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Bothrops lanceolatus € uma
serpente endémica da

ilha de Martinica, no Caribe.
Envenenamentos causados pela picada desta serpente sao
frequentemente caracterizados pela ocorréncia de trombose sistémica, a
qual pode levar as vitimas a morte por infarto do miocardio, pulmonar

ou cerebral.
Hemorragia e necrose raramente ocorrem, o que difere do quadro

hemorragico evidenciado nos envenenamentos por outras Bothrops sp..
Ainda que os quadros clinicos contrastem, os venenos destas serpentes
constituem uma complexa mistura de toxinas capazes de interferir no
processo hemostatico. Dentre estas, as metaloproteases sao os
componentes mais abundantes e o0s principais responsaveis pelo
desenvolvimento dos disturbios hemostaticos. Isto porque sao capazes
de ativar diversos fatores da cascata de coagulacao; além de degradar
proteinas da superficie de células endoteliais e de matriz extracelular
(responsaveis pela integridade dos capilares).
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O objetivo deste trabalho é isolar a enzima majoritaria do veneno da
serpente Bothrops lanceolatus e caracterizar suas funcdes biologicas,
buscando identificar componentes determinantes para o
desenvolvimento da trombose.
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Ensaios de coagulacao: Plasma humano citratado (50ulL) foi incubado
com doses crescentes de veneno ou enzima purificada, a 37 °C. A reacao
foi iniciada pela adicao de 10 uL de CaCl, 150 mM e monitorada por 30
min a 650 nm em leitor de microplacas.

Atividade amidolitica: A atividade hidrolitica sobre substratos
cromogénicos foi monitorada pelo aumento de absorbancia a 405 nm
apos adicao do veneno aos substratos cromogénicos S2238 (para
trombina), S2251 (para plasmina), S2302 (para calicreina), S2222 (para
fator X) e BAPNA (para serinoproteases).

Purificacao da enzima: A purificacao da enzima majoritaria foi feita
através da combinacao de cromatografia de interacao hidrofobica, em
coluna Phenyl Sepharose, e cromatografia de troca ionica, em coluna
MonoQ. As fracoes obtidas foram analisadas em SDS-PAGE 10% sob
condicoes redutoras. Atividade proteolitica foi testada sobre azocaseina.
Inibicao da atividade proteolitica: A fracao purificada foi incubada
com OPA (inibidor especifico de metaloproteases), EDTA (inibidor de
metaloproteases), EGTA (inibidor de metaloproteases), PMSF (inibidor
especifico de serino proteases) e E-64 (inibidor especifico de cisteino
proteases) por 15 min a 30 °C; e, em sequida, testada a atividade
proteolitica sobre azocaseina.

Ativacao de protrombina: Atividade testada de duas formas: (1) pela
incubacao da fracao parcialmente purificada com protrombina a 37 °C,
por 1h, 2h, 4h e 18h com analise dos fragmentos de degradacao, em
SDS-PAGE 10% sob condicoes redutoras e (2) ensaio de atividade sobre
S2238, substrato especifico para trombina, gerada por proteolise, apos-
incubacao por 15 min.

Sequéncia de aminoacidos: A sequéncia da enzima foi obtida por
LC/MS/MS.
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B.lanceolatus fracionado em coluna de Phenyl Sepharose. Atividade
proteolitica monitorada pela degradacao de azocaseina.
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Fig. 4. Influéncia de inibidores sobre a atividade
proteolitica. Enzima purificada incubada com OPA, EDTA
e EGTA (inibidores de metaloprotease), PMSF (inibidor de
serino protease) e E-64 (inibidor de cisteino protease) por

10 min. Atividade azocaseinolitica ensaiada

plasma.
adicao de CaCl2 por 30 min a 650 nm.

Fig. 5. Atividade pro-coagulante da enzima
purificada. Plasma humano incubado com (1) 1 ug, (2)
5 ug e (3) 10 ug da enzima por 10 min. (Ctrl) Controle de
Formacdao de coagulo monitorada, depois da

etapa anterior, fracionadas em coluna MonoQ. Atividade proteolitica Veneno bruto (6,5ug) e
monitorada pela degradacao de azocaseina. enzima (1,0ug), sob condicoes
redutoras.
0,40
0.35 A
ATRPKGAVQP KYEDAMOYEF KWNGEPWWVLH
LEKNKGLFSK DYSEIHYSPD GREITTYPPYV
0,30 1 EDHCYYHGRI ENDADSTASI| SACHNGLKGYF
KLQRETYFIE PLKLPDSEAH AVFKYENWEK
£ 0254 EDEAPKMCGY TOQNWKSYEPI KKASGQLAFTA
c EQQRYDPYKY | EFFYYVDQG TYTKNNGDLD
Q KIKARMYELA MNIVNEIFRYL YMHVALWYWGLE
© 490 A I WSNGDKITVY KPDVDYTLNS FAEWRKTDLL
8 TRKKHDNAQL LTAIDFNGPT |IGYAY | GSMC
HPKRSYGI VO DYSPINLYVA %I MAHEMGHN
0,15 1 LGIHHDTGSC SCCGDYPCIMG PTISNEPSKEF
FSNCSY | QCW DFIMMHNPEC | INEPLGTDI
010 | SPPYVCGNEL LEVGEECDCG TPENCQNECTC
' DAATCKLKSG SQCGHGDCCE QCKFSKSGTE
CRASMSECDP AEHCTGOSSE CPADVFHKNG
0.05 e QPCLDMNYGYC YNGNCPIMYH QCYALFGADVY
. . . . . . . . . YEAEDSCFKD NOQKGNYYGYC RKENGKKI PC
APEDVKCGRL YCKDNSPGQN MNPCKMFY SND
0 200400 600 80O 1000 1200 1400 1600 1800 DEHKGMYLPG TKCADGKVECS NGHCVDVATA
Y

Tempo (s)

Fig. 6. Atividade pro-coagulante do veneno de
B.lanceolatus. Formacao de coagulo monitorada por 30
min a 650 nm ap0s recalcificagao. Curvas representativas
de coagulacao para plasma controle (Ctrl) e incubado
com 0,5 ug (1), 2,5 ug (2), 1 ug (3) e 5ug (4) de veneno.

Fig. 7. Peptideos identificados por LC/MS/MS.
Identificacdo de 8 peptideos da sequéncia da enzima
parcialmente purificada com identidade a sequéncia da
proteina jararagina, do veneno de B. jararaca.
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Fig. 8. Ativacao de protrombina pela enzima
purificada. Atividade direta sobre substrato cromogénico
S2238 (1) e atividade da trombina formada ap0s incubacao
por 15 min de 1 ug da enzima com protrombina (2).
Controle (Ctrl), apenas protrombina.
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A enzima purificada possui 50 kDa, € inibida especificamente por orto-fenantrolina (OPA) e sua seqiéncia peptidica a
identifica como uma metaloprotease. Esta metaloprotease possui atividade pro-coagulante, a semelhanca do veneno
bruto, de forma dose-dependente (1-10 ug enzima), sendo capaz de ativar pro-trombina na menor dose testada.
atividade pro-coagulante é observada nos envenenamentos pela formacao de trombo na microvasculatura.
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Fig. 9. Ativacao de protrombina pelo veneno de B.
lanceolatus. Atividade direta sobre substrato cromogénico
52238 (1) e atividade da trombina formada apds incubagao
por 15 min de 1 ug do veneno com protrombina (2).
Controle (Ctrl), apenas protrombina.

Fig. 10. Ativacao de protrombina pela enzima
parcialmente purificada. Andlise dos fragmentos
gerados pela enzima (1 ug) incubada com protrombina
por 1, 2, 4 e 18 horas. (Pthr) Protrombina, (Thr)
Trombina.
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