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RESUMO

RESUMO

O envenenamento botrépico leva ao desenvolvimento de eventos como
necrose, hemorragia e distarbios da coagulacdo, gerando um quadro
fisiopatologico de grande complexicidade. O trabalho de Lébo de Araujo et al. de
1998 descreveu uma proteina de cadeia polipeptidica simples (PlI1A), a qual
apresentou atividade enzimatica tipo esterolitica, proteina esta, proveniente do
veneno da Bothrops lanceolatus, uma serpente habitante da ilha da Martinica, no
Caribe. A imunodifusdo e a imunoeletroforese apresentaram uma linha simples de
imunoprecipitado. A fracdo em questdo ainda hidrolisou as cadeias a e B do
fibrinogénio, o que levou a classificar esta proteina como uma enzima
fibrino(geno)litica. No presente trabalho, nos propusemos a dar continuidade ao
estudo desta proteina parcialmente purificada e caracterizada e investigar sua
atividade como ativadora de plasminogénio ou portadora de atividade fibrinolitica,
assim a atividade plasmina simile foi determinada pela acdo da proteina
diretamente sobre substrato cromogénico especifico (S-2251™), estando de
acordo com achados publicados por Lébo de Araujo et al (1998) e que revelou
também discreta atividade ativadora de plasminogénio, quando compara-se
incubagdo na presenca e auséncia deste. Determinamos 71% da sequéncia de
aminoacidos da PII1A por espectrometria de massa — Q-tof, este método revelou
um peso molecular de 28.360 kDa. A andlise da sequéncia em base de dados
mostrou homologia com outras proteinas se serpentes e com enzimas como

tripsina e fatores da cascata de coagulagéo.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The main symptoms following bothropic envenoming are necroses, hemorrhage
and coagulopathies, originating a characteristic and complex phisiopathology. The
work of L6bo de Araujo et al. (1998) described a single polipeptide chain protein
(PII-1A) purified from Bothrops lanceolatus venom, a snake inhabitant of the
Martinica island. The immunodiffusion and immunoeletrophoresis analysis showed
a single immunoprecipitin line. This protein was characterized as a
fibrino(geno)lytic enzyme since was able to hydrolyze the o and B chains of
fibrinogen. Using synthetic substrates, the authors demonstrated a strong sterolytic
activity against p-TAME. In the present work we continue to study this protein (PlI-
1A) investigating its activity to activate plasminogen or to present a direct
fibrinolytic activity using S-2251™ substrate. The determination of its partial
sequence, including N-terminal, was carried through by mass spectrometry - Q-tof

that showed molecular weight 28.369 kDa.
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1. INTRODUCAO

1.1. HISTORICO

Serpentes sdo animais que sempre nos inspiraram admiracdo e medo.
Relatos a seu respeito sdo encontrados nos mais antigos documentos, como na
Biblia, onde a serpente personifica o0 mal e Deus declara que ela sera maldita
entre os animais (gen. 3), ou ainda simboliza a cura (num. 21-09), contribuindo
para povoar a imaginacdo popular e enriquecer o folclore universal. No Brasil, os
primeiros relatos a cerca das serpentes foram feitos pelo Pe. José de Anchieta, da
ordem de Santo Inacio de Loyola. Padre Anchieta relata a existéncia de “diversos
géneros de cobras venenosas” com cores chamativas e desenhos peculiares de
suas escamas, as quais eram encontradas inclusive nas casas e cuja picada
podia matar em vinte e quatro horas. Nesta carta ele relata ainda que, pessoas
picadas que sobrevivessem ao acidente, quando novamente picadas, sentiam
menos dor e ja ndo corriam risco de vida. Este ja era o inicio das observacdes a
respeito da soroterapia ofidica, mais tarde comprovada por Sewall, que
demonstrou o desenvolvimento de resisténcia continua e gradativa em pombas
que receberam repetidas doses muito diluidas de veneno de serpente do género

Sistrurus (WEN F. H. 2003).
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Atualmente a pesquisa sobre venenos de serpentes, através dos mais
sofisticados métodos, pode auxiliar na recuperacdo de pessoas picadas, além de
poder desenvolver-se novos medicamentos a partir deste mesmo veneno.
Exemplo disso é a descoberta do Fator Potenciador de Bradicinina (FPB), o
captopril (Capoten®), por Ferreira e Rocha e Silva, em 1965, uma pré-droga que
auxilia na manutencdo da pressdo arterial, na insuficiéncia cardiaca congestiva
(ICC) e na doenca arterial coronaria, fazendo parte do grupo dos inibidores da

enzima conversor de anginogénio (ECA) (BENOWITZ N. L., 2003).
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1.2. DESCRICAO E TAXONOMIA

Serpentes podem ser descritas como seres extremamente longos, com
auséncia de apéndices locomotores e cintura escapular, sinfise mandibular
substituida por um ligamento elastico, perda de palpebras moveis, pele recoberta
por escamas e fechamento lateral da caixa craniana. Elas povoam praticamente
todo o globo terrestre, exceto os polos, uma vez que a temperatura destas regides
impossibilita a sobrevivéncia de animais ectodérmicos ou pessilotermos. Podem
ser encontradas em matas e florestas tropicais, em savanas e desertos,
sobrevivem em ambientes aquaticos e terrestres, em agua doce ou marinha,
assim como podem apresentar habitos terrestres, arboricolas e fossoriais

(FRANCO F. L. 2003).

Serpentes sdo chamadas de peconhentas quando apresentam veneno que
pode produzir acidente de importancia médica com frequéncia e gravidade
consideraveis, além de serem dotadas de aparelho inoculador eficaz (WUSTER,
GOLAY, WARRELL, 1997). Sabe-se atualmente que ha cerca de 2.900 espécies
de serpentes no mundo, sendo que apenas 300 sdo classificadas como
peconhentas (VARANDA e GIANNINI, 1994), compondo 465 géneros, em 20
familias , das quais 10% das espécies sdo encontradas no Brasil (FRANCO F. L.

2003).
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A Classificacdo taxonémica das serpentes as distribui em cinco familias, a
saber: Crotalidae, Elapidade, Hydrophidae, Colubridae e Viperidae. Esta ultima se
divide ainda em duas subfamilias: Viperinae e Crotalinae (WUSTER, GOLAY,
WARRELL, 1997). A serpente que produz o veneno estudado neste trabalho
pertence a familia Viperidae, sub-familia Crotaline , género Bothrops (THOMAS, L.
et al., 1995 ). A Viperidae € composta por trés sub-familias: Viperinae,
Azemiopinae e Crotalinae. Uma caracteristica da sub-familia Crotalinae é a
fosseta loreal que sdo dois orificios situados nas laterais esquerda e direita da
cabeca entre o olho e a narina, este 6rgdo tem a funcdo de captar variacbes de
temperatura, permitindo a serpente formar imagens de infra-vermelho e luminosa.
Nesta sub-familia os exemplares mais conhecidos s&o jararacas, urutus,

jararacucgus, surucucus, cascaveis (FRANCO F. L. 2003).
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1.3. ACIDENTES BOTROPICOS NO BRASIL

No Brasil, as serpentes sdo chamadas popularmente de cobras e ha
aproximadamente 321 espécies delas em nosso territério (FRANCO F. L. 2003),
destas, o género Bothrops € responsavel por 90% dos acidentes ofidicos,
tornando-se um problema de saude publica, tamanha incidéncia, gravidade e
seqiielas deixadas nos pacientes (MINISTERIO DA SAUDE, 1998). O Ministério
da Saude registra cerca de 18.000 casos de acidentes botrépicos por ano, dos
casos tratados 0,3% evoluem para 6Obito. O maior nimero de casos ocorre em
areas rurais, envolve homens, com idade entre 15 a 49 anos, tendo como locais
mais atingidos as pernas e os pés. O fato de os acidentes ocorrerem em areas
rurais € um dos problemas enfrentados no tratamento, pois estas areas sdo, na
maioria das vezes, de dificil acesso e o tempo entre a picada e a chegada ao
servico de saude passa ser grande, propiciando o agravamento do quadro clinico

do paciente (FRANCA e MALAQUE, 2003).

No anseio de encontrar solucao para melhor recuperacao do paciente, varias
alternativas foram propostas, principalmente referentes aos efeitos locais. Foram
propostos uso de permanganato de potassio, fitoterapia envolvendo aristolochia,
curcuma e compostos de varios vegetais, variando de estado para estado,
baseado em conhecimento popular, infelizmente sem eficAcia comprovada

(CARDOSO, 2003). Atualmente, o Unico tratamento empregado no acidente
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ofidico é a soroterapia, introduzida por Calmette em 1894 e, posteriormente, adaptada e
aplicada em nosso pais por Vital Brazil, sendo de grande valia para os sintomas sistémicos,
mas com pouca acao sobre sintomas locais, o que pode relacionar-se a evolucgéo lenta dos
sinais sistémicos, mas evoluc&o rapida dos locais (GUTIERREZ et al.1981, 1985, 1987;

LOMONTE et al. 1987).

Além da soroterapia aplicam-se tratamentos adjuvantes, com o intuito de
melhorar o quadro geral instalado com a picada. O uso de antibioticoterapia é feito
pois, com frequéncia, ocorre instalacdo de microorganismos presentes na
cavidade oral da serpente assim como na pele do proprio paciente (FRANCA e

MALAQUE, 2003).
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1.4. ATIVIDADES

Os venenos botropicos apresentam trés principais atividades patoldgicas
distintas, que sdo: hemorragica, coagulante e proteolitica, esta Ultima leva a
inflamacdo aguda e necrose (HELUANY et al., 1992; COGO et al.,, 1993;

ZAMUNER et al., 1996; FRANCESCHI et al., 2000).

No veneno existem substancias com capacidade de causar hemorragias, sao
as metaloproteinases que contém zinco em sua estrutura e sdo chamadas de
hemorraginas. Estas agem por fragilizar a integridade do endotélio vascular,
degradando colageno, fibronectina e laminina; tém atividade de desintegrina além
de serem potentes anti agregantes plaquetarios. Seu mecanismo de acéo pode se
dar por digestdo enzimatica da lamina basal da microvasculatura e ruptura
completa de células endoteliais. Acredita-se que a clivagem especifica em pontos-
chave possa levar ao desencadeamento de um mecanismo enddgeno
amplificador, tendo um ataque proteolitico da lamina basal vascular (FRANCA e

MALAQUE, 2003).

A alteracdo da coagulacdo se da pelo grande numero de proteinas presentes

em venenos botropicos que atuam em componentes do sistema hemostatico

humano, como enzimas degradadoras de fibrinogénio, ativadores de
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plasminogénio, ativadores de protrombina, ativadores de fator V e X, enzimas com
atividade hemorrdgica, indutores de agregacdo plaquetaria e inibidores de

agregacao plaguetaria (MARKLAND, 1997).

Sabe-se também da capacidade do veneno em ativar fatores da cascata da
coagulacéo, levando ao consumo de fibrinogénio e consequente formacédo de
fibrina. As toxinas que atuam diretamente sobre o fibrinogénio sao
serinoproteinases chamadas trombina-simile, sendo que a maioria dessas toxinas
hidrolisam somente a regido N-terminal da cadeia Aa do fibrinogénio (HESSELL e
BLOMBACK, 1971), liberando apenas o fibrinopeptideo A, enquanto a trombina
atua também na cadeia Bp do fibrinogénio produzindo fibrinopeptideo A e B. Ja
foram também caracterizadas serinoproteinases nesses venenos que atuam sobre
o Fator VIII (KIRBY et al., 1979; NIEWIAROWSKI et al., 1979; HILL-EUBANKS et

al., 1989; NISHIDA et al., 1994; VON KLOBUSITZKY E KONIG, 1935/36).

Séao descritos ainda fracbes com atividade sobre plaquetas agregando-as e
aglutinando-as, além de ser observada trombocitopenia, desde as primeiras horas

apos a picada (FRANCA e MALAQUE, 2003).

A fracdo com atividade proteolitica presente no veneno € composta de
enzimas com capacidade de agir em diferentes substratos (ROSENFELD G.,
1971), o que leva a necrose e edema inflamatorio no local da picada (BRAZIL,

1911; JORGE e RIBEIRO, 1989; GUTIERREZ e LOMONTE, 1989). A agao
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inflamatoria € devida a fragcdes do veneno que tém acédo local, como aminas tipo
histamina, proteinas como a fosfolipase A, esterases, proteases, enzimas
liberadoras de cinina e lectinas, as quais apresentam acéo direta. Mas esta acéo
também pode ser de ordem indireta, pela inducdo ou liberacdo de autacoides
como bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos. A inflamacéo esta ligada a acéo
coagulante do veneno, levando a formacéo de trombos o que aumenta a hipoxia
tecidual com conseqiiente agravamento da necrose (FRANCA e MALAQUE,

2003).

Foram caracterizadas algumas fracdes purificadas de venenos botropicos,
as quais apresentam atividade fibrinolitica e/ou fibrinogenolitica como
provenientes da Bothrops jararaca: jararafibrase [, II, Il e IV (proteinas
fibrinoliticas, ativadoras de plasminogénio e/ou hemorragicas) (MARUYAMA et al.,
1992a,b/1993; TANIGAWA et al, 1994; ANAI et al., 1998), botrojararacina (enzima
fibino(geno)litica) (ZINGALI et al., 1993) e jararhagina, uma metaloproteinase
fibrinolitica e hemorragica (SUGIKI et al.,, 1995), da Bothrops atrox moojeni:
batroxobina (enzima fibrino(geno)litica) (BELL, 1997), e da Bothrops lanceolatus:

enzima com atividade esterasica que atua rapidamente na cadeia Ao e mais

lentamente na cadeia Bp do fibrinogénio (LOBO DE ARAUJO et al., 1998).
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A coagulopatia observada nos envenenamentos sistémicos desenvolve nos
pacientes uma pseudocoagulacdo intravascular disseminada (pseudo-DIC),

resultando em incoagulabilidade sangiinea decorrente do consumo dos fatores da

coagulacéo, principalmente do fibrinogénio, trombocitopenia e ativacédo do sistema
fibrinolitico (KAMIGUTI et al.,, 1986; RIBEIRO, 1989; DEMPFLE et al., 1990).
Algumas proteinases agem como anticoagulantes pela sua atividade fibrinolitica
ou fibrinogenolitica (BAJWA et al., 1980; KOMORI et al., 1985., DAOUD et al.,

1986; SANCHEZ et al., 1997., SERRANO et al., 1993).
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1.5. HEMOSTASE

Hemostase é o processo pelo qual condi¢bes fisiologicas normais do
sangue sao mantidas ao mesmo tempo que a perda de sangue € sanada ou
prevenida a partir de diversos mecanismos.

Em casos de lesdo vascular, inicialmente € observada a constricdo
vascular, tdo logo o vaso seja lesado. Este evento ocorre por reflexos nervosos,
espasmos miogénicos e fatores humorais locais, além da liberacdo de tromboxano
A, pelas plaquetas e formacgéo do tampé&o plaquetério - este conjunto de eventos é
chamado de hemostase primaria. A secundéaria envolve fatores ativadores de
trombina e fibrina, ou seja, a cascata de coagulagdo. E finalmente ha o

crescimento de tecido fibroso que tem a fungcédo de recompor a regido do orificio

vascular (GUYTON e HALL, 2002).
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1.5.1. COAGULACAO

A coagulacdo pode ocorrer de modo extrinseco ou intrinseco, dependendo
de quais substancias desencadearam sua ocorréncia.

Os mecanismos envolvidos na coagulagcdo podem tornar-se ativos em
decorréncia de traumas na parede vascular, no sangue (via extrinseca) ou em
contato do sangue com células lesadas (via intrinseca). Em qualquer dos modos
gue desencadeie 0 processo, estardo presentes proteinas chamadas de Fatores
de Coagulacdo. Estas sdo enzimas proteoliticas inativas, as quais dependem de
um precursor, ou zimogeno, para tornarem-se ativas, a partir do que, agem de
modo sucessivo em uma reagcdo em cascata, tendo como resultado a formacgéo
efetiva do coagulo pela presenca de polimero estavel de fibrina. As duas vias
ocorrem simultaneamente, pois enquanto o fator tecidual desencadeia a via
extrinseca, o fator Xll e as plaquetas, em contato com o colageno, deflagram a via

intrinseca.
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1.5.1.1. VIA EXTRINSECA DA COAGULACAO

A via Extrinseca da Coagulacdo depende de um trauma no tecido vascular

ou em células proximas a ele, dando inicio a formacé&o de ativador de protrombina.

Tal evento leva a liberacdo do Fator Tecidual, composto de fosfolipideos da
membrana tecidual a qual contém uma importante enzima proteolitica. Esta por
sua vez, age como ativador de fator VII. Tanto o fator tecidual como o fator VIl
ativado (Vlla) irdo atuar como ativadores de fator X. O fator X ativado (Xa) ira se
combinar com fosfolipidios do fator tecidual e com fator V gerando um complexo
chamado de ativador de protrombina, o qual age clivando a protrombina em
trombina na presenca de Ca'?. A trombina reage com o fibrinogénio que é
transformado em mondmeros de fibrinogénio, também em presenca de ions
Ca*®. Os filamentos de fibrina instavel passam a ser estaveis quando em contato
com fator estabilizador da fibrina ativado, assim as moléculas de fibrina ligam-se

de maneira cruzada formando o coagulo propriamente dito.
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1.5.1.2 VIA INTRINSECA DA COAGULACAO

Esta via tem inicio com um trauma no proprio sangue ou com a exposi¢ao
do sangue ao coldgeno. O trauma leva a alteracédo do fator Xll e das plaquetas. O
fator XII torna-se ativo enquanto as plaquetas mudam sua conformacdo para
melhor aderirem-se ao colageno exposto e liberam fosfolipideos. Em seguida, o
fator Xll ativado (Xlla) exerce a¢do enzimatica sobre o fator XI de modo a ativa-lo.
O fator XI ativado (Xla) age sobre o fator IX e este passa a ser também ativo. O
fator X entdo é ativado pela acdo conjunta do fator IX ativado (IXa), fator VI
ativado (VIlla) e com os forfolipideos plaquetérios. O fator X ativado (Xa) combina-
se com o fator V e com fosfolipideos plaquetarios ou teciduais formando o
complexo ativador de protrombina. Este complexo promove a lise de protrombina
em trombina, prosseguindo como descrito para a via extrinseca (GUYTON e

HALL, 2002).
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Via Intrinseca Via Extrinseca

Flll ou fator tissular

Xl —> Xlla Vila
XI —>Xla
l Ca2+
Villa
IX —» IXa
PL
Ca2+
Xa
PL
X1
/ .
I lla Xllla
Trombina

Protrombina

|

o Mon6mero
Fibrinogénio >

Fibrina

Polimero estavel
de fibrina

Figura 1. Cascata da coagulacdo sangtinea.

37



INTRODUCAO

1.5.2 SISTEMA FIBRINOLITICO

- Mecanismo de Acéo e Bioguimica

No interior do coagulo ficam aprisionadas moléculas de plasminogénio, uma
euglobulina inativa. Apés alguns dias da formacdo do coagulo este plasminogénio
passa a ter atividade devido a acdo de proteinas como o ativador tecidual de
plasminogénio, com isso o plasminogénio que era inativo, torna-se plasmina. A
plasmina € uma enzima com caracteristicas digestivas semelhantes a tripsina, ela
atua no sentido de digerir os filamentos de fibrina, além de outros fatores da
coagulacéo, removendo o coagulo, assim vasos com fluxo sanguineo interrompido
sao reabertos e seu fluxo é re-estabelecido. Sabe-se que a fibrindlise ocorre em
duas etapas. Na primeira, o plasminogénio se liga a fibrina intacta, iniciando a
fibrindlise, em consequéncia novos sitios de ligacdo para plasminogénio sao
observados. Na segunda fase, a ligacdo do plasminogénio a estes sitios é
aumentada levando a um aumento na velocidade de reacdo de fibrindlise

(GUYTON e HALL, 2002).
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Cascata da Coagulacio Agrequp Ativacdo do Plasr_ninoqénio em
Plaquetario Plasmina
Trombina o
Plasminogénio
¢ Fibrina
¢ t-PA
Trombo
Fibrinogénio Plasmina
\4

!

Produtos de degradacao de fibrina

Figura 2. Fibrinodlise
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1.6. QUADRO CLINICO DO ACIDENTE BOTROPICO

No local da picada observa-se sangramento e edema imediato, sendo que
este pode ocorrer em toda a extensdo do membro acometido em um periodo de
24 horas, além de equimose e dor, proporcional ao edema. Com a evolucdo do
guadro observa-se linfadenomegalia regional e equimose no trajeto dos vasos que
drenam a regido atingida, além de bolhas com material seroso, hemorragico ou

necrotico (FRANCA e MALAQUE, 2003).

Os efeitos sistémicos descritos com maior frequéncia sdo gengivorragia,
hematuria microscopica, purpuras e sangramento de ferimentos recentes. Com
menor freqiiéncia sdo descritos hemataria macroscopica, hemoptise, sangramento
conjuntival, entre outros. Em casos mais severos, ja foram descritos hemorragias
intensas em regides vitais, choque e insuficiéncia renal, podendo evoluir para
Obitos quando instala-se quadro de hemorragia digestiva e de sistema nervoso
central (KAMIGUTI et al. , 1991).

As complicacdes locais observadas sdo abscesso, celulite e erisipela
devido a instalacdo de microorganismos que fazem parte da microbiota normal da
serpente, principalmente bactérias anaerobias e gram-negativas. As complicacées
crescem proporcionalmente ao tempo que se demora para a instalacdo da
soroterapia. As infeccdes locais podem ser muitas vezes mascaradas pelos
préprios sinais do acidente botropico, dificultando a avaliacdo da presenca de

microorganismos.
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A necrose é outro sinal observado no local da picada, sua ocorréncia esta
ligada ao uso de torniquetes e geralmente acomete tecidos superficiais, embora
possa chegar a se instalar em tecidos 0sseos. Ocorre na maioria das vezes ap0os
o segundo dia do acidente. Nos casos onde acomete estruturas profundas faz-se

necessaria a amputacéo do membro atingido, mas em raras ocasides.

Como complicacbes sistémicas, tem-se coagulacdo intravascular
disseminada (CIVD), hipotensédo e hemdlise. A CIVD leva a complicacfes renais
devido a deposicdo de fibrina no glomérulo que pode contribuir para a necrose
tubular por interromper a chegada de sangue no local. O acidente botrépico causa
importantes alteracdo no equilibrio hemodinamico do paciente, por reduzir o
volume de liquidos no local da picada, pela hemorragia causada, vOmitos,
liberacdo de autacoides, neurotransmissores e prostaglandinas vaso ativas, falta
de rehidratacdo, levando a uma hipotensao consideravel. No quadro, ainda estéao
presentes consumo de complemento, hipersensibilidade a proteinas do soro,
septicemia, estes e outros motivos podem levar o paciente a desenvolver uma
insuficiéncia renal aguda, que pode ser constatada pela presenca de necrose
tubular aguda e algumas vezes também necrose cortical e nefrite intersticial

(FRANCA e MALAQUE, 2003).
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1.7. TRATAMENTO

O tratamento é feito com o paciente internado, permanecendo em repouso
e em posicdo de drenagem postural, propiciando a redugdo do edema
(BARRAVIERA e PEREIRA, 1994: MINISTERIO DA SAUDE, 1998). A
administracdo de analgésicos ou depressores do SNC é importante quando o
paciente estiver inquieto. O local da picada deve ser higienizado com agua e
sabdo ou banho com outras solugBes anti-sépticas. O monitoramento constante
dos sinais vitais do paciente é de extrema importancia para que, havendo qualquer
alteracdo, tenha-se a chance de reverter o quadro, que costuma evoluir com
grande velocidade. Uma vez assistido, deve-se proceder a administragdo do soro
anti-botropico, o qual constitui a principal terapia para o acidente botrépico. Ele
deve ser diluido em soro glicosado ou fisiolégico e aplicado o mais rapido
possivel, por via endovenosa (FRANCA e MALAQUE, 2003). Nesta etapa o
monitoramento sistémico do paciente e observac¢des do local da picada séo
importantes para que, quando necessario, possa-se administrar doses adicionais
de soro ou outros farmacos apropriados caso o quadro evolua para uma sindrome
do soro ou choque. Caso o paciente passe a apresentar prurido, tosse, rubor,
hipotensao, dispinéia a administracdo do soro deve ser suspensa e € feita a
administracdo subcutanea inicial de adrenalina 0,25mg, podendo chegar a
aplicacdo de uma ampola ou mais, de acordo com a necessidade. Com a
estabilizacdo do quadro, retoma-se o uso do soro em infusdo mais lenta

(ALMEIDA et al., 2002).
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A adocao de antibioticoterapia € feita com o intuito de prevenir a instalacéo
de microorganismos presentes no cavidade oral da serpente e na pele do préprio
paciente. O uso de cloranfenicol e amoxicilina associada ao acido clavulanico tem

se mostrado muito eficiente.

ApoOs a neutralizacédo do veneno, o uso de heparina e fatores da coagulacao
e feita com o objetivo de corrigir disturbios da coagulacdo provocados pelo

veneno.

E administrado ainda soro antitetanico ao paciente envolvido com acidentes
ofidicos para se prevenir a instalacdo do Clostridium tetani que pode estar
presente na boca da serpente ou em materiais usados para torniquete, incisao ou

succio (FRANCA e MALAQUE, 2003).
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1.8. Bothrops lanceolatus

A serpente em questdo é chamada popularmente de Fer-de-lance (ponta de
lanca), pertence a familia Viperidae e sub-familia Crotalinae, sendo descrita
primeiramente por Lacépéde em 1789 (LOBO DE ARAUJO et al., 1998), tem porte
grande, apresentando comprimento entre 1,5 e 2 metros. E preferencialmente
encontrada em florestas Umidas e encostas rochosas da ilha da Martinica, no
Caribe e tem habitos arboricolas ou semi-arboricolas, nesta ilha a B. lanceolatus é
responsavel por aproximadamente vinte acidentes por ano (THOMAS et al., 1995,
1998). Sua coloracado varia de cinza a marrom, podendo apresentar tons
amarelados, seu dorso tem as mesma cores do corpo, embora com tons mais
escuros, chegando proximo ao preto. Esta variagdo de cores e tons, forma no
dorso da serpente, listras e desenhos peculiares, conforme o exemplar e a idade.
O nome Fer-de-lance é empregado também para outras Bothrops como B. atrox e
B. asper, embora de modo indevido, pois se aplica somente para a espécie

habitante da Ilha da Martinica (CAMPBELL e LAMAR, 1989).

Foram feitos testes comparativos entre veneno da B. lanceolatus e das
serpentes brasileiras deste mesmo género e pbde-se observar com esta
comparagdo que 0S venenos estudados apresentam atividades muito
semelhantes, tais como caseinolitica, fosfolipdsica, esterasica e hemorragica

(LOBO DE ARAUJO et al., 1990).
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Sabe-se que, até o0 momento, o0 veneno de B. lanceolatus contém uma
fosfolipase A, (PLA;) acida, isolada e caracterizada como ndo toxica para
camundongos e pintainhos. Esta mesma fracdo foi, mais tarde, classificada como
anticoagulante (LOBO de ARAUJO et al., 1994, 2001). Um outro estudo mostrou
também que o veneno em questdo, de modo semelhante a outros venenos
ofidicos, apresenta atividade hemorragica devido a uma metaloproteinase com

peso molecular estimado em 28kDA (STROKA et al., 2005).

Em 1998, LOBO de ARAUJO et al., isolaram e caracterizaram uma fracéo
com acao fibrino(geno)litica capaz de hidrolisar cadeias o e B do fibrinogénio,

estando de acordo com a coagulopatia observada.

Quanto a acado neuromuscular, foi documentado bloqueio pos-sinaptico e
contragdo em preparagfes de musculo biventer cervis de pintainhos e diafragma
de camundongos na presenca de fracdo caseinolitica do veneno em estudo
(LOBO de ARAUJO et a.l., 2002). Uma outra observacéo é que o veneno total leva
a reducdo da amplitude e frequéncia de contracdo em modelo de placa terminal
em miniatura tanto na presenca de neostigmina quanto de 4-aminopiridina
(RIBEIRAL et al., submited).

A injecdo de veneno total leva a edema devido ao aumento da
permeabilidade vascular e infiltrado leucocitario em pata de camundongos (LOBO

de ARAUJO et al., 2000), isto foi comprovado em estudo subsequente, que
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mostrou também, além de inflamacdo, hemorragia; sendo que, quando o veneno
sofreu tratamento térmico com aumento de temperatura, o edema foi
consideravelmente reduzido e a hemorragia deixava de ser vista (FARIA et al.,
2001). O mesmo pbode ser observado quando o veneno foi submetido ao EDTA,
nesta caso, documentou-se reducéo também de distarbios renais (GUIMARAES et
al. 2004). Um outro trabalho mostrou que a atividade inflamatéria do veneno é
devida a liberacdo de metabolitos de acido aracdonico pela via lipooxigenase,
resultados observados na cavidade peritoneal de camundongos (ARRUDA et al.,

2003).

Relatos de observacao clinica incluem como sinais locais edema, dor e
sangramento e como sinais sistémicos embolia pulmonar, enfarto do miocardio e
cerebral, o que pdde ser experimentalmente provado como descrito acima. O
tratamento ja foi relatado anteriormente e inclui soroterapia especifica, o que
interfere muito pouco nos sinais locais, mas elimina complicacdo tromboticas
quando aplicado em até seis horas apés a picada (THOMAS et al., 1995, 1998;

BUCHER et al., 1997).
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Fonte: Campbell e Lamar, 1989.

Figura 3. Bothrops lanceolatus (Fer de lance).
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2. OBJETIVOS

Prosseguir o estudo da enzima com atividade fibrino(geno)litica (PII1A);

Repurificar a PIILA com método diferente do anteriormente realizado;

Verificar a acdo da enzima em questéo sobre substrato cromogénico S-2251™,

especifico para plasmina e estreptoquinase-plasminogénio ativado;

Verificar presenca de atividade ativadora de plasminogénio;

Determinar parte de sua seqiéncia de amino&cidos.
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Abstract

Envenomation by Bothrops lanceolatus (Fer-de-lance) can cause
coagulopathy. Previous work has shown that the venom of this species contains a
fibrinogenolytic enzyme capable of hydrolyzing the o and B chains of fibrinogen.
Here, we show that this protein degraded the chromogenic substrate S-2251™,
which is specific for plasmin and activated plasminogen, and that the activity was
enhanced by incubation with plasminogen. Analysis of this protein by mass
spectrometry showed that it had a molecular mass of 28.369 KDa and that it
shared sequence homology with a variety of snake venom proteins that affect
coagulation, especially in the N-terminal region. These results indicate that the
fibrinogenolytic enzyme of B. lanceolatus venom also contains plasminogen-
activating and plasmin-like activities. @ These activities, together with the
anticoagulant phospholipase A, present in this venom, could contribute to the

coagulopathy seen in patients envenomed by B. lanceolatus.

Keywords: Bothrops lanceolatus; Coagulopathy; Esterase; Fibrinogenolytic

enzyme; Snake venom
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1. Introduction

The venoms of Bothrops snakes can cause severe hemostatic alterations in
humans (Rosenfeld, 1971; Kamiguti and Cardoso, 1989; Watt, 1989; Fan and
Cardoso, 1995; Franca and Malaque, 2003) by interfering with the coagulation
cascade (Nahas et al.,, 1979; Zingali et al., 1988; Gené et al.,, 1989; Tan and
Ponnudurai, 1991; Santoro and Sano-Martins, 1993) and platelet function (Zingali
et al., 1988; Francischetti et al., 1998; Laing and Moura-da-Silva, 2005; Kamiguti,
2005). In agreement with this, several thrombin-like and fibrinogenolytic enzymes
have been isolated from these venoms (Holleman and Weiss, 1976; Stocker and
Barlow, 1976; Grabrijelcic et al., 1982; Smolka et al., 1998; Serrano et al., 1998,
2000; Bortoleto et al., 2002; Vieira et al., 2004).

Bothrops lanceolatus (Fer de lance) is a species endemic to the Caribbean
island of Martinique. Human envenoming by this species produces effects similar
to those of other Bothrops species, including edema, necrosis and coagulation
disturbances (Bucher et al., 1997; Thomas et al.,, 1994, 1995, 1996, 1998).
Experimentally, B. lanceolatus venom causes edema and increased vascular
permeability (Lobo de Araujo et al., 2000; Faria et al., 2001), as well as neutrophil
migration into the mouse peritoneal cavity (Arruda et al., 2003). In vitro, this venom
has thrombin-like activity but does not clot human plasma (L6bo de Aradjo et al.,
2001). An acidic phospholipase A, with anti-coagulant activity (L6bo de Araujo et
al., 1994), a fibrinogenolytic enzyme (L6bo de Araujo et al., 1998), and a
hemorrhagic metalloproteinase (Stroka et al., 2005) have been purified from this
venom. In this report, we describe the plasmin-like activity and partial amino-acid

sequence of the fibrinogenolytic enzyme previously purified from this venom.

2. Material and methods
2.1. Reagents and venom

Bovine serum albumin, casein, TAME (Na-p-tosyl-L-arginine methyl ester)
were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). The synthetic substrate S-

2251™ and plasminogen were from Chromogenix Instrumentation Laboratory
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(Milan, Italy), Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Tris base) was from Merck
(Darmstadt, Germany), acetonitrile was from Mallinckrodt (Mexico City, Mexico),
and TCA (trichloroacetic acid) and TFA (trifluoroacetic acid) were from Synth
(Diadema, SP, Brazil). Sephadex G-100 was purchased from Pharmacia (Uppsala,
Sweden) and DEAE-cellulose was from Serva (Heidelberg, Germany). C18 PEP
MAP LC-packings were obtained from Dionex (Amsterdam, Holland). All of the
reagents used were of analytical grade. Ninety-six well plates were from Corning
(Corning, MA, USA).

Bothrops lanceolatus venom was supplied by the Unité des Venins, Pasteur

Institute (Paris, France).

2.2. Protein purification

The fibrinogenolytic enzyme was purified by a combination of gel filtration
and ion exchange chromatography, essentially as described by Lébo de Araujo et
al. (1998).

2.2.1. Gel filtration chromatography

Lyophilized venom was dissolved in 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, and
centrifuged at 10,000 x g for 5 mim at 4°C. The clear, yellowish supernatant was
then applied to a Sephadex G-100 column (1.2 cm x 75 cm) and eluted with the
same buffer at a flow rate of 5 mL/h. The elution profile was monitored at 280 nm
and fractions of 1.5 ml were collected and assayed for enzymatic activities as
described below. The active fractions were pooled, dialyzed against higly purified
water (Milli-Q water purification system) and lyophilized.

2.2.3. lon-exchange chromatography

The fraction containing esterolytic activity was dissolved in 50 mM Tris-HCI,
pH 7.5, centrifuged, and the supernatant applied to a DEAE-cellulose column (1.1
cm x 15 cm) that was equilibrated and eluted with the same buffer at a flow rate of
15 mi/h. Bound proteins were eluted with a linear gradient of NaCl (0-0.4 M) in 50
mM Tris-HCI, pH 7.5) after washing the column with one volume of buffer without
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salt. The elution profile was monitored at 280 nm and fractions of 2 ml were
collected and assayed for enzymatic activities. The fractions containing esterolytic
activity were pooled, dialyzed and lyophilized.

2.2.3. Reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC)
RP-HPLC was done using a Shimadzu system consisting of two binary

pumps (LC-10Advp) and a UV detector (SPD-10Avp). All of the modules were
controlled by an SCL-10Advp unit connected to a computer running Class VP
software. The esterolytic fraction was dissolved in solvent A (0.1% trifluoroacetic
acid - TFA in water) and injected manually through a Rheodyne valve onto a
218TP54 Vydac C18 column (5 um, 4.6 mm x 250 mm) equilibrated with 5% of
solvent B (acetonitrile in 0.1% TFA). A linear gradient (5-70%) of solvent B was
used to elute the bound proteins at a flow rate of 1 ml/min for 90 min. The elution

profile was monitored at 220 and 280 nm.

2.3. Enzymatic assays
2.3.1. Esterolytic activity

Esterolytic activity was assayed in 0.1 M Tris-HCI, pH 7.8, as described by
Viljoen et al. (1979), using TAME as substrate. The increase in absorbance at 247
nm was recorded continuously and the rate of change/min was calculated. One
unit of activity was defined as an increase of 0.001 absorbance units/min.

2.3.2. Proteolytic (caseinolytic) activity
Caseinolytic activity was assayed in 0.1 M Tris-HCI, pH 7.8, using casein as
substrate (Delpierre, 1968). One unit of activity was defined as an increase of

0.001 absorbance units/min at 280 nm.

2.3.3. Enzymatic activity towards the chromogenic substrate S-2251
S-2251™, a synthetic substrate specific for plasmin and activated
plasminogen, was dissolved in 0.05 M Tris-HCI, pH 7.4, to a final concentration of

12 mM and then aliquoted and stored at -70°C. Plasminogem was dissolved in
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distilled water to give a solution containing 10 CU/ml (CU = casein units).
Immediately prior to use, aliquots of S-2251 and plasminogen were diluted in Tris
buffer to concentrations of 800 uM and 0.1 CU/ml, respectively. The enzymatic
activity of the streptokinase-plasminogen complex was assayed by monitoring the
increase in absorbance at 405 nm in a mixture consisting of 20 ul of buffer alone
(control) or enzyme (venom, chromatographic fraction or purified enzyme), 30 ul of
S-2251™ and 100 pl of plasminogen. Enzyme activity was expressed as the rate of

change/min.

2.4. Protein quantification
The protein concentrations of the venom, chromatographic fractions and
purified protein were determined by the method of Lowry et al. (1951), using bovine

serum albumin as standard.

2.5. Treatment of the purified protein

2.5.1. Reduction and alkylation

Lyophilized protein from RP-HPLC was resuspended in 8 M urea containing
10 mM DTT at pH 8.0 and the disulfide bridges were reduced at 37°C for 2 h. Since
the number of cysteine residues in the protein was initially unknown, the optimum
concentration of iodoacetamide for alkylating the free thiols were derived
empirically, based on results obtained from incubations using various
concentrations of iodoacetamide and different amounts of protein, with each
mixture being analyzed by mass spectrometry. Based on these preliminary
experiments, a 30% molar excess of iodoacetamide relative to the total number of
thiols was eventually used, and the mixture was incubated for 1.5 h at 37°C in the
dark. The reaction was stopped by injecting the mixture onto the RP-HPLC column

followed by freeze-drying of the peak that was collected.
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2.5.2. Enzymatic digestion

Purified protein was digested with sequencing-grade bovine pancreatic
trypsin in 0.4% ammonium bicarbonate, pH 8.5, for 4 h at 37°C, at an enzyme-to-

substrate ratio of 1:100 (w/w). The reaction was stopped by lyophilization.

2.6. Mass spectrometry

All mass spectra were acquired using a quadrupole time-of-flight (TOF)
hybrid mass spectrometer (Q-TOF Ultima, Micromass, Manchester, UK) equipped
with a nano Z-spray source operating in the positive ion mode. The ionization
conditions used included a capillary voltage of 2.3 kV, a cone voltage of 30 and
100 V, respectively, and a collision energy of 10 eV. The source temperature was
70°C and the cone gas was N; at a flow-rate of 80 I/h; no nebulizing gas was used
to obtain the sprays. Argon was used in the collision cell. External calibration with
sodium iodide was done over the mass range from m/z 50 to 2500. All spectra
were acquired with the TOF analyzer in ‘V-mode’ (TOF voltage = 9.1 kV) and the
MCP voltage set at 2150 V.

2.7. Analysis of the intact protein

Lyophilized RP-HPLC fractions of intact native and alkylated protein were
dissolved in 90% H,O — 10% acetonitrile in 0.1% TFA and introduced into the mass
spectrometer source with a syringe pump at a flow rate of 500 nl/min. Mass spectra
were acquired over the mass range m/z 1000-2400 for the native protein and m/z
600-2000 for alkylated protein, both at a scan rate of 1 s per scan. The masses

were calculated using a MassLynx-MaxEnt 1 deconvolution algorithm.

3. Results
3.1. Protein purification

The B. lanceolatus protein was purified in three chromatographic steps.
Fractionation of the venom on Sephadex G-100 yielded three peaks (PI, PIl and
PIIl), with PII showing the highest esterolytic activity (Fig. 1a). The active fractions
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of PIl were pooled and chromatographed on DEAE-cellulose and resulted in three
peaks (Pll-1, PlI-2 and PII-3), of which PIlI-1 showed the highest esterolytic activity
(Fig. 1b). HPLC of this fraction resulted in a major well-defined peak (PII-1A; Fig.
1c) which was considered to be the esterolytic enzyme based on the molecular

mass and enzymatic activity.

3.2. Enzymatic activity

PII-1A showed esterolytic activity towards TAME, with a specific activity of
7.88 U/mg (Fig. 2a), but had lower caseinolytic activity (133.6 U/mg — not showed)
than the venom (208 U/mg). The enzymatic activity of PlI-1A towards S-2251™
was 912.9 U/mg, and was 3.86-fold greater than that of the venom (236.7 U/mg)
(Fig. 2b). In the presence of plasminogen, there was an increase in the hydrolysis
of S-2251™, indicating that the enzyme was able to activate plasminogen (Fig. 2c).
However, this increase was considerably greater with peak PII-1 than with PII-1A.
This discrepancy may reflect partial inactivation of the enzyme by the solvent or
column used for HPLC, as also suggested by the decrease in TAME hydrolysis by
PlI-1A compared to PlI-1 (Fig. 2a).

3.3. Partial sequence determination by mass spectrometry

Mass spectrometry of PII-1A vyielded a molecular mass of 28.360 kDa.
Digestion of the purified protein with trypsin followed by separation of the peptides
and sequencing by mass spectrometry resulted in the partial sequence shown in
Fig 3a. Approximately 71% of the protein was sequenced and showed strong
homology with the platelet-aggregating protein PA-BJ from B. jararaca venom. In
addition, the N-terminal region of the protein was very similar to that of other

venom proteins such as ancrod, the batroxobin precursor and bothrombin (Fig. 3b).

4. Discussion

Although Bothrops lanceolatus venom does not clot human citrated plasma,
it contains a thrombin-like enzyme since it clots fibrinogen (Stocker et al., 1974;
Lobo de Araujo et al., 2001). A fibrinogenolytic enzyme purified from this venom
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was found to be a single polypeptide chain with a molecular mass of 38 kDa and
contains a reactive serine residue with strong hydrolytic activity towards TAME
(L6bo de Araujo et al., 1998). These properties are similar to those for thrombin-
like enzymes and fibrinogenases purified from other snake venoms (Markland and
Damus, 1971; Holleman and Weiss, 1976; Nolan et al., 1976; Stocker and Barlow,
1976; Magalh&es et al., 1981; Selistre and Giglio, 1987). The B. lanceolatus
enzyme had low coagulant activity when tested on human citrated plasma or
purified fibrinogen, but degraded the o and B-chains of fibrinogen. This finding
suggested that this esterase may prevent coagulation by hydrolyzing the a- and -
chains of fibrinogen and/or fibrin. Atroxase, a metalloproteinase purified from
Crotalus atrox venom (Willis and Tu, 1988), shows similar hydrolytic specificities
and is an effective anticoagulant.

To examine the fibrinolytic activity of this enzyme, we used the two initial
purification steps described by Lébo de Araujo et al. (1998) combined with HPLC
to purify the protein from B. lanceolatus venom. Mass spectrometric analysis gave
a molecular mass 10 kDa lower than that initially reported by L6bo de Araujo et al.
(1998). This difference may reflect the partial loss of carbohydrate moieties during
the purification or mass spectrometric analysis. Variation in the carbohydrate
content of the protein between different lots of venom could also contribute to this
discrepancy.

The N-terminal sequence of the purified protein showed high homology to
ancrod (McMullen et al., 1989), Vipera russelli proteinase (Tokunaga et al., 1988),
the batroxobin precursor (Itoh et al., 1987) and bothrombin from B. jararaca
(Nishida et al., 1994). Approximately 71% of the protein was sequenced and
showed homology with trypsin and other serine proteases. This protein also shared
60% homology with PA-BJ, a 30 kDa protein with platelet-aggregating activity
isolated from B. jararaca venom (Serrano et al., 1995). The gaps in the primary
structure indicate regions that were not sequenced because of the presence of
carbohydrate structures attached to the tryptic peptides.

The central component of the fibrinolytic system is the glycoprotein
plasminogen, which is produced by the liver and is present in plasma and most
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extravascular fluids. Plasminogen is a precursor enzyme (zymogen) which,
following partial cleavage by a plasminogen activator, is converted to its active and
proteolytic form, plasmin. Plasminogen has two physiological activators, tissue-
type plasminogen activator (tPA) and urokinase-type plasminogen activator (UPA).
These activators are themselves serine proteinases and activate plasminogen by
cleavage of a single peptide bond.

The primary target of plasmin is fibrin, but this enzyme is also able to
degrade several constituents of the extracellular matrix and to convert a number of
pro-hormones and cytokine precursors to their active form. The generation of
plasmin occurs preferentially on the fibrin surface, which offers binding sites for
plasminogen and its principle activator in blood, t-PA. This binding stimulates
plasminogen activation, but also localizes the action of plasmin to sites of fibrin
formation that promote efficient clot lysis. Because plasmin cleaves a polypeptide
chain preferentially after a lysine residue, new carboxyterminal lysine residues are
generated in the fibrin network, which represent additional binding sites for
plasminogen. The major part of the plasminogen inside the clot becomes bound to
the fibrin and the fibrinolytic process is significantly accelerated (Suenson et al.,
1984).

As shown here, the B. lanceolatus esterase had direct activity on S2251™, a
chromogenic substrate specific for plasmin and streptokinase-activated
plasminogen (Hemker, 1983). This finding indicates that the fibrinogenolytic
esterase of B. lanceolatus venom is also a plasmin-like enzyme. Hence, the
fibrino(geno)lytic enzyme of B. lanceolatus venom may act synergistically with the
anticoagulant phospholipase A; of this venom (L6bo de Araujo et al., 1994) to
produce incoagulable blood, one of the main symptoms in patients envenomed by
B. lanceolatus (Thomas et al., 1994, 1995, 1996).
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Purification of the fibrinogenolytic enzyme from B. laneolatus venom.
(A), Venom was applied to a Sephadex G-100 column (1.2 cm x 75 cm) and eluted
with 50 mM Tris-HCI (pH 7.5). Fractions of 1.5 ml were collected at a flow rate of 5
ml/h and those corresponding to peak PIl were pooled, dialyzed against highly
purified water and lyophilized. (B) Peak PII from the Sephadex G-100 column was
dissolved in 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) and loaded onto a DEAE-cellulose column
(1.1 cm x 15 cm) equilibrated with the same buffer. A linear gradient of NaCl (0-0.4
M) was initiated after collecting one column volume of eluant and fractions of 2.0
ml were collected at a flow rate of 15 ml/h. The frations containing esterolytic
activity (Pll-1) were pooled, dialyzed against water and lyophilized. (C) Peak PII-1
from the DEAE-cellulose chromatography was dissolved in 5% acetonitrile with
0.1% TFA (solvent B) and loaded onto a C18 column equilibrated with this same
solvent. The bound proteins were eluted with a linear gradient of 5-70% of solvent

B at a flow rate of 1 ml/min.

Fig. 2. (A) The esterolytic activity of the venom and peaks obtained with
each chromatographic step. (B) Activity of the venom and corresponding peaks
on S2251™, showing the strong plasmin-like activity. (C) Hydrolysis of S2251™ in
the absence and presence of plasminogen (PL). The columns represent the mean
+ S.E.M. of three determinations. V = venom. Statistical analyse was done with
Student’s t-test followed by one-way analysis of variance (ANOVA). * P < 0,001
was cosidered significant when compared with the same group without

plasminogen.

Fig. 3. (A) Alignment of the deduced amino acid sequence of the
protein eluted in peak PII-1A. The minus signs indicate residues that

were not determined. Leucine and isoleucine residues are indicated as
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I/lL and glutamine and lysine are shown as K/Q. PA-BJ - platelet
aggregating protein from B. jararaca venom. (B) Comparison of the N-
terminal sequence of protein PII-1A with those of other serine
proteases. The letters in boldface indicate amino acids that differ. The
degree (%) of homology with the different proteins is indicated on the
right. The sequences were obtained from the SwissProt database

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi.
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4. DISCUSSAO

Assim como o veneno de outras serpentes do género , o veneno de Bothrops
lanceolatus possui atividade proteolitica, hemorragica, fosfolipasica, além de uma
atividade esterasica muito marcante (Lobo de Araujo et al, 1998). As enzimas
esteroliticas nos venenos de serpentes tém sido comumente associadas a
enzimas trombina simile (Kornalik, 1985; Teng et al., 1989). O veneno de B.
lanceolatus nédo coagula plasma humano citratado, mas contém uma enzima
trombina simile capaz de coagulas fibrinogénio (Stocker et al, 1974; Lo6bo de
Araujo et al., 2001). Uma fosfolipase A; acida foi purificada do veneno em questao
(L6bo de Araujo et al., 1994), sendo determinado que esta possui forte atividade
anticoagulante, o que esta de acordo com alguns efeitos do veneno na coagulagéo
do sangue. Ha poucos anos, Lé6bo de Araujo et al (1998) purificaram e
caracterizaram a principal enzima esterolitica do veneno de B. lanceolatus. A
enzima purificada apresentou uma Unica banda em gel de SDS e em métodos
imunoquimicos, foi mostrado ainda que o peso molecular da enzima esterolitica é
estimado em 39kDa, muito semelhante a enzimas trombina simile e
fibrinogenases purificadas de venenos de diferentes serpentes (Markland and
Damus, 1971; Holleman and Weiss, 1976; Nolan et al., 1976; Stocker and Barlow,
1976; Magalhdes et al., 1981; Selistre and Giglio, 1987). Em comum com estes
enzimas, a esterase de B. lanceolatus possui um residuo de serina reativo, exibe
forte atividade hidrolitica sobre substrato sintético TAME e consiste em uma

cadeia simples de polipeptideos.
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No presente trabalho, n6s usamos os dois passos iniciais da purificacdo da
proteina usados por L6bo de Araujo et al (1998), combinados com uma
cromatografia em HPLC para obter a enzima esterolitica purificada do veneno de
B. lanceolatus. A analise de espectrometria de massa Q-TOF mostrou uma
proteina com peso molecular 10 kDa maior que a descrita inicialmente por Lébo
de Araujo et al (1998). Esta diferenca pode ser devido a perda de carbohidratos
durante os passos de purificacdo ou durante a analise em espectrometria de
massa. O processo de purificacdo aplicado neste trabalho € um pouco diferente do
descrito originalmente por Lobo de Araujo et al (1998). Além disso ndo esta
descartada a possibilidade de variacdo nos carbohidratos contidos na proteina
entre os diferentes lotes do veneno.

A seqUéncia amino-terminal mostrou uma homologia muito grande quando
comparada com Ancrod (Mc Mullen et al. 1989), Vipera russeli proteinase
(Tokunaga et al. 1988), Batroxobin precursor (Itoh et al. 1987) e Bothrombin
(Nishida et al 1994). Uma homologia de 100% foi observada entre o 2° e 12°
aminoacido da esterase de B. lanceolatus e os primeiros 11 aminoacidos de
Ancrod. Setenta e um por cento da proteina isolada foi sequienciada e ela mostra
homologia com tripsina e outras serino proteases. Esta proteina tem 60% de
homologia com PABJ, uma proteina com 30 kDa, proveniente de B. jararaca, com
atividade de agregacado plaquetéaria (Serrano et al, 1995). Os “gaps” observados
durante o processo de sequenciamento usando Q-TOF sdo devidos
principalmente a carbohidratos ligados a peptideos apoés a protedlise.

A enzima esterolitica de B. lanceolatus mostra grande atividade coagulante

muito discreta quando testada em plasma humano citratado ou fibrinogénio
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purificado, mas degrada rapidamente cadeias o e 3 do fibrinogénio Lébo de Araujo
et al (1998). Isto sugere que a esterase purificada de veneno de B. lanceolatus
pode promover anti coagulacdo por hidrélise das cadeias o e B do fibrinogénio
e/ou fibrina. Atroxase, uma metaloproteinase purificada de Crotalus atrox (Willis
and Tu, 1988) mostrou especificidade hidrolitica semelhante e promoveu efeito
anti coagulante. A esterase de B. lanceolatus pode porém agir sinergicamente
com fosfolipase A, aumentando a acdo anticoagulante do veneno total. Um dos
principais sintomas do paciente envenenado por B. lanceolatus € a presenca de
incoagulabilidade sangtiinea. A pospolipase A, anticoagulante e a fibrinogenase a-
B. Ambas com acao anti-coagulante in vitro pode contribuir para este importante
sintoma do envenenamento.

O componente central do sistema fibrinolitico € uma glicoproteina chamada
plasminogénio que € produzido pelo figado e esta presente no plasma e em
fluidos extravasculares. Plasminogénio é um zimégeno que quando quebrado
parcialmente por ativador de plasminogénio € convertido na sua forma ativa, ou
seja proteolitica, chamada plasmina. O alvo primario € a fibrina, mas também é
capaz de degradar varios constituintes da matriz extracelular e converte um
namero de pro-hormoénios e precursores de citocinas de sua forma ativa. A
formacdo da plasmina ocorre preferencialmente na superficie da fibrina que
oferece sitios de ligacédo para plasminogénio e seu ativador principal no sangue, t-
PA. Esta ligacédo estimula ativacdo do plasminogénio, mas também localiza acao
da plasmina em sitios de formacéo da fibrina as quais promovem lise eficiente do

coagulo.
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Devido ao fato de a plasmina quebrar uma cadeia polipeptidica
preferencialmente apds a lise de residuos, novos residuos da lise do C-terminal
sao gerados na rede de fibrina 0 que representa sitios de ligacao adicionais para
plasminogénio. A parte principal do plasminogénio dentro do coagulo liga-se na
fibrina e o processo fibrinolitico é significativamente acelerado (Suenson et al.,
1984).

O plasminogénio tem dois ativadores fisioldgicos ativador de plasminogénio
tecidual (t-PA) e ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-PA). Estes
ativadores sdo serino proteases e ativam plasminogénio por quebrar ligacdes
peptidicas simples.

A esterase de B. lanceolatus mostrou atividade direta sobre S2251. Este
composto €& um substrato cromogénico especifico para plasmina e
estreptoquinase-plasminogénio ativado (Hemker, 1983). Nossos resultados
usando S2251 confirmam a atividade fibrino(geno)litica da enzima esterolitica
purificada de B. lanceolatus além de a caracterizar como uma enzima plasmina
simile.

De modo semelhante, a proteina homdéloga Ancrod também apresenta alta
atividade fibrinolitica. A terapia com Ancrod resulta em formacdo de grande
quantidade de fibrina soluvel. Fibrina solavel apresenta efeito catalitico em
ativacdo de plasminogénio induzida por t-PA. A plasmina formada causa

degradacéo da fibrina e também de fibrinogénio (Dempfle et al., 2000).
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