpos anti-peptideo em ensaios com venenos ofidicos.



3- MATERIAIS



Materiais 12

3- MATERIAIS

3.1- Purificagao de BApNA-hidrolase de veneno de Crotalus durissus

Os venenos de C.durissus foram obtidos do Serpentario do Campus da USP-
Ribeirdao Preto e mantidos secos a 4°C até uso. Os venenos crotalicos usados para
purificagdo da enzima BApNA-hidrolase foram extraidos dos exemplares n®® 90712 e
103491, cujos conteudos de atividade sobre o substrato BApNA eram mais altos entre
10 venenos individualmente testados ( os conteudos de atividade para hidrélise de
BApNA, expressos em u/mg variaram até 11 x nas amostras analisadas).

O substrato BApNA, membrana cut off 3000 Da e a enzima PGNase F (Sigma),
Tris (Pharmacia Biotech), NaCl (Panreac), acido citrico (Pierce), , acido acético (Synth).
O tampao formato de sodio foi preparado a partir de acido férmico (Baker) e NaOH (
Panreac). CM-Sepharose e Polibuffer96 foram obtidos da Pharmacia Fine Chemicals.
Os equipamentos utilizados foram: espectofotdometro Beckman DU-2 (modificado pela

Incibras), banho 37°C (Fanem LTDA), centrifuga (Clay Adams), pHmetro (Analion).

3.2- Sintese de peptideo em fase sélida
Fmoc aminoacidos, resina Rink amida, NMP, Hobt hidratado e HBTU foram
obtidos da Advanced Chemtech. DMF e metanol (J.T.Baker), Tis e DIPEA (Aldrich),

TFA (Vetec), piperidina (Fluka), TNBS (Pierce).

3.3- Purificagao do peptideo sintético
Cartuchos Sep Pak C18 para pré-purificacdo de peptideos brutos foram obtidos

da Waters, acetonitrila (J.T.Baker). Para avaliagcao e purificagdo do peptideo sintetizado
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utilizou-se HPLC de fase reversa num equipamento Shimadzu SCL-6B acoplado a uma

coluna Vydac C-18.

3.4- Oxidagao do peptideo

Imidazol e NalO4 foram obtidos da Sigma.

3.5- Analise de aminoacidos
Acido metanossulfénico 4 N contendo 0,2% de triptamina foi obtido da Pierce,
padrdo de aminoacidos (Sigma), capilares de vidro (Merse) e glicerol (Merck). As
analises de aminoacidos foram realizadas em um analisador de aminoacidos
automatico equipado com uma coluna (22 X 0,6 cm) empacotada com resina Beckman
W-3, sistema de coluna unica. A sensibilidade do método € de 0.5-10 nmol/residuo,

com detecgao por ninidrina.

3.6- Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

SDS e glicina foram obtidos da Pharmacia Biotech, corante para detecgédo de
proteinas (Coomassie R-250) e TEMED (Sigma), persulfato de aménio e DTT (USB
Corporation, Cleveland, USA), acrilamida (Pierce), bisacrilamida (Bio Rad) e Tris
(Serva). O marcador de peso molecular de proteinas foi obtido da Fermentas (Hanover,
MD, Estados Unidos). O sistema de eletroforese (Mini-Protean3) foi obtido da Bio-Rad
(Hercules, SA, Estados Unidos). As solugbes estoques foram as seguintes: tampao
para gel de separagao (acrilamida 12% p/v, bisacrilamida 0,3% p/v, Tris-HCI 375mM pH
8,8 e SDS 0,1% p/v) e o gel de concentragao (acrilamida 3% p/v, bisacrilamida 0,1%

p/v, Tris-HCI 125 mM pH 6,8 e SDS 0,1% p/v), persulfato de aménio 10%, tampéao de
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corrida da eletroforese (Tris base 25mM, glicina 192mM e SDS 0,1%, pH 8,3), tampéao
das amostras das proteinas (concentrado 2x: Tris-HCI 20 mM, glicerol 10 %, SDS 1 % e

azul de bromofenol 0,05 %) e agua destilada.

3.7- Sintese das resinas de afinidade
A resina Sepharose 6B foi obtida da Pharmacia, funil de placa porosa (Vidrolabor),
NaBHs (Synth), bisepdxi, acido €-amino caproico, MES, EDAC, hidrazina 30%, p-
aminobenzamidina , etanolamina, MnCl,, NHS, IBPA e resina de vidro de poro controlado
foram obtidos da Sigma, reagente de Eliman (5,5-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico)) (Aldrich),

B-mercaptoetanol (Pharmacia Biotech), bicarbonato de sddio (Merck).

3.8- Obtencao do conjugado peptideo: carreador
EDTA, acido iodoacético e anidrido succinico (Sigma), cloreto de guanidino

(BRL, Bethesda, MD)

3.9- Obtencgao de anticorpos
O reagente completo de Freund foi preparado a partir de adjuvante incompleto
(9:1 nujol:arlacel A) adicionado de BCG (Butantan). Centrifuga refrigerada (Sorvall),
soro antibotrépico e anticrotalico, com validade vencida para uso terapéutico

(Butantan).

3.10- Purificagao dos anticorpos por cromatografia de afinidade
As colunas de plastico utilizadas para o empacotamento das resinas de afinidade

bem como os filtros inferior e superior foram obtidos da Supelco.
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3.11- Immunoblotting

Membrana de nitrocelulose (Hybond ECL) foi obtida da Amershan Pharmacia
(Piscataway, NJ, Estados Unidos), peroxidase (Sigma), leite molico. As solugbes
utilizadas foram: solugéo salina tamponada em Tris com Tween 0,05% (TTBS; 100 mM
NaCl, 100 mM Tris-HCI pH7,5, 0,1% (v/v) de Tween (USB corporation), sistema de
transferéncia semi-seco (Trans-Blot SD, Bio-Rad), tamp&o de transferéncia (192 mM
glicina, 25 mM Tris-base-HCI pH 8,3, 20% (v/v) de metanol e 0,1% (p/v) de SDS),
Solugdes A e B (Luminol Reagent Solution A e Solution B, Santa Cruz Biotechnology),
filme e as respectivas solugdes: reveladora, composta de agua (85-90%), metabissulfito
de sédio (5-10%) e hidroquinona (2%), e fixadora, composta de agua (80-85%),

tiossulfato de amdnio (5-10%) e tiocianato de aménio (5-10%) foram obtidos da Kodak.
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4- METODOS

4.1- Purificagcao de BApNA-hidrolase de veneno de C. durissus

4.1.1- Ensaios enzimaticos:

4.1.1.1- Hidrélise do BApNA

Para avaliagdo da atividade de BApNA-hidrolase nos venenos estudados foi
utilizado ensaio colorimétrico utilizando BApNA como substrato, conforme Alexander et
al., 1988, com modificagdes . Apds acado enzimatica, ha liberagdo de pNA, um composto
de coloragcdo amarelada que absorve em comprimento de onda de 410 nm. O ensaio
enzimatico foi realizado da seguinte forma: adicionou-se a 300 pyL de solugéo de
BApNA 10 mM em Tris-HCI 90 mM pH 8,1 com 150 mM de NaCl um volume de amostra
conhecido, suficiente para gerar uma coloragcédo levemente amarelada apos 30 min de
reagdo a 37°C. ApoOs esse periodo parou-se a reacdo pela adigdo de 500 pL de acido
citrico 5% (v/v) e verificou-se absorvancia a 410 nm. O valor obtido juntamente com o
coeficiente de absortividade molar da pNA (8800 cm™.M™") foi utilizado para o calculo do

numero de unidades enzimaticas recuperados apos cada processo de purificagao.

4.1.1.2- Hidrélise do BAEE
Para avaliacdo da atividade esterasica das BApNA-hidrolases do veneno
avaliou-se sua atividade sobre o substrato BAEE, conforme Bergmeyer (1974). Para

isso, adicionou-se a uma solugdo de enzima 1:100 (100 pL) 1,5 mL de solugcéo de
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BAEE 0,25 mM em tampéo fosfato de sédio 70 mM pH 7,6. Apds 5 min de reacéo a

temperatura de 30 °C, foi feita a leitura a 253 nm.

4.1.2- Selegcao dos venenos
Foi feita avaliagdo da atividade de BApNA-hidrolase em venenos secos de 10
serpentes de C.durissus identificadas eletronicamente pela leitura do numero do seu
chip. Os venenos das serpentes que mostraram maior atividade sobre o substrato

BApNA foram selecionados para serem submetidos a purificacdo de BApNA-hidrolases.

4.1.3- Precipitacao isoelétrica da crotoxina

Aproximadamente 100 mg dos venenos selecionados foram dissolvidos em 10
mL de Tris-HCI 25 mM pH 7,2 e a solu¢do centrifugada a 14000 rpm por 2 min em
microcentrifuga. O sobrenadante obtido foi submetido a dialise, em membrana cut off
10000 Da, contra 1 L de tampéo formato de sédio 20 mM pH 4,75, sob agitacdo em
banho de gelo. Apds 2 h o tamp&o foi trocado e deixou-se durante a noite a 4°C. O
denso precipitado que se formou foi removido por centrifugagdo a 5000 rpm por 10 min
e, ao sobrenadante recolhido, foram adicionados 600 pL de Tris-HCI 1M pH 8,1 para
neutralizacdo do pH. Esta solucdo foi utilizada para posterior purificacédo de proteinas

com atividade sobre BApNA.

4.1.4-Cromatofocalizagao
A purificagdo por cromatofocalizag&o foi feita conforme Sluyterman et al., 1978,
com modificagdes. Para tal, dialisou-se 1,3 mL do sobrenadante da etapa anterior

contra acetato de amdnio 20 mM pH 4,5. Em seguida, aplicou-se essa amostra, ao fluxo
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de 40 pyL/min, em uma coluna CM-Sepharose previamente lavada com HCI 0,1 M e
equilibrada no mesmo tampao utilizado para dialise. A eluicdo foi feita nesse mesmo
fluxo com Polibuffer94 1:10 (v/v) pH 7,2. Foram coletadas fragbes de 1 mL cujos valores
de absorvancia a 280 nm e de pH foram obtidos apds leitura manual. As atividades de

BApNA-hidrolases foram analisadas em cada tubo por atividade sobre BApNA.

4.1.5- Cromatografia de afinidade

Foi utilizada a resina  Sepharose-bisepoxi-e-aminocaproico-p-amino-
benzamidina, cuja producdo foi descrita no item 4.7. Sobre a resina, previamente
equilibrada em Tris-HCI 0,1 M com 0,1 M de NaCl, aplicou-se a amostra. Em seguida, a
coluna foi lavada com 3 volumes de coluna (vc) sequencialmente com o tampao de
equilibrio, e em seguida NaCl 0,15 M. O primeiro passo da eluigao foi feito com acetato
de sédio 50 mM pH 4,75 com NaCl 0,1 M seguido por formato de sédio 50 mM pH 3,0
com 0,1 M de NaCl. As fragdes eluidas foram coletadas em tubos contendo Tris-HCI 1

M pH 8,1.

4.1.6- Deglicosilagao das BApNA-hidrolases
Essa reagao enzimatica foi feita conforme Glyko’s, 1998, com modificagcbes. A
mistura de reagao foi composta por: 10 uL das fracdes contendo BApNA-hidrolase, 15
ML de tampao fosfato de sédio 100 mM pH 7,5 e 3 yL da enzima PGNase F. A reagao
foi deixada durante a noite a 37°C e terminada pela adigdo do tamp&o de amostra para

SDS-PAGE contendo DTT.
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4.2- Sintese de peptideo em fase sélida
As sinteses dos peptideos foram realizadas em fase solida pela estratégia Fmoc
convencional (Chan e White, 2000), cujos detalhes estdo descritos abaixo. O peptideo

sintetizado foi SSEHIAPLSLPSSPPI, denominado Ser’-lle’®.

4.2.1- Remogéao do Fmoc

A resina Rink-amida (250 mg; 0,175 meq) foi inicialmente suspensa em 5 mL de
DMF para inchar (15 min) e transferida para o reator de vidro com placa porosa com
capacidade apropriada para esta quantidade de resina. Apds 7 ciclos de lavagem (3
mL de DMF; 20 s de agitagcdo com Ny; aspiragdo) com auxilio de sistema automatizado
e do programa Sole_250.bs2, procedeu-se a remog¢éo do Fmoc protetor do grupo amino
por adicdo manual de 2 x 3 mL de piperidina (20% em DMF) sobre a resina e incubagao
por 3 e 7 min apdés as respectivas adigbes, com agitacdo por N,. A resina
desbloqueada, cuja presenca de grupos amina livres foi demonstravel por reagdo com
TNBS 0,1% em metanol, na presenca de DIPEA 0,5 M, foi lavada 7x com DMF, como
descrito acima.

Este processo de remogao de Fmoc de grupos amina foi também usado durante

as etapas de elongagao da cadeia peptidica.

4.2.2- Acoplamento dos Fmoc-aminoacidos
Cada aminoacido Fmoc-AA foi pesado, com um excesso molar de 2,5 vezes, e
dissolvido em 0,7 mL de DMSO/NMP (20%DMSO/NMP sob peneira molecular 4 A para
remogao de moléculas de agua), acrescido de 0,97 mL de HBTU/HOBt 0,45 M (0,46 g

de HOBt hidrato, 1,11 g de HBTU e 6 mL de DMSO/NMP) e incubado por 3 min antes
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de ser adicionado a resina enxuta, desbloqueada e condicionada com DMSO/NMP.
Apos agitagéo por N2, adicionou-se 0,59 mL de DIPEA 1,5 M (peneira molecular 4 A),
seguindo-se 6 pulsos de microondas de 1 min em 10 % de sua poténcia maxima (o que
equivale a 80W) com intervalos para refrigeracdo do reator. Todos os reagentes
estavam presentes em excesso molar de 2,5 vezes em relagdo ao grau de

derivatizac&o da resina Rink (0,7 mmol/g).

4.2.3- Clivagem do peptideo Ser'-lle'® da resina
Apds desbloquear o Fmoc-peptideo com o auxilio do programa Sole_250.bs2, o
DMF foi removido da resina através das lavagens: 2 vezes de 3 mL de NMP; 5 vezes de
3 mL de metanol. Com a resina seca procedeu-se a clivagem do peptideo por adicéo de
2,5 mL de TFA/H2O/Tis (94% de TFA, 3% de H20 e 3% de Tis) e incubagao por 2 h a

temperatura ambiente sob agitagao.

4.3- Purificagdo do Ser'-lle'®

4.3.1- Cromatografia em cartuchos de Sep Pak C18
A obtencao dos peptideos brutos foi conseguida por cromatografia em cartuchos
de Sep Pak® C18, como segue: apds clivagem, o sobrenadante da reagao foi
ressuspendido em 120 mL de solugcdo de acetonitrila 5% para diluicdo do TFA até a
concentragdo de aproximadamente 2,0%. Centrifugou-se esse material e o
sobrenadante foi aplicado na coluna previamente equilibrada com esta solugao diluente.
Apoés aplicagdo da amostra e lavagem da coluna com 10 mL de solugédo de 5%

acetonitrila/0,1% TFA, os peptideos retidos foram recuperados por passagem de
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solucdo contendo 60% acetonitrila/0,1% TFA e secos sob vacuo. Preparagdes de
peptideos sintéticos foram conseguidas através de cromatografia em fase reversa em

HPLC.

4.3.2- Cromatografia liquiida de alto desempenho
Apos a purificacdo em cartuchos de Sep Pak C18, os peptideos foram
purificados em HPLC de fase reversa acoplado a uma coluna C-18. Os peptideos foram
eluidos em diferentes concentragbes de acetonitrila em TFA 0,1% num fluxo de 1,0
mL/min e monitorados pela absorbancia no comprimento de onda de 214 nm. Os picos
de absorvancia foram coletados, secos e analisados quanto a sua composicao e

pureza.

4.4- Oxidagao do Ser'-lle®

A serina amino terminal do peptideo foi oxidada a aldeido conforme Gaetner et
a., 1992, com modificagbes. Em 5 mL de uma solugdo de peptideo purificado 4 mg/mL
em tampao imidazol 10 mM pH 6,0, foram adicionados 10 mg de NalO4 e em seguida a
solucao foi submetida a atmosfera de N, por 1h a temperatura ambiente. A reacao foi
parada com a adigdo de TFA 5%. O peptideo foi obtido a partir de cromatografia em
cartuchos Sep Pak C18 (item 4.3.1). A oxidacao do peptideo foi avaliada por analise de
aminoacidos, na qual se verificou a reducdo em um residuo de serina na composi¢cao
do peptideo. O peptideo apdés oxidacdo da serina aminoterminal passou a ser

denominado Ser'-lle’®, uma vez que a serina aminoterminal foi convertida a aldeido.
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4.5- Andlise de aminoacidos do peptideo sintetizado
Para a quantificacdo e determinagdo da pureza dos substratos sintetizados, foi

feita a analise de aminoacidos.

4.5.1- Hidrélise acida dos peptideos

As amostras de peptideos secos e livres de sal, previamente purificados em Sep
Pak ou HPLC, foram hidrolisadas em 50 uL de acido metanossulfénico 4 N contendo
0,2% de triptamina a 115°C durante 20 h em microcapilares devidamente selados, de
acordo com o método descrito por Liu e Boykins, 1989. Os hidrolisados foram retirados
dos capilares, parcialmente neutralizados com 40 uL de NaOH 4 N, diluidos em tampéao
citrato de sodio 0,2 M pH 2,2 contendo 15% (v/v) de glicerol e aliquotas de volume
adequado foram cromatografadas segundo Spackman et al., 1958, modificado, em

analisador de aminoacidos automatico.

4.5.2- Determinacao da composig¢ao de aminoacidos
A quantidade de cada aminoacido nas amostras foi determinada pela relagao
entre as alturas dos picos obtidos nas amostras dos hidrolisados e as alturas dos picos
dos aminoacidos correspondentes (mesmo tempo de retengdo pela coluna) num
cromatograma obtido a partir de uma mistura padrdo contendo 5 nmol de cada
aminoacido. A composi¢cao em aminoacidos dos peptideos foi calculada pela relagao

molar entre os residuos encontrados nos hidrolisados.
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4.6- Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

A Eletroforese foi desenvolvida segundo Laemmli (1970), utilizando-se o sistema
Mini-Protean 3 Electrophoresis System (Bio-Rad). O gel de separagao utilizado foi de
poliacrilamida 12% e o gel de concentragcdo poliacrilamida 3%. A corrida foi feita sob
amperagem constante de 15 mA, utilizando-se o tampao de corrida. O preparo das
amostras para aplicagdo no gel deu-se da seguinte maneira: adicionou-se para 1
volume de amostra, 1 volume de tamp&o de amostra e em seguida ferveu-se por 4 min
para desnaturagao das proteinas em presenca de DTT. A eletroforese foi realizada com
aplicagao de corrente constante de 15 mA. A coloragao foi feita com Coomassie R-250.
A composicéo dos géis e das solugdes utilizadas na SDS-PAGE esta detalhada no em

materiasis item 3.6.

4.7- Sintese das resinas de afinidade

4.7.1- Sepharose-bisepoxi-e-aminocaproéico-p-amino-benzamidina

4.7.1.1- Ativacao da Sepharose 6B por bisepoxi
Primeiramente, 20 mL de resina Sepharose 6B foram lavados com 300 mL de
agua destilada em funil de vidro de placa porosa sob vacuo. O excesso de agua foi
eliminado por sucgéao e transferiu-se a resina umedecida para um frasco contendo 15
mL de NaOH 1M contendo 30 mg de NaBH; e 5 mL de bisepoxi, deixando-a sob
agitacédo a temperatura ambiente por 5 horas. A seguir, retornou-se a resina ativada por
bisepoxi para o funil e foi lavada com 300 mL de agua destilada. Testou-se a ativacao

da resina adicionando 1 mg de reagente de ellman a uma aliquota de cerca de 100 uL
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da resina ativada, deixando por 5 min reagindo e lavando com agua destilada em filtro
de plastico. Foi adicionado 1mL de DTT 10% (p/v) em agua destilada, agitou-se e o
aparecimento de coloracdo amarelada na solugao confirmou a ativagdo da resina. O
teste também pode ser feito na resina tratada com DTT apds sua lavagem, adicionando
TNBS 0,1% em metanol, na presenga de DIPEA 0,5 M a resina, verificando uma
coloragcao avermelhada na resina. Confirmada a ativagdo da resina, esta pode ser

estocada em NaCl 1M a 4°C por algumas semanas antes do seu uso.

4.7.1.2- Acoplamento do acido e-aminocapréico

Foram lavados 15 mL de resina ativada com bisepéxi (Seph-Bx) com 300 mL de
agua destilada. A resina umedecida foi transferida para um frasco contendo uma 15 mL
de uma solucdo 1M de acido e-aminocaproico com pH entre 9,0 a 9,5 e deixada em
banho a 37°C por 24 hs. A seguir, foi adicionado ao frasco, 100 uL de B-
mercaptoetanol, para bloqueio dos bisepoxi remanescentes, e deixou-se por 2h em
banho a 37°C. A resina foi lavada com 300 mL de agua destilada, seguido de 100 mL
de NaCl 0,5M e 100 mL de NaCl 0,15 M, sendo estocada nessa solugdo a 4°C por

algumas semanas antes do seu uso.

4.7.1.3- Acoplamento de p-amino-benzamidina
Foram lavados 5 mL de resina Seph-Bx-cAC com 50 mL de NaCl 0,5M.
Equilibrou-se essa resina em tampao MES 0,1M pH de 4,5 a 5,0 e ela foi transferida
para um frasco contendo 5 mL de solugao 0,1M de p-amino-benzamidina nesse mesmo
tampao. Foi adicionado 0,3 g de EDAC e deixou-se sob agitagdo rotatéria a

temperatura ambiente por 15 a 24 h. A seguir, adicionou-se 0,5 mL de etanolamina 1M
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pH 5,0, para bloqueio dos grupos carboxilicos remanescentes, deixando por 1 h sob
agitacdo rotatéria a temperatura ambiente. Apds bloqueio, a resina foi lavada
sequencialmente com 5 mL das seguintes solugdes: e bicarbonato de sodio 0,5M, NaCl

0,5M, HCI 10 mM e NaCl 0,15M. A resina foi estocada a 4°C nessa ultima solug&o.

4.7.2-Sepharose-bisepoxi-eAC-hidrazida-Ser'-lle'®

4.7.2.1-Acoplamento de hidrazina a resina Seph-Bx-¢AC

Foram lavados 5 mL de resina Seph-Bx-cAC com 20 mL de NaCl 0,5M.
Transferiu-se a resina umedecida para um frasco contendo 5 mL de solugéo hidrazina
17% em tampdo MES 0,1 M com pH ajustado para 4,5 a 5,0. O pH da resina
ressuspendida nessa solugdo estava em 4,7, sendo assim, foi adicionado 0,25g de
EDAC e submeteu-se a agitagéo rotatoria por 1 h a temperatura ambiente e durante a
noite a 4°C em repouso. A seguir, a resina foi lavada seqlencialmente com 20 mL das
seguintes solugdes: tampéo fosfato de sdédio 0,1M pH 4,5, NaCl 0,5M, bicarbonato de
sddio 0,1M e NaCl 0,15M. Testou-se o acoplamento da hidrazina em uma aliquota da
resina adicionando TNBS 0,1% em metanol, na presengca de DIPEA 0,5 M. O
aparecimento de coloragao violeta na resina confirmou o acoplamento e a formacao de

Seph-Bx-¢AC-hidrazida. Esta resina foi estocada a 4°C em NaCl 0,15M.

4.7.2.2- Acoplamento de Ser'-lle"®
Essa reacao foi realizada conforme Geoghegan et al., 1992, com modificagdes.
Foram condicionados em tampao fosfato de sdédio 0,1M pH 6,0, 3mL de resina Seph-

Bx-eAC-hidrazida. A resina umedecida foi transferida para um frasco contendo 1 mL de
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solugdo 10 mg/mL de peptideo oxidado nesse mesmo tamp&o. Adicionou-se 50 pL de
MnCl; (1:20 v/v), agitou-se por 2 h a temperatura ambiente e deixou-se a 4°C durante a
noite em repouso. A seguir, o sobrenadante e o lavado foram recolhidos e avaliou-se o
conteudo peptidico por analise de aminoacidos. Verificou-se que 5 mg de peptideo
oxidado havia se ligado aos 3mL de resina hidrazida. A resina Seph-Bx-¢AC-hidrazida-

Ser'-lle' foi estocada em NaCl 0,15 M a 4°C até o seu uso.

4.7.3- Sepharose-IBPA-Suc-NHS-BApNA-hidrolase

4.7.3.1- Ativagao de sepharose por CDI
Primeiramente, 20 mL de resina Sepharose 6B foram lavados com 200 mL de
agua destilada em uma coluna, por gravidade. A seguir, foram feitas lavagens
sucessivas com acetona nas seguintes concentragdes: 25, 50, 75 e 100% com 40 mL
cada e depois a mesma quantidade de acetona anidro. Transferir para um frasco de
plastico e adicionar 10 mL do mesmo solvente anidro contendo 0,5 g de CDI, deixando
sob agitagao por 20 min a temperatura ambiente. Apos este periodo, a resina foi lavada

com acetona comum, no sentido inverso, isto &, de 100% até agua.

4.7.3.2- Acoplamento de IBPA a Sepharose ativada
Foram transferidos os 20 mL de resina ativada por CDI para um funil de placa
porosa e lavadas com 200 mL de bicarbonato de sédio 0,5 M. Imediatamente a resina
umedecida foi transferida para um frasco de plastico contendo 20 mL de uma solugao

0,1 M de IBPA e deixada sob agitagido por 2 h e em repouso durante a noite a 4°C.
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Apds esse tempo, adicionar 500 uL de etanolamina 0,1 M pH 9,0 e deixar a 4°C por 2 h.

Lavar a resina com 200 mL de bicarbonato de sédio 0,1 M em seguida salina 0,15 M.

4.7.3.3- Succinilagcdo de Seph-IBPA

Um excesso molar de 15 vezes de anidrido succinico com relagdo ao numero de
moles de grupamentos amino adicionado foi pesado e adicionado lentamente a resina,
cujo pH foi constantemente monitorado por pHmetro. O pH da mistura foi mantido
préoximo do valor de pKa do grupo amino (8-9) pela adigdo concomitante ao anidrido, de
solucdo de NaOH 5M. A succinilacdo foi acompanhada por reacdo de aliquotas da
resina apos adicdes de anidrido, com TNBS na presenga de DIPEA. A auséncia de
coloracao da resina apds esse teste indicou o final da reacdo de succinilagdo. Em

seguida, a resina foi lavada com NaCl 0,15 M e estocada a 4°C até seu uso.

4.7.3.4- Ativacao de Seph-IBPA-Suc por NHS

Foram lavados 20 mL da resina Seph-IBPA-Suc com 200 mL de HCI 0,1 M em
funil de placa porosa. A seguir a resina foi transferida para meio organico através de
passagens sucessivas de 60 mL de dioxano nas concentragbes de 25 %, 50 %, 75 % e
100 %. Apos a remocao do excesso de dioxano a resina foi transferida para frasco de
plastico contendo 20 mL de solugdo de NHS 10 mg/mL e submetida a agitagdo por 1 h
a temperatura ambiente. Em seguida, a resina foi lavada com mesmo volume de
dioxano nas concentragdes de 75 %, 50 %, 25 % e HCI 1 mM. Para estoque, a resina

foi equilibrada em isopropano anidro e deixada a 4°C.



Métodos 29

4.7.3.5- Acoplamento da BApNA-hidrolase purificada de veneno de C.durissus
Em 2 mL de uma solugédo de proteina 1 mg/mL em tampéo fosfato de sodio 0,1
pH 8,0, foram adicionados 2 mL da resina Seph-IBPA-Suc-NHS- umedecida e
equilibrada nesse mesmo tampé&o e deixada por 24 h a 4°C. Apds acoplamento a resina
foi incubada com 100 yL de etanolamina 0,1 M pH 9,0 por 2 h a 4°C. A seguir a resina
foi lavada com 10 mL de bicarbonato de sddio 0,1 M, seguida pelas seguintes solugdes:
salina 0,15 M, tampé&o fosfato de sddio 0,1 M pH 6,0, glicina 0,1 M pH 2,8 e novamente

em salina 0,15 M para estocar a 4°C.

4.7.4- Suporte de vidro de poro controlado-diAP-Abu-Met-lle*>-Ser!
Condicionou-se 600 mg de suporte de vidro de poro controlado (Vid) em dioxano
anidro por 15 min e transferiu-se a resina para um reator de vidro acoplado a um
sistema semi-automatico de sintese quimica de peptideo. A resina seca, foi adicionado
3 mL de solucdo de CDI (120 mg/mL) e deixou-se por 30 min sobre agitagdo. Seguiu-se
com 7 ciclos de lavagem com dioxano anidro. A resina seca, adicionou-se 2,4 mL de
solugéo de 1,3-diaminopropano (diAP) (40% v/v) em dioxano dando 6 pulsos de 60s em
microondas na poténcia 10 % (80W). A resina foi submetida a 7 ciclos de lavagem com
dioxano e testou-se acoplamento de amina com TNBS na presenga de DIPEA.
Confirmado o acoplamento da diamina procedeu-se & sintese do peptideo lle’>-Ser' em
fase solida conforme 4.2. O esquema final da estrutura da resina foi o seguinte:
Vid-diAP-Abu-Met-lle-Pro-Pro-Ser-Ser-Pro-Leu-Ser-Leu-Pro-Ala-lle-His-Glu-Ser, a

qual passou a ser denominada Vid-lle'-Ser".
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4.8- Obtencgio do conjugado Ser'-lle'® : carreador protéico

4.8.1- Producao do carreador protéico
A crotamina, uma proteina de 5 kDa muito abundante em venenos crotalicos, foi
utilizada como o carreador protéico do peptideo sintetizado para imunizagdo dos

coelhos apos as modificacdes quimicas descritas abaixo:

4.8.1.1- Reducgao
A crotamina apresenta em sua estrutura primaria seis residuos de cisteina
envolvidos em pontes dissulfeto e a redugdo dessas ligagbes exporiam grupamentos
SH reativos nessa proteina. A reducao se deu da seguinte forma:
e 45 mg de crotamina purificada e liofilizada foram ressuspendidas em 3 mL de
cloreto de guanidino 7M. Em seguida, adicionou-se 300 pL de Tris-HCI 1M pH
8,1, 30 yL de EDTA 100 mM e 46 mg de DTT. Essa mistura foi mantida sob

agitagao por 2 h a 37°C.

4.8.1.2- Carboximetilagao
Os grupamentos SH das cisteinas livres serdo bloqueados por iodo-acético e

passarao exibir grupamentos carboxilicos. A carboximetilagdo se deu da seguinte forma:

e A mistura foi isolada da luz e adicionaram-se 127 mg de iodo acético e 83 mg de
Tris. O pH da reacédo foi acompanhado em pHmetro devendo ser mantido
préximo ao pKa dos grupamentos SH livres (8,8-9,0). A medida que o pH reduzia
adicionou-se Tris para neutraliza-lo, totalizando uma quantidade de 170 mg de
Tris adicionados no total. A carboximetilagdo dos SH foi acompanhada pela

reacao de uma aliquota da proteina com o reagente de Ellman, o qual reage com
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SH livre tornando a solucdo amarelada. A auséncia de coloracdo da proteina
apods esse teste indicou o final da reacdo de carboximetilagcdo. A analise de
aminoacidos dessa proteina também confirmou essa reacdo, revelando a
formagao do residuo de carboximetilcisteina e o desaparecimento dos residuos
de cisteina. Em seguida a mistura foi dialisada a 4°C contra agua destilada em

membrana cut-off 3000 Da para remogéao dos reagentes utilizados.

4.8.1.3- Succinilagao

A crotamina contém 9 residuos de lisina, os quais contém aminos livres em seus

radicais. Estes grupamentos serao succinilados e passaréo a grupamentos carboxilicos.

A succinilagdo se deu da seguinte forma:

Um excesso molar de 15 vezes de anidrido succinico com relagdo ao numero de
moles de grupamentos amino, foi pesado (150 mg) e adicionado lentamente no
material dialisado, que cujo pH foi constantemente monitorado pelo pHmetro. O
pH da mistura foi mantido préoximo do valor de pKa do grupo amino (8-9) pela
adicdo concomitante ao anidrido, de solugdo de NaOH 5M. A succinilacado foi
acompanhada por reacdo de aliquotas da proteina, apds adicbes de anidrido,
com TNBS na presenca de DIPEA. A auséncia de coloragao da proteina apés
esse teste indicou o final da reagcéo de succinilagdo. Em seguida a mistura foi

dialisada conforme item anterior e liofilizada.

4.8.1.4- Hidrazidagao

Até o momento, a proteina contém 17 grupos carboxilicos livres; 6 provenientes

dos residuos de cisteina, 9 dos residuos de lisina, 1 de um acido aspartico e 1 carboxi-
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terminal. A reacdo desses grupos com hidrazina levara a formacao de hidrazida, um

grupamento que reage diretamente com aldeidos formando hidrazonas por uma ligagao
estavel em pH ndo muito baixo. A hidrazidagao se deu da seguinte forma:

e 20 mg do material liofilizado foi ressuspendido em 5 mL de hidrazina 17% em

tampao MES 0,1M pH 5,0. Adicionou-se 125 mg de EDAC a solugao e a reagao

foi mantida durante a noite a 4°C. O material foi dialisado conforme item acima e

liofilizado. A presenca de coloragao violeta apds teste com TNBS/DIPEA

confirmou a reagao de hidrazidacao.

4.8.2- Obtengao do conjugado
O acoplamento se deu fazendo uso de um excesso molar de 5x de Ser'-lle'
com relagdo ao carreador. O acoplamento foi confirmado por analise de HPLC, SDS-
PAGE e analise de aminoacidos, a qual mostrou um acoplamento de cinco Ser'-lle®

por molécula de carreador.

4.9- Obtencgao de anticorpos

4.9.1- Anticorpos de coelho

4.9.1.1- Imunizacgao de coelhos para obtencao de anticorpos anti- Ser'-lle'
Foram utilizados 2 coelhos adultos jovens para producdo de anticorpos anti-
Ser'-lle’. Os animais foram imunizados através do uso do adjuvante de Freund, como
descrito por Herbert (1978), utilizando-se 300 ug de conjugado em cada inoculagéo por
via subcutanea, como segue: 12 inoculagdo em adjuvante completo de Freund; 22

inoculagdo, apds duas semanas, em adjuvante incompleto de Freund; 32 inoculag3o,
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apos duas semanas. Uma semana apdés a ultima inoculagdo coletou-se o sangue dos
animais por pungio cardiaca e o soro foi obtido depois de 12 h de coagulagédo a 4°C. A
seguir, os soros foram centrifugados a 4°C/5000 rpm e os sobrenadantes foram

utilizados para posteriores ensaios imunoquimicos.

4.9.1.2- Anticorpos de cavalo
Os anticorpos antibotrépico e anticrotalico utilizados nesse estudo foram obtidos

a partir de ampolas comerciais para uso humano produzidas pelo Instituto Butantan/SP.

4.10- Purificagado dos anticorpos por cromatografia de afinidade

As resinas utilizadas para purificacdo dos anticorpos foram: Seph-Bx-¢AC-Ser -
lle’™-COONH; (3mL), Seph-IBPA-Suc-NHS-BApNA-hidrolase (2mL) e Suporte de vidro
de poro controlado-IBPA-Abu-Met-lle’-Ser' (0,5mL), todas empacotadas em colunas
de plastico contendo filtros nas porgdes superior e inferior. O fluxo nessas
cromatografias foi de 0,3 mL/min e o procedimento descrito abaixo foi 0 mesmo para
cromatografias de afinidade dos soros de coelho e cavalo realizadas nesses trés tipos
de resina. O soro foi inicialmente dialisado contra o tamp&o Tris-HCI 100 mM com 100
mM de NaCl, utilizado como tampdo de equilibrio nessas cromatografias. Apés
aplicagdo do dialisado, a coluna foi lavada seuquencialmente com 4 vc do tamp&o de
equilibrio e NaCl 0,15 M. A elui¢do foi feita com glicina 0,1 M pH 2,8, coletando-se
fragcdes de 250 uL em tubos contendo 60 pL de Tris-HCI 1M pH 8,1, para imediata

neutralizacédo do pH.
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4.11- Immunoblotting

As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose utilizando-se o sistema de transferéncia semi-seco. Apos o fracionamento
das proteinas, o gel foi incubado no tampao de transferéncia por 5 min. Depois foi
montado o sistema para transferéncia: primeiro cinco pedacos de papel de filtro, por
cima a membrana de nitrocelulose, depois o gel previamente equilibrado no tampéao de
transferéncia, e finalmente mais cinco pedacos de papel de filtro. Os papéis de filtro e a
membrana de nitrocelulose foram previamente umedecidos no tampao de transferéncia.
A transferéncia foi realizada sob voltagem constante de 10 V por 25 min. Ao término da
transferéncia, a membrana foi bloqueada por 2 h em temperatura ambiente com TTBS
contendo 10% (p/v) de leite desnatado em p6. Em seguida, a membrana foi lavada por
trés vezes de 5 min cada com TTBS, e depois incubada em sacos plasticos selados
com cada anticorpo com suas respectivas diluicdes em TTBS contendo 5% (p/v) de leite
em pé desnatado durante a noite a 4°C sob agitagdo. Apds a lavagem com TTBS, a
membrana foi incubada por 1h a temperatura ambiente com o anticorpo secundario
anti-lgG de coelho ou cavalo, conjugado a peroxidase, diluido 1:2000 e 1:500,
respectivamente, em TTBS contendo 5% (p/v) de leite em p6 desnatado. Depois de
lavar a membrana por 3 vezes com TITBS, foi feita a revelagcdo por
quimioluminescéncia. Para a revelagdo, a membrana foi incubada por 1 min em
temperatura ambiente com a mistura das solugdes A e B, v/v. Depois foi feita a
exposicdo da membrana ao filme por 1 min ou 5 min e o filme revelado através da
incubac&o na solugéo reveladora e em seguida fixado na solugao fixadora (item 3.11 de

materiais). O filme foi entdo lavado com agua e deixado secar.
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5- RESULTADOS

PARTE I: PURIFICAGAO DE BApNA-HIDROLASE DE VENENO CROTALICO

5.1- Purificagao da enzima coagulante do veneno de C. durissus

A obtengdo da enzima coagulante, ou giroxina, do veneno de C.durissus, foi
conseguida isolando-se as fragbes com atividade hidrolitica sobre o substrato BApNA
das cromatografias mostradas a seguir. Entre as BApNA-hidrolases do veneno de
C.durissus, a enzima coagulante caracteriza-se por coagular uma solugdo de
fibrinogénio e hidrolisar ésteres e amidas de arginina na posicdo C-terminal de
substratos peptidicos sintéticos; outras peptidases do veneno agem preferencialmente
sobre os ésteres de arginina (Alexander et al., 1988).

O passo inicial da purificagdo da enzima coagulante consistiu na remogéao do
principal componente do veneno crotalico, a crotoxina, por precipitacdo isoelétrica em
pH 4,7; este procedimento utilizado foi uma modificacdo daquele descrito por Slotta e
Frankael-Conrat (1938) para obtengdo da crotoxina. Como indicado na Figura 1A, a
atividade hidrolitica sobre o BApNA foi recuperada associada a dois picos de proteina
(P2 e P3) na cromatofocalizagdo do sobrenadante obtido por precipitagao isoelétrica do
veneno. As fragdes destes dois picos também continham atividade esterolitica sobre o
BAEE, com a razdo (A410/min/uL) / (A253/min/uL) de ambos picos sobre os substratos
BApNA e BAEE de 0,6 para P1 e 0,15 para P2, indicando que a enzima coagulante
deveria estar em P2. As quatro fracbes mais ativas de P2 foram reunidas e
recromatografadas nas mesmas condigdes anteriores, cujo resultado esta mostrado na

Figura 1B; a atividade hidrolitica sobre o BApNA distribuiu-se em dois picos com largura
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total praticamente idéntica a de P2, Figura 1A, superpondo-se os picos de atividade
sobre BAEE e de proteina. Esse resultado é sugestivo da existéncia de pelo menos
duas isoformas da enzima coagulante de C.durissus, possivelmente dependentes do
grau de glicosilagao. Esta hipotese foi testada por tratamento das proteinas eluidas ao
longo destes dois picos com PGNase F e analise eletroforética dos produtos,
confirmando que as formas deglicosiladas destas proteinas séo idénticas e de tamanho
compativel com o da enzima coagulante (Figura 2). Nesta etapa de purificagdo a
preparacdo ainda mostrava contaminantes de 13 kDa ou menos, que foram removidos
por cromatografia de afinidade em resina Seph-Bx-e¢Ac-benzamidina, que reteve
seletivamente a BApNA-hidrolase coagulante do veneno (Figura 3). O alto grau de
purificacdo da enzima foi mostrado pela banda unica visualizada apdés SDS-PAGE
corado com coomassie blue (Figura 4). Esta preparagdo da enzima coagulante foi

utilizada nos experimentos de imunoquimica ao longo do nosso trabalho.
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Figura 1- Cromatofocalizagdo do sobrenadante da precipitacao isoelétrica de veneno crotalico
em resina CM-Sepharose. A resina foi equilibrada em acetato de aménio 20 mM pH 4,5. Foi
utilizado para eluicao o tampao Polibuffer94 1:10 (v/v) pH 7,2 ao fluxo de 40 pyL/min coletando-
se fragdes de 1 mL. Foram utilizadas como amostra: sobrenadante proveniente da precipitacédo
isoelétrica (A) e as fragbes F46 a F49 provenientes de A (B). As atividades enzimaticas foram
avaliadas por absorvancia a 410 nm e 253 nm dos produtos formados respectivamente para
BApNA e BAEE. A absorvancia a 280 nm foi utilizada para identificacao das proteinas na fase
movel.
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Figura 2- Avaliagdo por SDS-PAGE dos produtos da deglicosilagdo das BApNA-hidrolases por
PGNase F. SDS-PAGE 12 % das fragdes 45 (F45), 46 (F46) e 47 (F47) provenientes da
recromatofocalizacio tratadas e ndo tratadas com a enzima PGNase F. MM corresponde ao
padrao de massa molecular utilizado.
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Figura 3- Cromatografia de afinidade em resina Sepharose-benzamidina das fragbes
recromatofocalizadas. A coluna foi equilibrada em Tris-HCI 0,1 M com 0,1 M de NaCl. Foram
feitos dois passos de eluigao, o primeiro com acetato de sédio 50 mM pH 4,75 com NaCl 0,1 M
até a fracdo 20 seguido por formato de sédio 50 mM pH 3,0 com 0,1 M de NaCl. Fragoes de
400 pL eluidas foram coletadas em tubos contendo 60 pL de Tris-HCI 1 M pH 8,1.
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Figura 4- Analise por SDS-PAGE das fragbes provenientes da cromatografia de afinidade e
recromatofocalizagdo. SDS-PAGE 12 % das fragbes 3 (F3) e 18 (F18) provenientes da
cromatografia de afinidade e da fracdo 46 (F46) obtida da recromatofocalizacao tratadas e nao

tratadas com DTT. MM corresponde ao padrdo de massa molecular utilizado.
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PARTE Il: PRODUGAO DE ANTICORPOS ANTI-Ser'-lle*

5.2- Escolha do peptideo para imunizagao
A estrutura primaria da proteina giroxina de C.durissus (gi:61741494), uma
BApNA-hidrolase, foi alinhada ao ativador de plasminogénio de Trimeresurus stejnejeri
TSV-PA (gi:5821881), mostrando uma identidade de 60 %, com 1 % de gap e 70 % de
residuos positivos (propriedades fisicas e/ou quimicas semelhantes) (Figura 5). As
sequéncias de aminoacidos das regides de algca externa dessa proteina foram
localizadas através do programa Cn3D na estrutura tridimensional cristalografada de

TSV-PA (numero de acesso: 1BQY) (Figura 6).

Gir 1 VIGGDECNINERNFLVALYEYWSQSFLCGGTLINGEWVLTAAHCDRKHILIYVGVHDRSV 60
V GGDECNINE LV L+ S FLCGGTLIN +WV+TAAHCD + + GVH + +

TSV 1 VFGGDECNINEHRSLVVLFEFN--SNGFLCGGTLINQDWVVTAAHCDSNNFQLLFGVHSKKI 58
Alga 1 Alga 2 Alga 3

Gir 61 QFDKEQRRFPKEKYFFNCRNNFTKWDKDIMLIRLNKPVSYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVC 120

+ EQ R PKEK+F R + DKDIMLI+L+ VS SEHIAPLSLPSSPP VGSVC
TSV 59 LNEDEQTRDPKEKFFCPNRKKDDEVDKDIMLIKLDSSVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVC 118
Alga 4 Alga 5

Gir 121 RVMGWGTIKSPQETLPDVPHCANINLLDYGVCRTAHPQFRLPATSRILCAGVLEGGIDTC 180

R+MGWG +E  PDVPHCANIN+LD+ VCRTA+ ++ T+ LCAG+L+GG DTC
TSV 119 RIMGWGKTIPTKEIYPDVPHCANINILDHAVCRTAYSWRQVANTT--LCAGILQGGRDTC 176
Alga 6 Alga 7 Alga 8

Gir 181 HRDSGGPLICNGEFQGIVSWGDGSCAQPDKPALYSKVFDHLDWIQNITAGSETVNCP 237
H DSGGPLICNG FQGIVSWG C QP +P +Y+KVFD+LDWI++IIAG++ CP

TSV 177 HFDSGGPLICNGIFQGIVSWGGHPCGQPGEPGVYTKVFDYLDWIKSTITAGNKDATCP 233
Alga 9 Alga 10 Alga 11

(+) residuos com mesmas caracteristicas fisico-quimicas
Figura 5- Alinhamento de seqliéncias das proteinas giroxina e TSV-PA utilizando o programa

BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) para duas seqiiéncias. As regides em
negrito correspondem as algas externas da proteina TSV-PA.
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Aliando-se os critérios de exposi¢ao da alga ao exterior (Figura 6) e identidade
de sequéncia entre giroxina e TSV-PA, a regido correspondente a alga 5 foi escolhida

para o desenho do peptideo.

Figura 6- Estrutura tridimensional da proteina TSV-PA demonstrada pelo programa Cn3D. As
regides em verde correspondem a alfa-hélices; em dourado, folhas ; em azul, algas; em
amarelo a alga 5.

A sequéncia do peptideo escolhido foi: SSEHIAPLSLPSSPPI, a qual estava
contida completamente dentro da algca 5 (Figura 7). Foi adicionada a sequéncia
escolhida uma serina na por¢gao amino terminal para servir de ponto de acoplamento ao

carreador ou fase sdlida apds oxidagao com periodato de sédio.

Gir 61 QFDKEQRRFPKEKYFFNCRNNFTKWDKDIMLIRLNKPVSYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVC 120

+ EQ R PKEK+F R + DKDIMLI+L+ VS SEHIAPLSLPSSPP VGSVC
TSV 59 LNEDEQTRDPKEKFFCPNRKKDDEVDKDIMLIKLDSSVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVC 118
Alga 5

Figura 7- Identificacdo do peptideo sintetizado na seqiéncia da giroxina. Alinhamento de
sequéncias das proteinas giroxina e TSV-PA utilizando o programa BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seqg/wblast2.cgi) para duas sequéncias, destacando em
vermelho a Alca 5 e em azul a seqliéncia do peptideo escolhido.
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5.3- Sintese do conjugado (Ser'-lle'®: carreador protéico)

O produto da sintese quimica do Ser'-lle'®, obtido apés a clivagem da resina, foi
analisado por cromatografia de fase reversa em HPLC. O material correspondente ao
pico majoritario obtido na cromatografia (Figura 8A), eluido a 22 % de acetonitrila, foi
submetido a analise de aminoacidos que confirmou a composi¢gdo aminoacidica do
peptideo (Ser 4,4; Glu 1; Pro 4; Ala 1,1; Leu 2,1; lle 2,1; His 1,1). Antes de ser
submetido & oxidacdo, Ser'-lle'® foi purificado e obteve-se um Unico pico no

cromatograma (Figura 8B).
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Figura 8- Perfis de HPLC fase reversa C-18 do hexadecapeptideo sintético Ser'-lle’®. As
amostras (A- peptideo bruto e B- peptideo purificado) foram aplicadas em solu¢do A (ACN 5 % /
TFA 0,1 %) a coluna C-18 (0,46x15cm) e eluidas com um gradiente linear de 21 a 27 % de ACN
em TFA 0,1% em A, e de 18 a 27 % de ACN em TFA 0,1 % em B, num fluxo de 1ml/min. A
deteccao dos peptideos foi realizada por Az1s5nm.
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O processo de oxidagao da serina amino terminal do peptideo para formagao de
um grupamento aldeidico nesta extremidade foi confirmado por analise de aminoacidos
e por cromatografia de fase reversa em HPLC (Figura 9), na qual se verificou um maior
tempo de retengcédo da forma oxidada do peptideo (C- Ser1-lle15) em comparagao a nao
oxidada (B- Ser'-lle’®). A analise de aminoacidos dos picos P1 e P2 de A mostrou uma
redugdo de um residuo de serina na composicdo aminoacidica em Ser'-lle'®,
comprovando a alteragao deste residuo apos a reagéo de oxidagao (Ser 3,4; Glu 1; Pro
3,6; Ala 1,1; Leu 2,1; lle 2,1; His 1,1). Assim, obteve-se o peptideo na forma oxidada

para as reacdes de acoplamento a resina e ao carreador protéico.

A
A
B
0,30 -
P1 Ser'-lle'®
P2
€
c
n
-
N
i 24 % ACN
S 0154 7
[
S c
) |
3 11415
< T . Ser -lle
- ° 24 % ACN
j Inj \ Inj
07 \__J
0 17 34 51

Tempo de retencdo (min)

Figura 9- Perfis de HPLC fase reversa C-18 da oxidacdo do hexadecapeptideo sintético Ser’-
lle™. As amostras (A- peptideo Ser'-lle’® e Ser'-lle’®, B- peptideo Ser'-lle’® purificado, e C-
peptideo Ser'-lle’) foram aplicadas em solugdo A (ACN 5 % / TFA 0,1 %) em coluna C-18
(0,46x15cm) e eluidas com um gradiente linear de 18 a 27 % de ACN em TFA 0,1 %, num fluxo
de 1ml/min. A deteccao dos peptideos foi realizada por Az1snm. Inj- injegao.
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O carreador usado neste trabalho foi produzido a partir da crotamina, uma
proteina de 5 kDa disponivel em alto grau de pureza. Essa proteina crotamina foi
submetida a reacdes de reducdo, carboximetilagdo, succinilagdo e hidrazidacao, para
posterior acoplamento do peptideo oxidado com subsequente formagao do conjugado
para a imunizagcdo. A carboximetilacdo dos residuos de cisteina foi confirmada por
analise de aminoacidos que mostrou a total conversdo dos seus residuos de cisteina

em carboximetil-cisteina (Figura 10).
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Figura 10- Analise de aminoacidos da crotamina apds redugao e carboximetilacdo. (A)
Crotamina; (B) Crotamina reduzida e carboximetilada. As amostras foram hidrolisadas com
acido metanossulfénico e aplicadas em analisador de aminoacido automatico equipado com
coluna de resina Beckman W-3 (22x0,6 cm).

As demais reacbdes foram confirmadas por teste colorimétrico utilizando
TNBS/DIPEA, verificando auséncia de coloracdo apds a succinilacdo e o aparecimento

de coloracéao violeta na amostra apos a hidrazidacdo. Houve polimerizagao de cadeias
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polipeptidicas apds essas reagdes, havendo a predominéncia da forma monomérica,

conforme se verificou na analise por SDS-PAGE do produto formado (Figura 11).

1 2 3 MM
v <«— 30kDa
<«— 20kDa
.
<— 12 kDa
. . <«— Forma monomérica

Figura 11- SDS-PAGE 12 % do carreador protéico formado a partir da crotamina. Foram
aplicadas 36, 18 e 9 ug do carreador protéico respectivamente nas canaletas 1, 2 e 3. MM
corresponde ao padrao de massa molecular utilizado.

Ao carreador protéico formado, adicionou-se um excesso do peptideo Ser’-lle'
para a formacdo do conjugado. A avaliacdo do acoplamento de Ser'-lle’® ao carreador
protéico se deu através de cromatografia de fase reversa em HPLC, analise de
aminoacidos e SDS-PAGE. O perfil cromatografico do carreador foi completamente
alterado apés a adi¢cao do peptideo, conforme se verificou nos cromatogramas obtidos
(Figura 12). Através de andlise de aminoacidos da cromatografia do conjugado (Figura
12B) (dados ndo mostrados), o Pico | foi identificado como sendo Ser’-lle’ livre e o
Pico Il correspondeu a uma molécula carreadora contendo cinco peptideos acoplados.
A identificagdo desse conjugado como sendo pentavalente se deu pela razdo entre o
numero de nmoles de alanina (um aminoacido ausente no carreador e presente

unitariamente na composi¢ao do peptideo) pelo numero de nmoles de tirosina (ausente
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no peptideo e presente unitariamente na composi¢do do carreador). Desta forma,

verificou-se que havia uma propor¢ao molar de 5:1 no complexo peptideo:carreador.

Pico |
0,8
0,6 +
€
c
n
A wd
[A] S
©
A ©
04 1 o 04 1
2
g 8 Pico Il
0 2 ico
P <
©
S
(&)
Q 024
«©
5
) 23 %
el ACN
< X
O _
0
Tempo de reacdo (min) Tempo de reacao (min)

Figura 12- Perfis de HPLC fase reversa C-18 do acoplamento do peptideo Ser'-lle’ ao
carreador protéico. As amostras (A- carreador protéico e B- conjugado) foram aplicadas em
solucdo A (ACN 5 % / TFA 0,1 %) em coluna C-18 (0,46x15cm) e eluidas com um gradiente
linear de 15 a 48 % de ACN em TFA 0,1%. A deteccao dos peptideos foi realizada por Az1s5nm.

Uma analise por SDS-PAGE do conjugado mostrou um arraste protéico com
mobilidade eletroforética diferente das observadas nos polimeros formados pelo
carreador apenas (Figura 13), sugerindo a existéncia de conjugado com multiplos graus

de derivatizagao, com valor médio de 5:1 peptideo: carreador.
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Figura 13- Analise por SDS-PAGE 12 % do conjugado e do carreador protéico formado. As
amostras aplicadas foram: na canaleta 1, 5 yg do conjugado; nas canaletas 2, 3 e 4,
quantidades de 36, 18 e 9 ug do carreador protéico respectivamente. MM corresponde ao
padrao de massa molecular utilizado.

O conjugado produzido foi utilizado para imunizagdo de dois coelhos para

obtengao do soro anti-Ser’-lle"°.
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PARTE lll: ANALISE IMUNOQUIMICA DE VENENOS UTILIZANDO ANTICORPOS

ANTI-Ser-lle'®

5.4- Caracterizagao dos anticorpos

A caracterizacdo dos anticorpos de coelho e de cavalo se deu através de
immunobloting fazendo uso da reagdo da peroxidase com substrato para ensaio
quimioluminescente (ECL) para revelagdo dos anticorpos primarios. Como antigenos
para avaliar a imunorreatividade cruzada de anticorpos de diferentes especificidades
contra venenos de diferentes espécies foram utilizados venenos das seguintes
espécies: Crotalus durissus terrificus, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu,
Bothrops moojeni, Bothrops alternatus, Bothrops neuwidi e Lachesis muta, em todos os

experimentos para analise da imunorreatividade cruzada.

5.4.1- Avaliagao da producao e especificidade de soros de coelho anti-Ser'-lle'®

Duas membranas idénticas foram separadamente reveladas pelos soros pré-
imunes e imunes dos dois coelhos submetidos a imunizagdo com o conjugado (Figura
14A e 14B). Notou-se que a regido escolhida para desenho do peptideo era
imunogénica, uma vez que os soros produzidos contra o peptideo marcaram bandas
correspondentes a BApNA-hidrolase de C.durissus. Além disto, o soro de um dos
coelhos imunizados reconheceu diferentes proteinas nos venenos de todas as espécies
analisadas, indicando a presenga de anticorpos com capacidade para manifestar

reatividade cruzada.
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Figura 14- Avaliagdo por immunobloting da produgéo de anticorpos antipeptideo pelos coelhos.
Duas membranas idénticas foram produzidas por western blot a partir de SDS-PAGE 12 %
redutor contendo os seguintes antigenos: (1) 5 ug de BApNA-hidrolase de C.durissus purificada
e 25 ug dos seguintes venenos; (2) Crotalus durissus terrificus, (3) B. jararaca, (4) B.
jararacussu, (5) B. moojeni, (6) B. alternatus, (7) B. neuwidi e (8) Lachesis muta. Apds
eletrotransferéncia as membranas foram incubadas com soro pré-imune de ambos coelhos 1:1
(A) e imune de ambos coelhos 1:1 (B) em concentragdes saturantes. Bandas foram reveladas
pela exposicao ao filme fotografico apds reagdo por ECL das membranas incubadas com IgG
de carneiro anti-coelho conjugada a HRP.

Em seguida, avaliou-se a producéo de anticorpos anti-Ser'-lle’ em cada coelho
individualmente. Conforme foi notado, o coelho 1 ndo produziu anticorpos contra a
proteina (Figura 15A). A partir de entdo, somente foi utilizado o soro do coelho 2 para
os estudos imunoquimicos. Também foi verificado por ensaio de dot que o soro do
coelho 2 reconhecia a BApNA-hidrolase de C.durissus na sua forma nativa (Figura

15B).
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w= < Serino-protease

Figura 15- Avaliacdo da especificidade dos soros produzidos pelos coelhos imunizados. (A)
Western blot produzido a partir de SDS-PAGE 12 % submetido contendo 25 pg de veneno de
C.durissus. Apos eletrotransferéncia as membranas foram incubadas com (1) soro do coelho 1
e (2) soro do coelho 2, nas mesmas diluicdes. (B) Dot em membrana de nitrocelulose com 5 ug
de BApNA-hidrolase de C.durissus purificada sem tratamento com agentes desnaturantes ou
fervura.
5.4.2- Avaliagcao da especificidade dos anticorpos

Soro do coelho imunizado e soro antibotropico e anticrotalico comercial de cavalo
foram submetidos as seguintes cromatografias de afinidade: em resina Sepharose
contendo o peptideo ligado pela extremidade aminoterminal (Seph- Ser'-lle’), em
resina de vidro com poro controlado com o peptideo ligado pela extremidade
carboxiterminal (Vid-lle'-Ser') e em resina Sepharose contendo a BApNA-hidrolase do
veneno crotalico. A especificidade das fracbes eluidas de cada cromatografia foi

avaliada para os antigenos acima citados. Avaliou-se também a capacidade do

peptideo em inibir a ligagao dos anticorpos purificados aos antigenos.

5.4.3- Anticorpos anti-Ser'-lle"®
Notou-se que a especificidade dos anticorpos anti-Ser'-lle’® de coelho e de
cavalo foi a mesma, se ligando especificamente a BApNA-hidrolase de C.durissus e a

diferentes proteinas de todas as espécies analisadas (Figura 16B e 16D). Além disso, o
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hexadecapeptideo Ser'-lle'® foi capaz de inibir completamente a ligacdo dos anticorpos
purificados a essas proteinas (Figura 16B e 16E). O soro antibotrépico + anticrotalico
exibiu uma marcagdo em um grande numero de bandas em todos os venenos (Figura
16C) e apos a sua purificagdo, houve marcagdo de um numero menor de bandas,

porém com uma intensidade maior nas proteinas reveladas (Figura 16D).
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Figura 16- Avaliagdo por immunobloting da imunorreatividade de anticorpos purificados de soro
de coelho e comercial em Seph-Ser1-IIe15. Cinco membranas idénticas foram produzidas por
western blot a partir de SDS-PAGE 12 % redutor contendo os seguintes antigenos: (1) 5 ug de
BApNA-hidrolase de C.durissus purificada e 25 ug dos seguintes venenos; (2) Crotalus durissus
terrificus, (3) B. jararaca, (4) B. jararacussu, (5) B. moojeni, (6) B. alternatus, (7) B. neuwidi e (8)
Lachesis muta. Apoés eletrotransferéncia as membranas foram incubadas com os seguintes
anticorpos em concentragdes saturantes: coelho purificado pré-incubado com Ser'-lle’® (A),
coelho anti-Ser'-lle’ (B), soro comercial antibotrépico e anticrotalico (C), soro comercial
antibotrépico e anticrotalico purificado pré-incubado com Ser'-lle’® (D) e soro comercial
antibotropico e anticrotalico purificado anti-Ser'-lle’ (E). Bandas foram reveladas pela
exposicao ao filme fotografico apds reagdo por ECL das membranas incubadas com IgG de
carneiro anti-coelho conjugada a HRP.



Resultados 54

5.4.4- Anticorpos anti-lle’*-Ser"
Os anticorpos de coelho e de cavalo purificados em Vid-lle'>-Ser' reconheceram
a BApNA-hidrolase de C.durissus além de outras proteinas nos diferentes venenos
analisados. No entanto, os anticorpos purificados de coelho reconheceram um numero
menor de proteinas, se comparado aos obtidos do soro de cavalo (Figuras 17B e 17D).
A ligacdo de ambos anticorpos purificados aos antigenos foi inibida pelo

hexadecapeptideo Ser’-lle'® (Figuras 17A e 17C).
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Figura 17- Avaliacdo por immunobloting da imunorreatividade de anticorpos purificados de soro
de coelho e comercial antibotrépico e anticrotalico em Vid-lle'*-Ser'. Quatro membranas
idénticas foram produzidas por western blot a partir de SDS-PAGE 12 % redutor contendo os
seguintes antigenos: (1) 5 pyg de BApNA-hidrolase de C.durissus purificada e 25 pg dos
seguintes venenos; (2) Crotalus durissus terrificus, (3) B. jararaca, (4) B. jararacussu, (5) B.
moojeni, (6) B. alternatus, (7) B. neuwidi e (8) Lachesis muta. Apos eletrotransferéncia as
membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos em concentragbes saturantes:
coelho purificado em Vid-lle'-Ser’ pré-incubado com Ser'-lle'®(A), coelho purificado em Vid-
lle™-Ser' (B), soro comercial antibotrépico e anticrotalico purificado em Vid-lle'>-Ser' pré-
incubado com Ser'-lle'® (C) e soro comercial antibotrépico e anticrotalico purificado em Vid-lle'-
Ser' (D). Bandas foram reveladas pela exposicdo ao filme fotografico apds reagéo por ECL das
membranas incubadas com IgG de carneiro anti-coelho conjugada a HRP.
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5.4.5- Anticorpos anti-BApNA-hidrolase de C.terrificus
Anticorpos de coelho e de cavalo purificados em Seph-BApNA-hidrolase
reconheceram a BApNA-hidrolase de C.durissus além de outras proteinas nos
diferentes venenos analisados, embora um numero muito maior de proteinas tenha sido
reconhecido pelos anticorpos do soro de cavalo (Figuras 18B e 18D). O
hexadecapeptideo Ser’-lle’® foi capaz de inibir o reconhecimento dos anticorpos de
coelho purificados (Figura 18A). Nenhuma inibi¢do da ligagdo dos anticorpos obtidos do

soro de cavalo foi verificada (Figura 18C).
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Figura 18- Avaliacdo por immunobloting da imunorreatividade de anticorpos purificados de soro
de coelho e comercial antibotropico e anticrotalico em resina Seph-BApNA-hidrolase de
C.durissus imobilizada. Quatro membranas idénticas foram produzidas por western blot a partir
de SDS-PAGE 12 % redutor contendo os seguintes antigenos: (1) 5 uyg de BApNA-hidrolase de
C.durissus purificada e 25 ug dos seguintes venenos; (2) Crotalus durissus terrificus, (3) B.
jararaca, (4) B. jararacussu, (5) B. moojeni, (6) B. alternatus, (7) B. neuwidi e (8) Lachesis muta.
Apébs eletrotransferéncia as membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos em
concentragdes saturantes: coelho purificado em Seph-BApNA-hidrolase pré-incubado com o
Ser'-lle™® (A), coelho purificado em Seph-BApNA-hidrolase (B), soro comercial antibotrépico e
anticrotalico purificado em Seph-BApNA-hidrolase pré-incubado com Ser'-lle’® (C) e soro
comercial antibotrépico e anticrotalico purificado em Seph-BApNA-hidrolase (D). Bandas foram
reveladas pela exposi¢cao ao filme fotografico apds reagdo por ECL das membranas incubadas
com IgG de carneiro anti-coelho conjugada a HRP.
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6- DISCUSSAO

6.1- Purificagcao de BApNA-hidrolase do veneno de C.durissus

A abordagem proposta neste estudo do fenébmeno da imunorreatividade cruzada
em venenos ofidicos foi baseada na utilizagdo de antigenos quimicamente definidos,
naturais e sintéticos. A purificagdo da proteina usada como modelo foi importante por
permitir comparacado direta de suas propriedades imunoquimicas com aquelas de
componentes nos outros venenos ofidicos analisados que apresentaram reatividade
imunoquimica cruzada.

O processo de purificagdo da BApNA-hidrolase do veneno de C.durissus mostrou
que existem diferentes isoformas desta enzima que se diferenciam pelo conteudo
glicidico (Figura 2). A purificagdo da enzima até homogeneidade foi alcangcada pela
combinagao de varias etapas como mostrado na Figura 4, incluindo cromatografia de
afinidade em resina Seph-p-aminobenzamidina conforme descrito por Alexander (1988).
Para os estudos imunoquimicos dos venenos ofidicos, utilizou-se fragbes
correspondentes a F18 (Figura 4) glicosiladas, por ndo dispormos de PGNase suficiente

para deglicosilagao de todo o conteudo utilizado nesses estudos.

6.2- Obtengao de anticorpos de especificidade definida

6.2.2- Produgao do conjugado
Uma forma convencional de se obter um imundgeno peptidico € através de seu
acoplamento a uma molécula carreadora que pode ser uma proteina conhecida ou um

polimero carreador sintético, o que confere uma estrutura macromolecular ao antigeno
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peptidico (Sela et al., 1980; Lerner et al.,, 1982; Bittle et al., 1982). Proteinas
carreadoras frequentemente usadas, como BSA cationizada e KLH, possuem alta
massa molecular que limita a formacédo de conjugados de alta densidade peptidica.
Para contornar essa limitag&do, no intuito de melhorar a imunogenicidade dos peptideos,
foram criados os MAPs, primeiramente descritos por Tam (1988), e que atualmente sdo
amplamente utilizados para imunizacdo de animais para obtencdo de anticorpos anti-
peptidicos por permitirem a obtengdo de conjugados com cerca de 80 % de conteudo
peptidico (Sadler et al., 2002).

Por n&o dispormos das resinas apropriadas para a producido de MAPs que sao
produzidos por sintese em fase sélida, desenvolvemos um carreador protéico a partir da
proteina crotamina, que permitiu o acoplamento de cinco peptideos por molécula
carreadora, perfazendo um conteudo peptidico de 60 % (m/m) no conjugado utilizado

para imunizagao.

6.2.3- Escolha do peptideo imunogénico

Diversas ferramentas de imunoinformatica para predicao de epitopos protéicos
para exposigao de antigenos via MHC classe | e |l foram relatadas (Flower et al., 2003),
incluindo desde programas que predizem a fragmentacdo de proteinas pelo
proteassoma para exposicdo via MHC | até bancos de dados com sequéncias
peptidicas que se ligam a moléculas de MHC Il conhecidas. No entanto, a utilizacdo de
programas para predicdo de moléculas ligantes a MHC Il (MHC-THREAD e ProPred)
com a estrutura primaria da BApNA-hidrolase de C.durissus levou a obtencido de
sequéncias peptidicas muito diferentes, equivalentes a diferentes regides da proteina.

Essa discrepancia observada nas sequéncias peptidicas obtidas por diferentes
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ferramentas in silico reflete possivelmente o conhecimento ainda incompleto dos
mecanismos bioquimicos envolvidos no processamento e na apresentacdo dos
antigenos pelas células do sistema imunoldgico. Desta forma, para desenho do
peptideo imunogénico, utilizou-se a estrutura tridimensional cristalografada da proteina
TSV-PA como protétipo para localizar algas externalizadas na sequéncia da proteina
giroxina (BApNA-hidrolase) de C.durissus, que possui 60 % de identidade em estrutura
primaria com essa proteina (Figura 5). A escolha dessas regides foi embasada pela
relacdo entre superficie de exposicéo e reatividade antigénica observada por estudos
imunoquimicos envolvendo reatividade de anticorpos produzidos contra a proteina
mioemeritrina, cuja estrutura cristalografada € conhecida, e contra peptideos sintéticos
equivalentes a diferentes regides desta proteina (Tainer et al., 1984). As regides voltas
B (que correspondem a tor¢des imediatamente apds a-hélice) e algas que sao
localizadas principalmente nas por¢cdes externas de proteinas com estrutura
tridimensional cristalografada foram utilizadas para desenho de peptideos
imunogénicos (Chandrasekhar et al., 1991; Mez0 et al., 1999; Schlosser et al., 2003).

O peptideo escolhido, correspondente a alga 5 (Figura 6), possuiu 15 residuos
de aminoacidos. A determinacdo do seu comprimento se deu a partir de resultados
obtidos através de analises cristalograficas de peptideos enddgenos associados a
molécula de MHC Il (HLA-DR1), no qual foi demonstrado que 13 residuos de
aminoacidos s&o observados no sitio de interacdo MHC |l e peptideo (Jardetzky et al.,
1996). Antigenos recuperados de complexos com MHC Il purificados de linfécitos T
apresentaram sequéncia de tamanho variavel de 13 a 25 residuos (Rudensky et al.,

1991; Chicz et al., 1992).
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O peptideo escolhido foi capaz de estimular a producdo de anticorpos anti-
BApNA-hidrolase que reagiram com a proteina nos seus estados nativo e desnaturado
(Figuras 15A e 15B). Léonetti et al., 1990 mostraram que anticorpos produzidos contra
um peptideo na forma ciclica reconhecem a proteina de origem no estado nativo por
mimetizar sua conformacgdo. Por outro lado, foi demonstrado que o peptideo
imunogénico na forma linear se liga mais fortemente ao anticorpo monoclonal
antiproteina devido a sua maior flexibilidade estrutural em comparacido ao mesmo na
forma ciclica (Schlosser et al., 2003). Anticorpos antipeptideos produzidos contra
regides altamente flexiveis reagem fortemente com a proteina no seu estado nativo, ao
passo que anticorpos antipeptideos de regides bem ordenadas n&o reagem (Tainer et
al., 1984). Isso mostra que um dos motivos que levam as regides de alga externalizada

a serem regides imunogénicas em proteinas é a sua flexibilidade estrutural.

6.3- Analise imunoquimica de venenos ofidicos com diferentes antisoros e
anticorpos purificados
Soros comerciais antibotrépico e anticrotalico provenientes de cavalos
hiperimunizados com venenos de serpentes dessas espécies e soro de coelho obtido a
partir de animais imunizados com o peptideo sintetizado acoplado via aminoterminal a um
carreador protéico (conjugado = carreador-Ser’-lle’®) foram utilizados como fonte dos

anticorpos utilizados para o estudo de imunorreatividade cruzada em venenos ofidicos.

6.3.1- Anticorpos com especificidade para o peptideo Ser'-lle'®
O presente trabalho mostrou que anticorpos purificados de soros comerciais e

antipeptidico em resina Sepharose-Ser'-lle’®, além de reagir em western blots com
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proteinas cujas massas moleculares sdo compativeis com as de serino-proteases do
veneno de C.durissus, também reagiram com componentes dos varios venenos cujas
massas moleculares sao significativamente diferentes (Figuras 16B e 16D). A
reatividade desses anticorpos de especificidade definida com proteinas de massas
moleculares semelhantes as da BApNA-hidrolase pode ser decorrente da similaridade
entre as sequéncias das SVTLEs dos diferentes venenos analisados (Castro et al.,
2004), refletindo ainda as semelhancas nas estruturas tridimensionais dessas
proteinas, conforme verificado nos modelos estruturais obtidos de SVTLEs de B.
jararaca (Vitorino-Cardoso et al., 2006) e L. muta (Castro et al., 2001). Apesar de nao
termos caracterizado estruturalmente todas as proteinas que reagiram com anticorpos
anti-Ser'-lle’, aquelas cujas massas moleculares sugerem ndo se tratar de serino-
proteases parecem pertencer a familia das fosfolipases, que tém massa molecular entre
15 a 18 kDa embora ndo apresente similaridade de sequéncia com as SVTLEs. Stabeli
et al, (2005) demonstraram imunorreatividade cruzada de anticorpos anti-
undecapeptideo lle'-Hse'", cuja seqiiéncia corresponde ao segmento lle***>-Met**® da
proteina LAAO de B. moojeni, obtidos de soro comercial antibotropico, com proteinas
estruturalmente ndo relacionadas, como fosfolipase A, serino protease e LAAO. No
entanto, ndo se pbéde afirmar nesse trabalho contra qual das proteinas reconhecidas, os
anticorpos anti- lle’-Hse'" foram produzidos pelo animal hiperimunizado. Com o objetivo
de produzir anticorpos com especificidade definida para o estudo de imunorreatividade
cruzada em toxinas ofidicas, animais foram imunizados com um peptideo, uma
molécula com pouca ou nenhuma restricdo conformacional, para obtencdo de

anticorpos antipeptideo. Foi sugerido que imundgenos flexiveis levam a produgao de
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anticorpos de uma variedade de especificidades, gerando consequentemente

reatividade cruzada com antigenos diversos (Campbell et al., 2000).

6.3.2- Anticorpos com especificidade para o peptideo lle'*-Ser’

Anticorpos anti-lle'®-Ser’, obtidos da purificacdo do soro antipeptidico em Vid-
lle™-Ser', exibiram imunorreatividade apenas com proteinas de massas moleculares
semelhantes as das serino proteases (Figuras 17B). Essa reduzida imunorreatividade
cruzada observada pode ser explicada pelo sentido de imobilizacdo do peptideo no
suporte utilizado como resina de afinidade, o qual € oposto ao peptideo acoplado ao
carreador utilizado para imunizacgao (Ser1—lle15). O acoplamento do peptideo através do
seu grupo carboxilico terminal a resina pode ter comprometido o reconhecimento pelos
anticorpos cujas especificidades eram dirigidas a esta regido da molécula. Como o
imundégeno usado na preparagdo dos soros expunha preferencialmente a porgéo C-
terminal do peptideo, € possivel que a purificagcdo do soro antipeptideo em resina
expondo a regido de N-terminal selecione um menor numero de anticorpos, e essa
especificidade mais restrita seria responsavel pela menor imunorreatividade cruzada
associada a esses anticorpos, purificados por afinidade.

Anticorpos provenientes de soro anticrotalico e antibotrépico purificados nessa
resina exibiram imunorreatividade cruzada com proteinas de massas moleculares
semelhantes as das serino proteases e de outras proteinas nao relacionadas (Figura
17D). Isso se deve ao fato de haver nesses soros hiperimunes um numero muito grande
de anticorpos contra teoricamente epitopos de todas as proteinas presentes nos

venenos utilizados para hiperimunizagdo. Esse elevado numero de anticorpos com
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especificidades variadas podera originar a imunorreatividade cruzada com proteinas

nao relacionadas.

6.3.3- Anticorpos com especificidade para proteina

Verificou-se que anticorpos de soro comercial purificados em resina Seph-IBPA-
Suc-BApNA-hidrolase reagiram com proteinas de distintas massas moleculares no
veneno de C.durissus, além de reconhecerem diferentes proteinas nos demais venenos
analisados (Figura 18C). Isso pode ser explicado pelo fato de haver no soro comercial
anticorpos contra os inumeros epitopos das proteinas presentes nos venenos, muitos
dos quais seriam recuperados na cromatografia por afinidade em resina contendo uma
estrutura protéica complexa como a da BApNA-hidrolase capaz de permitir a ligagéo de
anticorpos produzidos contra epitopos desta e de outras proteinas nao relacionadas. Ao
contrario, os anticorpos purificados a partir de soro anti-peptidico nessa mesma resina
apresentaram um repertorio de especificidades mais restrito, refletindo tanto o numero
de epitopos do imunogeno usado na preparacdo do soro quanto as restricoes
conformacionais a que deve estar sujeita a algca 5 da proteina (Figura 6)
comparativamente as possibilidades que ocorrem neste segmento peptidico quando

livre ou ligado apenas pelo residuo N-terminal.

6.3.4- Inibigdo de anticorpos de especificidade definida por Ser'-lle"®
Nossos resultados mostraram que o peptideo Ser'-lle’® tem a capacidade de
inibir completamente a reatividade dos anticorpos de especificidade para Ser'-lle’ e
lle™-Ser' com as demais proteinas n&o relacionadas (Figuras 16A, 16E, 17A e 17C).

Considerando que os peptideos sdo pequenas moléculas que possuem pouca ou
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nenhuma restricdo estrutural quando em solugéo, pode-se supor que a conformacgao do
peptideo isolado ndo seja necessariamente a mesma deste segmento particular na
estrutura da proteina nativa. Desta forma, essa capacidade inibitéria do peptideo em
solugdo deve-se a sua alta flexibilidade estrutural e capacidade de gerar isébmeros
conformacionais que se adaptam a diferentes regides ligantes dos anticorpos.

Por outro lado, embora se pdde verificar inibicdo da interagdo entre anticorpos
provenientes do soro antipeptideo purificados em resina com a BApNA-hidrolase
imobilizada (Figura 18A), ndo se verificou quaisquer inibicdes dos anticorpos
provenientes do soro comercial purificados nessa resina (Figura 18C). Essa auséncia
de inibigao verificada se deve a presenga de inumeros anticorpos com especificidades
para todos epitopos da BApNA-hidrolase no soro comercial que se ligaram a resina, e,
desta forma, o peptideo Ser'-lle’® foi capaz de inibir apenas anticorpos com
especificidade para a regido Ser'®-lle'”® da BApNA-hidrolase (equivalente a alca 5),
deixando ativos contra os demais epitopos dessa proteina.

A mobilidade estrutural € uma parte essencial no processo de reconhecimento
antigénico (Tainer et al., 1984). O reconhecimento da proteina nativa pelos anticorpos
antipeptideo pode ser explicado pelo fato de o peptideo escolhido equivaler a uma alca
externa da proteina, a qual possui caracteristica de regido de alta flexibilidade.
Anticorpos produzidos contra moléculas altamente flexiveis sdo capazes de reconhecer
estruturas protéicas com mobilidade conformacional mais restrita porque pequenas
desordens locais em um curto segmento da proteina nativa produzem conformacgdes
que mimetizam algumas das decorrentes da flexibilidade estrutural do peptideo em
solugdo (Westhof et al., 1984). Por outro lado, estudos baseados na estrutura

tridimensional de complexos antigeno-anticorpo tém demonstrado que determinados
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anticorpos existem na forma de isbmeros conformacionais, fazendo com que uma
mesma estrutura primaria exiba arranjos tridimensionais diferentes nos complexos
formados com diferentes antigenos (Foote et al., 1994; James et al., 2003; Jimenez et
al., 2003). Desta forma, a flexibilidade estrutural do antigeno deve contribuir para a
adaptacado conformacional entre antigeno e anticorpo através de mecanismos de
selecdo conformacional ou ajuste induzido, assim modulando a especificidade do
anticorpo e a reatividade cruzada (Davis e Cohen, 1996; Berger et al., 1999; Campbell

et al., 2000; Wu et al., 2000).
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7- CONCLUSOES

o Através de reacdes de reducgao, carboximetilagdo, succinilagéo e hidrazidagao da
crotamina, desenvolvemos um carreador protéico com multiplos sitios de
acoplamento que permitiu que, em meédia, até cinco peptideos com aldeido
terminal fossem ligados por molécula carreadora;

"5 ha estrutura da

e O peptideo Ser'-lle'®, que corresponde a seqiiéncia Ser'®-lle
BApNA-hidrolase de C.durissus, mostrou-se imunogénica para coelhos quando
acoplado na proporgao de 5:1 em relagcdo ao carreador;

e Anticorpos de coelhos produzidos contra o peptideo Ser'-lle'® e purificados por
afinidade em resina Seph-Ser'-lle’ exibem reatividade cruzada com
componentes aparentemente nao relacionados estruturalmente de venenos de
diferentes espécies;

e A producdo de resinas contendo o peptideo acoplado em sentidos opostos,
através dos residuos N- ou C-terminais, permitiu-nos verificar que o sentido de
acoplamento do peptideo ao carreador € um fator determinante da especificidade
dos anticorpos antipeptideo produzidos;

e Soros anticrotalicos para fins terapéuticos possuem anticorpos contra varios

epitopos da BApNA-hidrolase de C.durissus, além dos anti- Ser'-lle'>;
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8- RESUMO

E amplamente aceita a imunorreatividade cruzada envolvendo toxinas ofidicas
mediada por anticorpos que reconhecem componentes de diferentes venenos que
trazem homologia de sequéncia de aminoacidos ou alguma relagdo funcional.
Recentemente, foi demonstrado que anticorpos antifragmento de L-aminoacido oxidase
(LAAO), obtidos de soro antibotrépico poliespecifico, reagem com componentes de
venenos que nao possuem qualquer relagao estrutural. No presente trabalho, fazendo
uso da estrutura tridimensional cristalografada de um ativador de plasminogénio
presente no veneno de Trimeresurus stejnegeri (TSV-PA), nés escolhemos o peptideo
SSEHIAPLSLPSSPPI, pertencente a uma alga externa de uma proteina coagulante de
C.durissus (giroxina), acoplamos a um carreador polivalente produzido a partir da
proteina crotamina e imunizamos coelhos. Os anticorpos produzidos, além de
reconhecerem a giroxina, foram capazes de reagir com componentes de venenos de
diferentes espécies que aparentemente ndao guardam qualquer relagdo estrutural. A
identificacdo desses componentes foi feita por analise de immunobloting, a qual
mostrou bandas reveladas na altura de proteinas da familia das fosfolipases, as quais
nao possuem qualquer relagcdo estrutural com as proteinas homélogas a trombina.
Também foi demonstrado que anticorpos purificados em resina contendo o peptideo
imobilizado no mesmo sentido do seu acoplamento ao carreador utilizado para
imunizagado (N-terminal acoplado), mostram maior reatividade cruzada que aqueles
obtidos de resinas com o peptideo no sentido oposto (C-terminal acoplado). Noés
hipotetizamos que a reatividade de anticorpos antipeptideo com componentes nao
relacionados estruturalmente esta relacionada a alta flexibilidade estrutural de
moléculas peptidicas e a adaptagdo conformacional de suas moléculas ligantes, os
anticorpos. Além disso, acreditamos que esse trabalho contribuiu para um
aprofundamento no nivel de discussdo sobre imunorreatividade cruzada em venenos
ofidicos uma vez que faz uso de um novo modelo experimental, utilizando reagentes

imunoquimicos, antigeno e anticorpo de especificidade definida.
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9- ABSTRACT

It is widely established that antivenoms cross-react with venoms of
phylogenetically related species, and that anti-toxin antibodies cross-react with other
functionally and structurally related components of homologous and heterologous
venoms. Only recently it was shown that affinity-purified antibodies against an
undecapeptide derived from B.moojeni L-amino acid oxidase cross-reacted with
functionally unrelated venom toxins, among which two serine proteases and a
phospholipase A, homolog. In the present work we confirmed and extended the
demonstration that immunological cross-reactivity in snake venoms involves functionally
unrelated proteins. First, we prepared rabbit anti-sera against a synthetic peptide
(SSEHIAPLSLPSSPPI) whose sequence was chosen among those of the various
external loops of the Crotalus durissus thrombin-like enzyme, as judged by the
crystallographic 3-D structure of the homologous (70% sequence similarity)
Trimeresurus stejnegeri plasminogen activator. The specificities of these antisera were
then studied by using the affinity-purified anti-peptide antibodies to probe western blots
of venoms of representative brazilian snakes, indicating that components besides the
parental coagulating enzyme were also labeled in most cases. The specificities of the
affinity-purified antibodies varied slightly depending on the N- or C- terminal coupling
orientation of the peptide during the immunoabsorbent preparation. In summary, the
anti-peptide antibodies raised against a well defined segment of the C.durissus
thrombin-like enzyme cross-reacted with functionally unrelated venom components, as

judged by the western blot analyses.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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