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RESUMO

As lectinas de venenos ofidicos pertencem a um grupo de proteinas nao
enzimaticas, de origem nao imunoldgica, com capacidade de aglutinar células,
interagindo de maneira reversivel e ndo-covalente com polissacarideos,
glicoconjugados livres ou ligados a superficies celulares. O presente estudo teve
como objetivo caracterizar lectinas tipo C de venenos de serpentes do género
Bothrops e compara-las quanto aos seus aspectos fisico-quimicos e bioldgicos. O
trabalho foi realizado em etapas: (1) selecdo de amostras, (2) isolamento e
caracterizacdo bioquimica, (3) caracterizacdo estrutural e (4) caracterizacéo
funcional. Para a selecédo, utilizou-se um lote com diferentes espécies botrépicos,
selecionando-se aquelas que se mostraram ativas quanto a atividade
hemaglutinante e foram inibidas por lactose. Os venenos selecionados foram
submetidos a cromatografia de afinidade em coluna de agarose-lactose. Nas
condicbes experimentais, quatro apresentaram fracoes contendo lectina. Estas
fragcbes foram posteriormente aplicadas em coluna de fase reversa (Discovery -
C18), para uma completa purificacdo, resultando em cinco lectinas isoladas: Balec
- lectina de B. asper; BjL-lectina de B. jararaca; BjcuL - lectina de B. jararacussu, BIL
- lectina de B. leucurus e BmL — lectina de B. mattogrossensis. Essas proteinas
apresentaram perfis de migracdo semelhantes quando submetidos a SDS-PAGE,
sendo evidente seu carater dimerico, unidos por pontes dissulfeto. A massa
molecular definida por espectrometria de massa também foi similar para todas as
lectinas isoladas. O sequenciamento N-terminal por degradacdo de Edman,
identificou os primeiros 26 residuos de aminoacidos de BIL e os 54 de BalLec. O
alinhamento multiplo evidenciou elevada identidade quando comparadas com
lectinas isoladas de outros venenos botropicos. Todas as lectinas isoladas sao
dependentes de fon Ca*" e perdem atividade na presenca de agentes redutores. No
contexto geral, considerando as informacbes experimentais obtidas, foram
purificadas cinco Lectinas tipo C, com afinidade por galactosideos. Este é o primeiro
relato da sequéncia amino terminal da BIL, bem como a primeira descri¢cao de lectina

tipo C isolada do veneno de B. asper e B. mattogrossensis.

Palavras-chave: Lectinas tipo-C, género Bothrops, Caracterizagéo.



ABSTRACT

Snake venom lectins belong to a group of non-enzymatic proteins, of non-
immunological origin, with the ability to agglutinate cells interacting reversibly and
non-covalently with polysaccharides, glycoconjugates that are free or attached to cell
surfaces. This study aimed to characterize C-type snake venom lectins from the
genus Bothrops and compare their physicochemical, chemical and biological
aspects. The study was conducted in stages: (1) sample selection, (2) isolation and
biochemical characterization, (3) structural characterization and (4) functional
characterization. For the selection, we used a group of with venoms from different
Bothrops species, selecting those that have proven active on hemagglutination
activity and were inhibited by lactose. The venoms selected were subjected to affinity
chromatography on an agarose-lactose column. Under the experimental conditions,
four presented fractions containing lectin. These fractions were then applied to a
reverse phase column (Discovery - C18), for complete purification, resulting in five
isolated lectins: BalLec - lectin from B. asper; BJL - lectin from B. jararaca; BJcuL -
lectin from B. jararacussu, BIL - lectin from B. leucurus and BmL — lectin from B.
mattogrossensis. These proteins presented similar migration profiles when subjected
to SDS-PAGE, making their dimeric nature evident, being joined by disulfide bonds.
The molecular mass defined by mass spectrometry was also similar for all of the
isolated lectins. N-terminal sequencing by Edman degradation identified the first 26
amino acid residues from BIL and the first 54 from BaLec. Multiple alignment showed
high identity when compared to lectins isolated from other bothropic venoms. All
isolated lectins are dependent Ca®* fon and lose activity in the presence of reducing
agents. In the overall context, considering the experimental data obtained, five C-
type lectins with affinity for galactosides were purified. This is the first report of the N-
terminal sequence of BIL, as well as the first description of a C-type lectin isolated

from B. asper venom and B. mattogrossensis.

Keywords: Lectins C-type, Bothrops, Characterization.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leishmaniose e Doenca de Chagas

Leishmaniose e Doenca de Chagas estdo em um grupo composto por 17
doencas classificadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTNs), que incluem cisticercose, dengue, doenca do
sono, dracunculiase, equinococose, esquistossomose, filariose linfatica, hanseniase,
helmintiases transmitidas pelo solo, hidrofobia, infeccdo alimentar por trematédeos,
oncocercose, tracoma, treponematoses endémicas e Ulcera de buruli. Em 2012 a
OMS emitiu o primeiro relatério sobre DTNs mostrando que estas doencas além de
se proliferarem com mais facilidade em ambientes tropicais também estédo
fortemente associadas a pobreza, concentrando-se em areas rurais remotas ou em
favelas urbanas. Embora esteja comprovado que as DTNs prejudiquem cerca de um
bilhdo de pessoas em todo o mundo, ainda assim ocupam lugar secundario nas
agendas nacionais e internacionais de saude. Também é fato que doencas
associadas a pobreza oferecem pouco incentivo as industrias que nao se estimulam
a investir em produtos destinados a um mercado que ndo pode pagar por eles
(ORGANIZA(;AO MUNDIAL DA SAUDE, 2012).

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania
transmitidos por mamiferos infectados ou por meio da picada de mosquitos
flebotomineos (CHOLEWINSKI; DERDA; HADAS, 2015; TANURE et al., 2015). A
doenca pode apresentar-se de duas formas: a Leishmaniose Visceral Americana
conhecida como Calazar, capaz de atingir o sistema linfocitario de forma grave e a
Leishmaniose Tegumentar Americana que pode apresentar lesdo cutanea localizada
(Leishmaniose cutanea) ou destruir extensdes da mucosa (Leishmaniose mucosa)
(PACE, 2014). Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (2014) as Leishmanioses
sdo endémicas em mais de 98 paises afetando cerca de 1,6 milhdes de pessoas por
ano, dos quais 90% apresentam-se na forma visceral principalmente em
Bangladesh, Brasil, Etiépia, India e Sud&o. Enquanto que Afeganistdo, Argélia,
Brasil, Colémbia, Costa Rica, Etidpia, Ird, Peru, Suddo e Siria juntos sdao
responsaveis por 70 a 75% da incidéncia dos casos globais de Leishmaniose

Cutanea.
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Por muito tempo as Leishmanioses foram tratadas com antiménios
pentavalentes injetaveis, um tratamento prolongado, potencialmente tdxico e
doloroso que tornou-se ineficaz em algumas partes do mundo devido ao
desenvolvimento de resisténcia. Anfotericina B ou pentamidina sdo o0s
medicamentos de segunda escolha mas também apresentam alta toxicidade.
Atualmente, o medicamento de primeira linha para o tratamento da Leishmaniose
Visceral é a anfotericina B lipossdmica, altamente eficaz e praticamente sem efeitos
colaterais. No entanto, apresenta um alto custo no mercado o que impede os paises
em desenvolvimento de o utilizarem em larga escala (CROFT; DAVIDSON;
THORNTON, 1991; SUNDAR, 2001). Uma metodologia eficaz adotada para o
controle da doenca consiste em campanhas focadas na eliminacao de reservatorios
de hospedeiros e o0 uso de mosqueteiro impregnados com inseticida de longa
duracdo. De forma geral, considerando o perfil epidemioldgico o comportamento de
transmissdo de cada localidade é necessario pensar em estratégias e uso de

controle especificos.

A Doenca de Chagas € causada pelo protozoario Trypanossoma cruzi
transmitido por meio das fezes de um inseto triatomineo popularmente conhecido
como barbeiro, também sendo transmitida de forma secundaria por transfusdo de
sangue infectado, transmissao oral por alimentos contaminados e transplante de
6rgdos. (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2012; COURA, 2015). Os
barbeiros infestam principalmente casas de regifes rurais e se infectam ao sugar o
sangue de animais que tenham o parasito, como por exemplo, marsupiais, roedores
e aves. Embora os barbeiros se alimentem desses animais, somente os mamiferos
sao infectados com T. cruzi (ARGOLO et al., 2008).

A doenca pode se manifestar sob a forma aguda, indeterminada ou cronica.
A forma aguda quando aparente, é caracterizada por uma miocardite que na maioria
das vezes s6 é detectavel eletrocardiograficamente, pode ou nédo presentar edema
ocular bipalpebral unilateral (Sinal de Romana) ou lesdo cutanea semelhante a um
furinculo que nao sutura (Chagoma de Inoculacdo). Passada a fase aguda aparente
ou inaparente, o paciente irAd permanecer na forma indeterminada. Nessa fase, a
doenca é assintomatica podendo nunca ser evidenciada ou manifestar-se anos ap6s
a infeccdo inicial. A forma crénica atinge o sistema cardiaco, sendo a principal causa

de morte em pacientes chagasicos. Podem atingir ainda es6fago, colo do intestino,
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sistema nervoso autbnomo ou todos em conjunto na fase mais grave da doenca
(BRASIL, 2005).

Estima-se que a Doenca de Chagas afete mais de quinze milhdes de
pessoas e provoque grande perda da populacdo economicamente ativa por sua
condicao de doencga incapacitante e por seu alto indice de mortalidade prematura. O
tratamento da doenca € realizado com uso de farmacos como benznidazol e
nifurtimox que foram introduzidos ainda na década de 70, muito eficazes para tratar
a fase aguda da doenca, mas pouco eficaz para pacientes cronicos. Assim como no
caso das leishmanioses, ndo hé& interesse das industrias farmacéuticas em
pesquisar e produzir medicamentos para essa doenga, uma vez que sua demanda
esta restrito principalmente a populacdes de baixa renda. Mas € crescente 0
interesse sobre o assunto no meio académico, principalmente entre estudantes e
pesquisadores das universidades publicas da América Latina (CUNHA-FILHO et al.,
2012).

1.2 Género Bothrops

Segundo o Ministério da Saude, o Brasil registra por ano cerca de 29 mil
acidentes ofidicos. Aproximadamente 85% dos casos sao atribuidos a serpentes
peconhentas, 45% a ndo peconhentas e 11% a espécies nao identificadas (BRASIL,
2015). Esse numero aumenta para 421 mil quando contabilizam-se as ocorréncias a
nivel mundial, sendo dessa forma, considerado como um grave problema de saude
publica, com maior incidéncia nas areas rurais de paises tropicais e subtropicais
(WHO, 2015). Geralmente as principais vitimas de acidentes ofidicos sao
trabalhadores rurais do sexo masculino, com idade entre 15 e 49 anos sendo 0s
membros inferiores as parte do corpo mais atingida. Nas regides mais afastadas, a
situacdo pode ser agravada devido as longas distancias entre o local do acidente e a
unidade de saude (WARRELL, 2010). No Brasil, as serpentes mais relevantes do
ponto de vista dos acidentes ofidicos pertencem aos géneros Bothrops, Crotalus,
Lachesis e Micrurus. O género Bothrops é o de maior distribuicdo na América do Sul
consequentemente sendo o responsavel pelo maior nimero de acidentes
(BOCHNER; STRUCHINER, 2003).

Cerca de 90% do peso seco dos venenos € representado por material

proteico e o0s outros 10% sao preenchidos por moléculas organicas como
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aminoacidos livres, nucleotideos, carboidratos e moléculas inorganicas: calcio,
cobalto, cobre, ferro, entre outros (CALVETE et al.,, 2009). Algumas espécies de
serpentes do género Bothrops tiveram seu proteoma descrito, como por exemplo,
Bothrops asper, Bothrops insularis (VALENTE et al., 2009), Bothrops jararaca
(ZELANIS et al., 2012), Bothrops atrox (GUERCIO et al., 2006) e Bothrops
jararacussu (CORREA-NETTO et al., 2010) e véarios trabalhos de caracterizacéo e
isolamento vem apresentando a presenca e as caracteristicas dessas moléculas que
compdem o veneno, como fosfolipases (PLA;) (MOURA et al., 2014), L-aminoacido
oxidases (RODRIGUES et al., 2009) as proteases que podem ser metaloproteinases
(GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000) ou serinoproteinases (MENALDO et al., 2013),
além de componentes ndo enzimaticos como as lectinas tipo C (CASTANHEIRA et
al., 2013).

A caracterizagdo dos efeitos locais proveniente da inoculagédo do veneno,
culminam com alteracdes que podem ser atribuidas a a¢cdes isoladas ou sinérgicas
das moléculas que compdem o veneno. Os efeitos podem ser locais como edema,
dor, hemorragia e mionecrose ou sistémicos alterando os sistemas cardiovascular,
nervoso, respiratorio e urinario; como por exemplo, hipotensdo, choque, alteragdes
na coagulacdo, hemdlise, hemoconcentracdo e hipotermia (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000). O tratamento especifico consiste na administracdo do soro
antibotrépico, por via intravenosa e na falta deste das associacdes antibotropico-
crotalica ou antibotrépicolaquética (BRASIL MINISTERIO DE SAUDE, 2001).

1.3 Lectinas: aspectos gerais

No final do século XIX, pesquisadores que estudavam extratos de plantas
comecaram a observar, em seus experimentos, a presenca de proteinas
aglutinantes de eritrécitos. Acredita-se que as primeiras descri¢cdes para tal atividade
sejam as relatadas nas teses de doutorado apresentadas, em meados de 1888, por
Peter Hermann Stillmark e H. Hellin que demonstraram em seus trabalhos a
hemaglutinagéo promovida por extratos de Ricinus communis e Abrus precatorius. A
capacidade de aglutinacdo para as duas espécies vegetais foi atribuida a presenca
de toxinas denominadas respectivamente de ricina e abrina. Na década de 1890,
Ricina e abrina tornaram-se objeto de estudo do imunologista Paul Ehrlich que por

meio de testes in vivo conseguiu demonstrar a especificidade da resposta de
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anticorpos, o fenbmeno de memoaria imunoldgica, e a transferéncia da imunidade

humoral a partir de uma matriz & sua descendéncia (SHARON; LIS, 2004).

Concanavalina A (ConA) obtida de sementes de Canavalia ensiformes foi a
primeira aglutinina isolada na forma cristalina, sendo descrita, anos mais tarde apés
a sua descoberta, por Sumner e Howell (1936) por sua capacidade de precipitar
glicogénio, mucoproteinas, aglutinar lipidios, glanulos de amidos, células de
leveduras e bactérias, aléem das propriedades ja descritas de aglutinar eritrocitos. No
mesmo trabalho, os autores atribuem a ConA, o primeiro relato de inibicdo da

atividade hemaglutinante na presenca de um carboidrato.

Os estudos com aglutininas obtidas de sementes levaram Walter Morgan e
Winifred Watkins (1952) a concluir que a especificidade das células que determinam
0S grupos sanguineos em humanos derivam de carboidratos especificos aderidos a
superficie celular. A afirmacé&o partiu da observacéo de que a aglutinacéo de células
vermelhas do tipo “A”, induzida por uma aglutinina de feijao, foi melhor inibida por N-
acetil-D-galactosamina e que aglutinacao de células do tipo “O” induzida pela lectina
de L. tetragonolobus foi melhor inibida por L-fucose, levando-os a concluir que sao
estes 0s aclUcares que conferem especificidade para 0s respectivos grupos
sanguineos. Estas sdo as primeiras evidéncias da presenca de aclUcares na

superficie das células e seu potencial como marcadores de identidade.

Esse grupo de proteinas, até entdo, denominado como fitoaglutinina por
terem sido descobertas primeiramente em plantas ou como hemaglutininas por sua
capacidade em aglutinar hemacias. Passa a ser nomeado por Boyd (1954) como
lectinas (do latim lectus, participio passado de legere que significa selecionar). De
modo geral, as lectinas atuam como moléculas de reconhecimento no interior das
células, em superficies celulares e em fluidos fisiolégicos (Figura 1) (SHARON; LIS,
2004).
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Figura 1: Modelo de interacéo entre lectinas e hidr  atos de carbono da superficie celular
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Toxin

As lectinas servem como meios de fixacdo de diferentes tipos de células. Virus podem fixar-se a
células hospedeiras por meio da interagcdo entre seus hidratos de carbono e as lectinas presente na
superficie da propria célula. Em alguns casos, as lectinas da superficie celular ligam-se a
glicoproteinas especificas, enquanto que em outros casos, os hidratos de carbono de glicoproteinas
da superficie celular ou glicolipidios servem como sitios de ligacdo para moléculas biologicamente
ativas. Fonte: (SHARON; LIS, 2004).
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Com a introducao da cromatografia de afinidade como método de purificacéo
de lectinas (AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1965), o ritmo de isolamento aumentou e
desde entdo, numerosas lectinas de diferentes organismos tornaram-se disponiveis
a partir de virus, bactérias, plantas e animais. Provavelmente, a primeira atividade
de lectina animal foi atribuida ao veneno de Crotalus durissus (MITCHELL, 1860),
porém a primeira a ser isolada de um veneno de serpente foi obtida de B. atrox
(GARTNER; STOCKER; WILLIAMS, 1980). Clemetson e colaboradores (2008),
classificam as lectinas de venenos de serpentes em dois grandes grupos baseando-
se na estrutura e propriedades funcionais. O primeiro grupo é denominado como
lectinas tipo C dependentes de caélcio, ligantes de acgucares, com estruturas
homodimericas ou multimericas, similares a selectinas e a proteinas ligantes de
manose (Quadro 3). No segundo grupo, denominado como Snaclecs (Snake venom
C-type lecting), estdo as proteinas que embora apresentem sequéncias de
aminoacidos semelhantes as lectinas tipo C, diferenciam-se por ndo demonstrarem
afinidade por aglcar e a associagdo com o ion calcio (quando existe) ocorre por uma
via diferenciada da utilizada pelas lectinas do primeiro grupo. As snaclecs,
geralmente séo heterodimericas com duas subunidades a e (3 ligadas por uma Unica
ponte dissulfeto podendo ser subdividida em categorias de acordo com o seu alvo:
a) indutores de agregacdo plaquetaria (Quadro 1) e b) inibidores de agregacao

plaquetéaria (Quadro 2).

Em 1988 Kurt Drickamer propds que o sitio de ligagdo ao carboidrato (CRD)
de praticamente todas as lectinas residia em um segmento polipeptidico composto
por GIn96, Pro97 e Asp98. Guimardes-Gomes e colaboradores (2004) apontaram
outros residuos importantes envolvidos na ligacdo lectina/carboidrato que sao
altamente conservados na maioria das lectinas tipo ¢ estudadas (Glyl2, Cys31,
Gly69, Thr82, Asp83, Thr87, Trp92, Tyrl00, Glul04, Cys106, Glyl14, Trp118,
Asnl119, Aspl20, GIn121,Cysl123 e Cysl131l). O CRD de todas as lectinas é
carregado negativamente e apresenta uma forma concava que acomoda o
carboidrato é o fon Ca** (SARTIM; SAMPAIO, 2015). Na Figura 2 esta representado

a estrutura tridimensional de uma lectina de serpente.



Figura 2: Modelo tridimensional de uma lectinade v~ eneno de serpente
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Estrutura pentamérica da lectina de Crotalus atrox (RsL). Em verde esta representado o fon Ca®*, carboidrato em cinza; residuos envolvidos no
processo de reconhecimento em branco.
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Quadro 1: Snaclecs que inibem a funcéo plaquetéria

PROTEINA ESPECIE ALVO REFERENCIA

Agkicetin C Deinagkistrodon acutus GPIb (CHEN; TSAI, 1995)

Akitonin Deinagkistrodon acutus GPIb (ZHA; LIU; XU, 2004)

CHH-AeB Crotalus homdus GPIb (ANDREWS et al., 1996)
horridus

Dabocetin Daboia russelli siamensis | GPIb (ZHONG et al., 2006)

Echicetin Echis carinatus GPIb (POLGAR et al., 1997b; NAVDAEYV et al., 2001b; JASTI et al., 2004)

GPIB-BP Bothrops jararaca GPIb (FUJIMURA et al., 1995; KAWASAKI et al., 1996)

Lebecetin Macrovipera lebetina GPIb (SARRAY et al., 2003)

TSV-GPIB-BP | Trimeresurus stejnegeri GPIb (LEE; ZHANG, 2003)

Tokaracetin Trimeresurus takarensis | GPIb (KAWASAKI et al., 1995)

Flavocetin-A Trimeresurus flavoviridis | GPIb (TANIUCHI et al., 1995; FUKUDA et al., 2000; SHIN et al., 2000)

SEM-16 Echis multisquamatus A2B31 (MARCINKIEWICZ et al., 2000; HORII et al., 2003)

Rhodocetin Calloselasma A2B1 (WANG; KINI; CHUNG, 1999; EBLE; TUCKWELL, 2003; EBLE et al.,
rhodostoma 2009)

VP12 Vipera palaestinae A2B1 (STANISZEWSKA et al., 2009)




Quadro 2: Snaclecs que ativam a funcéo plaquetaria
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PROTEINA ESPECIE ALVO REFERENCIA
) ) (USAMI et al., 1993; SEN et al., 2001; FUKUDA et al.,
Botrocetin Bothrops jararaca VWF/GPIb
2002)
N _ o (HAMAKO et al., 1996; HIROTSU et al., 2001; MAITA
Bitiscetin Bitis arientans VWF/GPIb
et al., 2003)
Aspercetin Bothrops asper GPIb, IgMk | (RUCAVADO et al., 2001)
o _ _ (POLGAR et al.,, 1997a, 1997b; NAVDAEV et al.,
Echicetin Echis carinatus GPIb
2001a, 2001b)
Mamushigin Gloydius halys blomhoffii GPIb (SAKURAI et al., 1998)
Purpureotin Trimeresurus purpureomaculatus GPIb (LI et al., 2004)
Alboaggregin-B Cryptelytrops albolabris GPIb (PENG; LU; KIRBY, 1991; KOWALSKA et al., 1998)
Trimecetin Trimeresurus mucrosquamatus GPIb (CHEN et al., 2009)
. _ L (TANIUCHI et al., 1995; FUKUDA et al., 2000; SHIN et
Flavocetin-A Trimeresurus flavoviridis GPIb
al., 2000)
Mucrocetin Trimeresurus mucrosquamatus GPIb (HUANG et al., 2004)
Mucetin Trimeresurus mucrosquamatus GPIb (WEI et al., 2002; LU et al., 2004)
Alboaggregin-C Cryptelytrops albolabris GPIb (PENG et al., 1992)
Agglucetin Deinagkistrodon acutus GPIb (WANG; HUANG, 2001)
_ _ N GPVI, (POLGAR et al., 1997a, 1997b; LEDUC; BON, 1998;
Convulxin Crotalus durissus terrificus
GPIb MURAKAMI et al., 2003; BATUWANGALA et al., 2004)




Alboaggregin-A Trimeresurus albolabris gzl; (KOVALSKA et al., 1998; DORMANN et al., 2001)
Stejnulxin Trimeresurus stejnegeri GPVI (LEE et al., 2003)
Ophioluxin Ophiophagus hannah GPVI (DU et al., 2002a; 2002b)
Alboluxin Cryptelytrops albolabris gzl; (DU et al., 2002a; 2002b)
CLEC-2 (CHUNG; AU; HUANG, 1999; BERGMEIER et al.,
Aggretin/rhodocytin | Calloselasma rhodostoma a2pl, 2001; NAVDAEV et al., 2001a, 2001b; HOOLEY et al.,
GPIb 2008; WATSON; EBLE; O'CALLAGHAN, 2008)
Bilinexin Agkistrodon bilineatus :;li (DU et al., 2001)

Agkisacutacin

Deinagkistrodon acutus

(CHENG et al., 1999)

Agkaggregin

Deinagkistrodon acutus

(LIU et al., 2002)

Rhodoaggretin

Calloselasma rhodostoma

(WANG et al., 2001)
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Quadro 3: Lectinas tipo C verdadeira

PROTEINA ESPECIE REFERENCIA
RsL Crotalus atrox (HIRABAYASHIS; KUSUNOKI; KASAI, 1991)
ApL Agkistrodon piscivorus | (KOMORI; NIKAI; TOHKALI, 1999)
BalL Bitis arietans (NIKAI et al., 1995)
CrL Crotalus ruber (HAMAKO et al., 2007)
BiL Bothrops insularis (GUIMARAE-GOMES et al., 2004)
BmLec Bothrops moojeni (BARBOSA PSF, 2010)
BpLec Bothrops pauloensis (CASTANHEIRA et al., 2013)
BjcuL Bothrops jararacussu (DE CARVALHO; MARANGONI; NOVELLO, 2002)
BpirL Bothrops pirajai (HAVT et al., 2005)
LmL Lachesis muta (ARAGON-ORTIZ; MENTELE; AUERSWALD, 1996)
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Comparar as caracteristicas bioguimicas, estruturais e funcionais de lectinas tipo C

dos venenos de serpentes do género Bothrops.

2.2 Especificos

- Isolar lectinas tipo C com afinidade a lactose presente em venenos de serpentes do

género Bothrops;

- Determinar a massa molecular e estrutura primaria;

- Analisar a capacidade de hemaglutinacao;

- Identificar a especificidade de ligacao a carboidratos;

- Avaliar a atividade leishmanicida e tripanocida.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Venenos

Os venenos botrépicos utilizados nesse trabalho, foram obtidos do Banco de
venenos do Centro de Estudos em Biomoléculas Aplicadas a Saude — CEBiIo.

3.2 Selecédo de amostras

3.2.1 Avaliacdo da atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi realizada de acordo com a proposta de
Gartner e Ogilvie (1984) com adaptacdes. Cerca de 5 mg de veneno foi diluido em
0.5 mL de soro fisioldgico estéril (m/v) e centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos. 50
WL por poco do sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pogcos com fundo
em V e acrescido com 50 pl de suspenséo de hemacias (3%) em CTBS (Tris 20 mM;
Cloreto de calcio 5 mM; Cloreto de sodio 150 mM) pH 7,4. O ensaio foi realizado em
triplicata e incubado por trés horas a temperatura ambiente. Como controle negativo
foi utilizado soro fisiologico estéril. A atividade hemaglutinante foi observada pela

formacédo de uma rede de hemacias.

3.2.2 Inibicdo da hemaglutinacdo por carboidratos

A inibicdo da hemaglutinag&o por carboidratos foi realizada de acordo com a
proposta de Gartner e Ogilvie (1984) com adaptacdes. Para testar a inibicdo por
carboidratos (lactose, glicose e galactosamina) preparou-se trés solucdes: A
suspensao de hemacias (3%), B — suspensédo de carboidratos: 100 mM em CTBS
pH 7,4 e C — suspenséo de venenos. Para uma placa de 96 pogcos com fundo em V,
foi transferido 25 pL da solugdo A, 25 pL da solucédo B e 50 pL da solucéo C por
poco. O ensaio foi realizado em triplicata e incubado por trés horas a temperatura
ambiente. Como controle negativo foi utilizado soro fisiolégico estéril. A inibicdo da
atividade hemaglutinante foi observada pela auséncia na formacdo da rede de

hemacias.
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3.3 Purificacdo e caracterizagdo bioquimica das pro  teinas isoladas

3.3.1 Cromatografia de afinidade

Aproximadamente 100mg do veneno bruto de serpentes do género Bothrops
foram diluidas em 1 ml de CTBS (Tris 20 mM pH 7,4, Cloreto de calcio 5 mM, Cloreto
de sbdio 150 mM) e centrifugados a 13000 rpm. O sobrenadante foi aplicado em
coluna de afinidade agarose-lactose (3 cm X 1 cm) previamente equilibrada com o
mesmo tampdo a um fluxo de 1ml/min e extensivamente lavada até que a
absorbancia medida em 280 nm retornasse aos niveis basais. O material retido na
coluna foi eluido com uma solucéo de Lactose 100 mM diluida em CTBS. As fracdes
coletadas foram liofilizadas em rotaevaporador e armazenas a -20 °C para posterior

andlise.

3.3.2 Cromatografia de fase reversa

A fracdo Il liofilizada proveniente da cromatografia de afinidade foi
solubilizada em TFA 0,1% (solugcdo A) e submetida a cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) em coluna C-18 (25 mm x 4,6 mm, Supelco), previamente
equilibrada com a solucdo A e eluida sob gradiente 0 a 70% de solucdo B
(acetonitrila 99,9% e TFA 0,1%) em 5 volumes de coluna, sob fluxo de 1 mi/min. A

absorbéancia da eluicao foi monitorada em 280 nm.

3.3.3 Determinacao quantitativa de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada de acordo com o método de (LOWRY
et al., 1951). O ensaio é baseado na reacdo da proteina com uma solucdo de
tartarato de cobre alcalino e reagente de Folin. Método foi adaptado para
microplacas, sendo utilizados 25 pl da solugdo A (solucéo de tartarato de cobre
alcalino), 200 pl da solugéo B (solucao diluida do reagente Folin) e 5 pl da amostra,
incubados a 37°C durante 15 minutos. Seguiu-se de leitura em espectrofotdmetro
em 750 nm. A curva padrao foi previamente preparada utilizando albumina bovina
(BSA) em concentracdes variando de 0,125 mg/mL a 1,5 mg/mL resultando em um

coeficiente de correlacédo linear de 0,999.

3.3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 % SDS-PAGE, foi realizada

conforme descrita por (LAEMMLI, 1970). Foi utilizado sistema descontinuo de pH,
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em condi¢des redutoras e nao redutoras. O gel foi fixado em solucdo aquosa com
40% metanol e 7% de acido acético (7 %) por 30 minutos. As bandas de proteinas
foram evidenciadas através da imersdo em solucéo contendo 0,08% de Coomassie
Brillant Blue, 8,0% de sulfato de aluminio, 1,6% de &cido fosférico e 20% de
metanol. O excesso de corantes foi retirado por imersédo em solugcdo descorante
contendo 4,0% de etanol e 7,0% de acido acético em agua. Varias trocas desta
solucéo foram realizadas até a obtencédo do gel com coloracdo adequada. A imagem
dos géis foram obtidas com uso de equipamento Image scanner® (GE Healthcare
Lifesc.).

3.3.5 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa foi realizada em equipamento de MALDI
(ionizacdo/ dessorcao a laser assistida por matriz), com analisador TOF (Tempo de
Voo) em um AXIMA TOF? (Shimadzu Biotech — Kratus), operando em modo linear e
utilizando solucdo saturada de acido sinapinico como matriz de ionizacdo e 1ug de
proteina (proporcdo 3:1, respectivamente). As massas moleculares das amostras

foram determinadas por comparacdo com padrdes externos de proteinas.
3.4 Estrutura primaria

3.4.1 Sequenciamento de aminoacidos por degradacdo guimica de Edman

O sequenciamento da estrutura primaria das lectinas isoladas foi realizado
em microsequenciador automatico PPSQ-33A (Shimadzu), o qual utiliza o processo
quimico de sequenciamento por clivagem N-terminal, derivado do método

desenvolvido por Pehr Edman conforme descrito por Gray (1972).

3.4.2 Determinacao dos fragmentos peptidicos

As proteinas foram reduzidas por tratamento com solucdo de ditiotreitol
(DTT) 20 mM em AMBIC 50 mM, por periodo de 1 hora a 30°C. Para alquilacdo dos
grupos tiol dos residuos de cisteina, a proteina reduzida foi incubada com
iodoacetamida 150 mM em bicarbonato de aménio 50 mM por 1 hora, a 30 °C e ao
abrigo da luz. Em seguida as amostras foram submetidas a digestdo com uso de
tripsina modificada por periodo de 18 horas, a 37 °C e ao abrigo da luz depois as
amostras foram liofilizadas e armazenadas até o momento do uso. Os fragmentos

peptidicos foram caracterizados por dissociagcdo induzida por colisdo em



29

espectrometro de massa LCMS-IT-TOF (Shimadzu Biotech) em cooperacdo com o
pesquisador Daniel Carvalho Pimenta, Laboratério de Bioquimica e Biofisica
Molecular, Instituto Butanta.

3.5 Caracterizacéo funcional e biolégica

3.5.1 Concentracdo hemaglutinante minima

A concentragdo minima aglutinante foi determinada incubando 50 pL de
amostras de lectinas isoladas (concentracdes de 2,0, 5,0, 10 e 15 pg) com 50 pL de
suspensao de hemacias a 3% em CTBS. O ensaio foi realizado em triplicata e
incubado por trés horas a temperatura ambiente. Como controle negativo foi
utilizado soro fisioldgico estéril. A concentracdo minima hemaglutinante foi

determinada pela menor concentragdo de lectina capaz de aglutinar as heméacias.

3.5.2 Inibicdo da hemaglutinacao

Este ensaio foi realizado conforme protocolo descrito no item 3.1.2 sendo
gue os carboidratos utilizados foram frutose, arabinose, manose, maltose, galactose,
sacarose, fucose e lactose; o agente redutor utilizado foi DTT (ditiotreitol); o agente
quelante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) e a glicoproteina utilizada foi a

caseina.

3.5.3 Atividade antiparasitaria

Para a realizacao deste teste, formas promastigotas de L. infantum e T. cruzi
foram cultivadas em uma concentracdo de 1.5 x 10° parasitas/mL em placas de 96
pocos, utilizando o meio de cultura Schneider, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF). A placa foi incubada a 26°C durante 48 horas, com diferentes
concentracbes de veneno bruto e proteina purificada (3.12 - 100 pyg/mL). Cada
concentracdo foi testada em triplicata. Posteriormente, foi adicionada uma solucéo
de Resazurina, 3 mM. A placa foi novamente submetida a incubacdo a 26 °C
durante 4 horas e por ultimo, a absorbancia foi monitorada a 570 e 600 nm utilizando
um espectrofotdmetro multimodal Synergy H1 (Biotek). A eficacia de cada composto
testado foi estimada calculando a porcentagem de atividade anti promastigota e anti
epimastigota. Para os controles positivos foi utilizado Benznidazol para T. cruzi e

Pentamidina para L. infantum. Como controle negativo utilizou-se meio de cultura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Selecdo de amostras

Em venenos animais, particularmente em venenos de serpentes, lectinas
sdo agrupadas em aquelas capazes de atuar sobre a ativagdo ou inativagcao de
plaquetas (Snaclecs) (CLEMETSON, 2010) e aquelas capazes de aglutinar
eritrocitos (lectinas tipo C verdadeiras) (CLEMETSON; MORITA; KINI, 2008). Como
0 objetivo geral desse trabalho é o isolamento e a caracterizacdo bioquimica
comparativa entre lectinas tipo C (verdadeiras) de venenos de serpentes do género
Bothrops, o primeiro passo foi selecionar entre varios lotes de venenos botropicos
depositados no banco de venenos do Centro de Estudos em Biomoléculas Aplicadas
a Saude — CEBIio/UNIR/FIOCRUZ-RO, aqueles com capacidade de promover a
aglutinacdo de eritrécitos humanos. Para tanto, foram separados 16 amostras de
venenos, na sua maioria obtidos de espécimes adultos e provenientes do Brasil,
incluindo uma amostra obtida de espécime jovem (B. atrox) e duas de regibes
geograficas distintas, sendo uma de amostra de veneno de Bothrops do Panama (B.

asper) e outra de Bothrops do Paraguai (B. mattogrossensis).

Os resultados do ensaio de hemaglutinacdo mostraram que 0s venenos de
B. asper, B. atrox adulto, B. atrox jovem, B. diporus, B. jararaca, B. jararacussu, B.
leucurus, B. marajoensis, *B. mattogrossensis®, B. neuwiedi e B. urutu
apresentaram-se como hemaglutinantes (Fig. 3A) enquanto os venenos de B.
alternatus, B. brazili, B. insularis, *B. mattogrossensis(P) e B. moojeni apresentaram-

se como nao hemaglutinantes (Fig. 3B).
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Figura 3: Ensaio de hemaglutinagdo com venenos de s  erpentes do género Bothrops

B. asper B. alternatus

B. brazili
B. atrox adulto razili

: B. insularis
B. atrox jovem

B. mattogrossensis®
B. diporus

B. moojeni
B. jararaca

B. jararacussu
LEGENDA

. . ‘ Aglutinou

I K Nao aglutinou

B. leucurus

B. marajoensis

B. mattogrossensis®

B. neuwiedi

B. urutu

Os venenos (5 mg/mL) foram incubados com suspensdo de heméacias humanas (3 %) durante trés
horas, seguido de avaliacao qualitativa. (A) Venenos que apresentaram atividade hemaglutinante, (B)
Venenos que nao apresentaram atividade hemaglutinante. *B. mattogrossensis(B) = Veneno de B.
mattogrossensis proveniente do Brasil. *B. mattogrossensis(P) = Veneno de B. mattogrossensis

proveniente do Paraguai
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Os venenos de B. atrox, B. jararaca, B. jararacussu, B. leucurus e B. neuwiedi
sao descritos na literatura por conter lectina tipo C na sua composi¢cdo (GARTNER,;
STOCKER; WILLIAMS, 1980; CARVALHO et al., 1998b; DE-SIMONE; NETTO; JR,
2006; NUNES et al.,, 2011), por esse motivo, de fato, esperava-se que esses
venenos aglutinassem hemacias humanas. B. insularis também é descrito por conter
uma lectina tipo C na composicdo de seu veneno (GUIMARAE-GOMES et al., 2004),
no entanto diferente dos descritos acima, este veneno se comportou como nao

hemaglutinante.

N&o hé citacao literaria referente a aglutinagdo de eritrécitos promovida pelo
veneno de B. mattogrossensis. No ensaio de hemaglutinacdo utilizado para
selecionar as amostras desse trabalho, utilizou-se dois lotes de venenos obtidos
dessa espécie de serpente, ambas provenientes de regides geogréaficas distintas.
Uma do Brasil (B. mattogrossensis®) e outra do Paraguai (B. mattogrossensis®™). E
interessante notar que os resultados apresentados pelos dois venenos foram
totalmente opostos entre si. B. mattogrossensis® aglutinou as hemacias humanas a

qual foi submetido enquanto B. mattogrossensis® nao.

Muitas sdo as variantes que podem interferir na composi¢cdo dos venenos
animais, entre eles incluem-se variacdo geografica, idade do animal, alimentacao,
habitat, género, entre outros. Como verificado nos estudos de Dias e colaboradores
(2013) que observaram diferencas significativas entre os efeitos bioldgicos
produzidos pelos venenos de B. jararaca obtidos de regibes geograficas diferentes.
Saldarriaga e colaboradores (2003) que comprovaram que 0s venenos de serpentes
juvenis das espécies B. atrox e B. asper sdo mais letais, hemorragicos, formadores
de edema e coagulantes do que os de animais adultos e Sousa e colaboradores
(2015) que compararam 0s venenos coletados de serpentes em ambiente natural
com os de serpentes mantidas em cativeiro detectando variabilidade quantitativa

entre 0s componentes menos abundantes dos venenos.

O fato dos venenos de B. mattogrossensis® e B. mattogrossensis®™ terem
apresentado resultados divergentes no ensaio de hemaglutinacédo, bem como o fato
do veneno de B. insularis ndo ter aglutinado as hemacias ao qual foi exposto quando
esperava-se que este fosse um veneno hemaglutinante, pode estar relacionado com

as variacdes citadas no paragrafo acima. No entanto um estudo mais detalhado
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referente as caracteristicas do animal do qual o veneno foi coletado se faz

necessario para uma conclusdo mais apurada.

Das dezesseis amostras de venenos iniciais, onze apresentaram-se como
aglutinantes de eritrécitos (Fig. 3A), estes foram entéo testados quanto a inibicdo da
atividade hemaglutinante por carboidrato. Trés carboidratos foram utilizados para o
ensaio (lactose, glicose e galactosamina). O experimento baseia-se no principio de
que se as lectinas presente nos venenos ndo reconhecerem 0s respectivos
acucares, estas irdo se ligar aos carboidratos ou glicoconjugados presentes na
membrana das hemacias em solucdo, promovendo o fenbmeno de hemaglutinacéo.
Caso contrario, se as lectinas presentes nos venenos reconhecerem 0s respectivos
acucares, estas irdo se ligar a eles deixando as hemacias em solugéo livres que
consequentemente migrardo para o fundo da placa, sendo visualmente observado

um efeito ndo hemaglutinante.

Partindo do principio acima, inicialmente esperava-se obter somente dois
resultados distintos: 1) inibicdo da atividade hemaglutinante por carboidrato ou 2)
nao inibicdo da atividade hemaglutinante por carboidrato. Esses resultados foram
muito claros para a maioria das amostras testadas, que se enquadraram
perfeitamente na primeira ou na segunda classificacdo. No entanto, quando
observado os pocos com os venenos de B. atrox adulto e B. atrox jovem contendo
suspensao de hemacias e lactose e comparando-0s a todos 0S outros venenos nas
mesmas condic¢des, estes dois ndo puderam ser identificados com a primeira € nem
com a segunda classificacao, por ndo demonstrarem uma completa aglutinacdo das

hemécias e nem uma completa migracdo das mesmas.

Dessa forma, os resultados obtidos com esse ensaio foram categorizados
em: 1) inibicho da atividade hemaglutinante por carboidrato, 2) ndo inibicdo da
atividade hemaglutinante por carboidrato e 3) inibicdo parcial da atividade
hemaglutinante por carboidrato. Os venenos de B. atrox adulto e B. atrox jovem
foram os Unicos a demonstrar inibicdo parcial da atividade hemaglutinante
influenciado por um carboidrato, especificamente a lactose. Dados resumidos no
Quadro 4.



Quadro 4: Inibicao do potencial hemaglutinante na presenga de carboidratos

ESPECIES Lactose CGA:zgcl)T:r?‘l.irrﬂs Glicose
B.asper o] 0o o0@®
B. atrox adulto ® e e 000 L X X
B. atrox jovem 0@ | (o(ee o000
B. diporus “‘ “‘ ooo
B. jararaca ? ) ( ? ) ( ? ) ? ) ( o ) ( ? ? ) ( ? ? )
B. jararacussu (@)(e@)(e0)| (0)(0)(0)  OO®
B. leucurus DICIO e P & ®
B. marajoensis “‘ ooo ‘..
B. mattogrossensis® | (e)(e)(e)| (0)(e)(e) | @@ @
B. neuwiedi “‘ “ 9 ? ) ( 9
B. urutu ’.‘ ... o) (o) e

e (e (e |nibicao da atividade hemaglutinante por carboidrato.

® ® ® Naoinibicao da atividade hemaglutinante por carboidrato.

® @ @ Pouca inibicao da atividade hemaglutinante por carboidrato.
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4.2 Purificacéo e caracterizacdo bioquimica das pro  teinas isoladas

Os venenos que ao serem incubados com lactose perderam a total ou
parcial capacidade de aglutinar hemacias (B. asper, B. atrox adulto, B. atrox jovem,
B. jararaca, B. jararacussu, B. leucurus e B. mattogrossensis®) foram selecionados

para fracionamento em coluna de afinidade agarose-lactose.

Os perfis cromatograficos obtido para os venenos de B. asper, B. jararaca,
B. jararacussu, B. leucurus e B. mattogrossensis®, revelaram duas fracbes que
foram nomeadas como F1 e F2 (Fig. 4A, D, E, F e G). Os cromatogramas dos
venenos de B. atrox adulto e B. atrox jovem apresentaram somente F1 (Fig. 4B-C).
Considerando as caracteristicas da coluna utilizada para o fracionamento, pode-se
afirmar que F2 é a fracdo com atividade de lectina. Sendo esse dado posteriormente

confirmado por meio dos experimentos, apresentados ao longo desse trabalho.

Figura 4: Perfil cromatografico em coluna de afinid ade agarose-lactose
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F B. leucurus
mAL F1 %B
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Cromatografia em coluna de agarose lactose (3 cm x 1 cm) equilibrada com tampao CTBS pH 7.4 dos
venenos botrdpicos que tiveram nenhuma ou pouca atividade hemaglutinante na presenca de lactose.
A cromatografia iniciou-se com um fluxo continuo a 1 mL/min. do mesmo tamp&o de equilibrio até que
todo o material ndo retido na coluna (F1) atingisse o nivel basal de absorbancia lido em 280 nm. A
fracdo contendo lectina (F2) foi obtida aplicando-se uma concentragdo de 100 % do tampédo de
lactose (100 mM) em CTBS pH 7.4. (A) B. asper, (B) B. atrox adulto, (C) B. atrox jovem, (D) B.
jararaca, (E) B. jararacussu, (F) B. leucurus, (G) B. mattogrossensis®.
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As fracbes nomeadas como F2 obtidas na cromatografia de afinidade (Fig.
4A, D, E, F e G) foram liofilizadas, ressuspendidas em 1 mL de TFA 0,1 % e
aplicadas a cromatografia de fase reversa em coluna C18. Para melhorar o grau de
pureza, todas as amostras foram recromatografadas nas mesmas condi¢des, sendo
obtido para cada um dos venenos, uma fracdo Unica ativa para atividade de lectina,

conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5: Cromatografia de fase reversa em coluna C 18
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Cromatografia em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4.3 cm) equilibrada com solu¢do de TFA
0,1% das fracdes nomeadas como F2 obtidas na cromatografia de afinidade em coluna de agarose-
lactose. Utilizou-se um gradiente de eluicdo linear de 0-70% de acetonitrila 99,9% em 5 volumes de
(A) B. asper, (B) B.

coluna, sob fluxo de 1 mL/min. e niveis de absorbancia lidos em 280 nm.

jararaca, (C) B. jararacussu, (D) B. leucurus, (E) B. mattogrossensis(B)
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Os procedimentos de purificacdo das lectinas tipo C podem ser conduzidos
em uma unica etapa utilizando cromatografia de afinidade, como no caso da
trombolectina, BjL e BjcuL obtidas respectivamente dos venenos de B. atrox, B.
jararaca e B. jararacussu. Para a obtencéo da trombolectina foi utilizado uma coluna
de Asialofetuin Sepharose-4B eluida com 50 mM de lactose em tampé&o Tyrode pH
7.4 (GARTNER; STOCKER; WILLIAMS, 1980). A lectina de B. jararaca (BjL) foi
isolada por meio de uma coluna TDG-Epoxy Sepharose 6B com 100 mM de lactose
em tampdo CTBS pH 7.5 (OZEKI et al., 1994). Esse mesmo tampao de eluicéo foi
utilizado para obter a BjcuL, lectina de B. jararacussu em uma coluna de afinidade
imobilizada com D-galactose (CARVALHO et al., 1998a).

Alguns pesquisadores empregam cromatografia de gel filtracdo apds a
afinidade, com o fim de retirar o carboidrato do tampéao retido na amostra, como por
exemplo Guimarédes-Gomes e colaboradores (2004) que para obter a lectina de B.
insularis (BiL) primeiro usaram uma coluna TDG-Epoxy Sepharose eluida com 100
mM de lactose em tampédo CTBS pH 7.5 seguida por cromatografia de gel filtracdo
em coluna Superdex G-75 equilibrada com tampao CTBS. MENDONCA-
FRANQUEIRO e colaboradores (2011) que do veneno de B. atrox isolaram uma
lectina homologa a Aspercetin, denominada de Galatrox por meio de uma coluna de
afinidade Lactosil-Sepharose utilizando 100 mM de lactose em tampé&o PBS pH 7.4,
seguido de gel filtragdo em coluna PD-10 equilibrada com PBS pH 7.4. Para verificar
a homogeneidade, a lectina isolada foi aplicada a cromatografia de fase reversa em
coluna Shodex ODP-50. Castanheira e colaboradores (2013), realizaram uma
cromatografia de afinidade em coluna de agarose imobilizada com D-galactose,
eluida com tampao CTBS pH 7.4 com 100 mM de lactose, seguida de uma G-25
equilibrada com AMBIC 0.1 M pH 7.8 e por ultimo fase reversa em coluna C2C18
para obter a lectina de B. pauloensis (BpLec).

Embora a maioria das lectinas tipo C de venenos de serpentes sejam
obtidas por meio de cromatografia de afinidade, Havt e colaboradores (2005) e
Braga e colaboradores (2006), iniciaram seus experimentos com gel filtracdo em
coluna Superdex 75. Segundo os autores, essa estratégia permite recuperar outros
componentes importantes presentes no veneno, além do que a matrix da Superdex
€ baseada em polimeros de dextrano e agarose que tem alguma afinidade com as

lectinas do veneno e a fracdo com atividade de lectina obtida da gel filtracdo quando
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aplicada a afinidade possibilita uma melhor purificacdo com menos contaminacgéo
por glicoproteina. As lectinas obtidas por essa metodologia foram respectivamente
BpL de B. pirajai e BiL de B. insularis.

A metodologia de purificagdo das lectinas de venenos botrdpicos utilizadas
nesse trabalho, foram eficientes para os venenos de B. asper, B. jararaca, B.
jararacussu, B. leucurus e B. mattogrossensis®, mas ndo para os venenos de B.
atrox adulto e B. atrox jovem. Mas, como observado no ensaio de inibicdo do
potencial hemaglutinante na presenca de carboidrato, as amostras de B. atrox adulto
e B. atrox jovem ndo demonstraram afinidade expressiva por lactose. E possivel que
as lectinas das amostras ndo tenham se ligado ao carboidrato da resina da coluna
utilizada (agarose-lactose), sendo dessa forma eluida com todas as outras
moléculas do veneno em uma fracdo Unica, como demonstrado nas Figuras 4B e
4C.
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As cinco fracdes obtidas por meio da cromatografia de fase reversa em
coluna C18, foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %. A
Figura 6A mostra o padrdo eletroforético das moléculas na presenca de agente
redutor (DTT), observando-se bandas proteicas com peso molecular abaixo de 19
kDa, enquanto que na Figura 6B é apresentado o padrao eletroforético das mesmas
moléculas na auséncia de DTT e peso molecular abaixo de 37 kDa. Esse perfil pode
ser comparado as lectinas tipo C isoladas de venenos botrépicos que variam entre
14.5 kDa a 16.2 kDa quando analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida
acrescida de agentes redutores e de 26.3 kDa a 30 kDa na auséncia destes, sendo
condizente com proteinas que apresentam carater dimerico ligados por pontes
dissulfeto (GARTNER; STOCKER; WILLIAMS, 1980; OZEKI et al., 1994,
CARVALHO et al., 1998b; HAVT et al.,, 2005; BRAGA et al., 2006; NUNES et al.,
2011).

Figura 6: Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes redutoras e ndo redutoras

A B
kDa PM 1 2 3 4 5 PM 1 2 3 4 5
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19- 0 &
e A ape ke O

Gel de poliacrilamida 12,5 %. A) com DTT, B) sem DTT; PM — Padrdo de peso molecular; 1 — lectina
de B. jararacussu, 2 — lectina de B. jararaca, 3 — lectina de B. mattogrossensis(B), 4 — lectina de B.
leucurus, 5 — lectina de B. asper.
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A andlise por espectrometria de massa foi realizada pela técnica de
ionizacdo por MALDI (Matriz-assisted laser desorption/ionization), dois picos com
razao massa/carga foram gerados para cada espectro, sendo um referente ao ion
com dupla carga e o segundo referente ao ion com apenas uma carga. Os valores
de m/z obtidos foram similares para as cinco amostras analisadas (Fig. 7).
Resultados parecidos com os aqui apresentados foram apontados por Castanheira
e colaboradores (2013), Guimaraes-Gomes e colaboradores (2004) e Mendonga-
Franqueiro e colaboradores (2011) para as seguintes lectinas: BiL, Galatrox e BpLec
gue demonstraram respectivamente massa carga de 32,372 Da, 32,549 Da e 33.600
Da.

Figura 7: Determinacdo da massa molecular por espec  trometria de massa em MALDI-TOF
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ToFr2 D
B. leucurus
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Dois picos com razao massa/carga foram gerados para cada espectro, sendo um referente ao ion
com dupla carga e o segundo referente ao ion com apenas uma carga. (A) B. asper: 32027.19 m/z;
(B) B. jararaca - 32849.85 m/z, 16461.30 z; (C) B. jararacussu — 32642.47 m/z, 16311.08 z; (D) B.
leucurus — 32643.01 m/z, 16324.53 z; (E) B. mattogrossensis(B) —32499.1 m/z, 16297.4 z.



48

4.3 Estrutura primaria

Para a obtencdo dos residuos de aminoacidos das moléculas isoladas dos
venenos de B. leucurus e B. asper, utilizou-se a juncdo de duas metodologias:
fragmentacao peptidica por dissociacdo induzida por colisdo em espectrémetro de
massa LCMS-IT-TOF e degradacéo quimica de Edman. Para a proteina isolada do
veneno de B. mattogrossensis® somente a primeira metodologia foi utilizada. As
lectinas obtidas dos venenos de B. jararacussu e B. jararaca, denominadas
respectivamente de BjcuL e BjL, possuem sequenciamento completo descrito na
literatura e depositado em banco de dados, por esse motivo ndo foram submetidas a

esse ensaio.

Por degradacdo quimica de Edman foram obtidos os primeiros 26
aminoacidos da sequéncia N-terminal da lectina de B. leucurus e 0s 54 primeiros

aminoacidos da lectina de B. asper (Quadro 5).

Quadro 5: Sequenciamento N-terminal das lectinas de venenos de B. leucurus e B. asper

(A) Sequenciamento N-terminal dos 26 primeiros aminoaci  dos da
lectina de B. leucurus

01 10 20

I I |
NNCPQDWLPMNGLCYKIFNELKAWKD

N-terminal

(B) Sequenciamento N-terminal dos 54 primeiros aminoaci  dos da
lectina de B. asper

01 10 20 30 40 5 0

I I I | | I
NNCPQDWLPMNGLCYKIFDELKAWEDAEMFCRKYKPGCHLASIHLFIBESL

N-terminal
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A lectina de B. leucurus (BIL), descrita por Nunes e colaboradores (2011),
nao havia sido relatada até a presente data, quanto a sua estrutura primaria, sendo
este trabalho o primeiro a relatar fragmentos de aminoacidos para a molécula. As
lectinas obtidas dos venenos de B. asper e B. mattogrossensis®, sdo inéditas para a

espécie e foram nomeadas respectivamente de BalLec e BmL.

Por LCMS-IT-TOF foram obtidos cinco peptideos para BIL, dois peptideos
para BalLec e treze peptideos para BmL. Correspondentes aos aminoacidos nas
posicoes 17-25 e 117-135 (BIL); 17-22 e 127-135 (BaLec); 17-25, 27-31, 85-102 e
117-135 (BmL) (Dados nédo apresentados). Os aminoacidos das posi¢cbes 17-25 de
BIL e 17-22 de Balec se sobrepdem aos obtidos com a metodologia de Degradacao
Quimica de Edman, sendo observado que os fragmentos apresentados sdo bem
conservados para as trés lectinas. No Quadro 6C, destaca-se a triade QPD nas
posicdes 96-98, correspondente ao sitio de ligacdo ao carboidrato, caracteristico das

lectinas de venenos ofidicos.

Com o objetivo de verificar a similaridade entre os residuos de aminoacidos
obtidos para as lectinas isoladas neste trabalho e outras lectinas de venenos
ofidicos, os fragmentos obtidos tanto por Degradacdo quimica de Edman quanto por
LCMS-IT-TOF para BmL, BIL e BalLec, foram agrupados, manualmente alinhados e
comparados com as lectinas obtidas de venenos das seguintes espécies: RsL-
Crotalus atrox (HIRABAYASHIS; KUSUNOKI; KASAI, 1991), ApL- Agkistrodon
piscivorus (KOMORI; NIKAI; TOHKAI, 1999), BaL- Bitis arietans (NIKAI et al., 1995),
CrL- Crotalus ruber (HAMAKO et al., 2007), BiL- Bothrops insularis (GUIMARAES-
GOMES et al.,, 2004), BpLec- Bothrops pauloensis (RODRIGUES et al., 2012),
BJcuL- Bothrops jararacussu (KASSAB et al., 2004), BpL- Bothrops pirajai (HAVT et
al., 2005), LmsL- Lachesis muta stenophrys (ARAGON-ORTIZ; MENTELE;
AUERSWALD, 1996). Os resultados mostraram importantes caracteristicas

estruturais conservadas (Quadro 7).



Quadro 6: Sequenciamento de aminoacidos dos fragmen  tos peptidicos

(A) Sequéncia de aminoacidos dos fragmentos peptidicos

01 10 20 30 40 5

| I | | |
---------------- =T —

51 60 70 80 90 1

101 110 120 130

| | I |
---------------- LWNDQVCESKNAFLCQCKF

(B) Sequéncia de aminoacidos dos fragmentos peptidicos

01 10 20 30 40 5
I I I I I

(C) Sequéncia de aminoacidos dos fragmentos peptidicos

01 10 20 30 40 5

| I | | |
---------------- IFNELKAWK—EMFCR---------xmmmenev

51 60 70 80 90 1

| | | |
---------------------------------- SCTDYLSWDKN

101 110 120 130

I I I I
(o] [/ C—— LWNDQVCESKNAFLCQCKF

de BIL

00

de BalLec

0
I

00

de BmL

00

QPCHY

50
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Quadro 7: Alinhamento multiplo das sequéncia N-term inal de aminoéacidos entre as lectinas

BmL, BIL, BaLec e outras lectinas de venenos ofidic 0s

01 10 20 30 40 50 60 70
BmL ll -------- IIFNELlKAWKl—-EI\IllF CR | |
BIL NNCPQDWLPMNGYKIFNELKAWKD------mmmmmmmmmmmcmm oo oo
Balec NNCPQDWLPMNGYKIFDELKAWEDAEMIRKYKPGHLASIHLYQESLEIAEY --------------
BiL NNCPQDWLPMNGYKIFDELKAWKDAEMIRKYKPGHLASFHLYGESPEIAEYISDYHKGQSEVWIGL
Bjcul NNCPQDWLPMNGYKIFNELKAWKDAEMIRKYKPGHLASIHLYGESPEIAEYISDYHKGQSEVWIGL
BiL NNCPQDWLPMNGYKIFDELKAWKDAEMIRKYKPGHLASFHLYGESPEIAEYISDYHKGQAEVWIGL
BpL NNCPGDWLPMNGYKIFNELKAWEDAEMIRKYKPGHLASIHIYGESLEIAEYISDYHKGQAEVWIGL
BplLec NNCPQDWLPMNGYKIFDELKAWKDAEMIRKYKPGHLASIHLYGESPEIAEYISDYHKGQSEVWIGL
Galatrox | NNCPQDWLPMNGYKIFDELKAWKDAEMIRKYKPGHLASIILY GESPEWAE------- GHSEVWLGL
ApL NNCPHDWLPMNGYKIFDELKAWEDAERIRKYKPGHLASFHTYGESLEIAEYISDYHKGQAEVWIGL
Bal NNCPPDWLPMNGY KIFDELKAWEDAERRKYKPGHLASFHQYGESLEIAEYISDYHKGQAEVWIGL
LmL NNCPQDWLPMNGYKIFDEQKAWEDAEMRKYKPGHLASFHRYGESLEIAEYISDYHKGQAEVWIGL
CrL NNCPLDWLPMNGILYKIFNQLKTWEDAEMIRKYKPGHLASFHLYGESLEIAEYISDYHKGQDNVWIGL
RsL NNCPLDWLPMNGLYKIFNQLKTWEDAEMIRKYKPGHLASFHRYGESLEIAEYISDYHKGQENVWIGL

1 1 2 3

— <+ kb Sk K Sk -k

71 80 90 100 110 12 0 130
BmL Il ------ SI ! CTDIYLSV\llDK@DDHYQNK ------------- LWNDQV CESIKNAFI.C(IJKF
BIL LWNDQ VCESKNAFICQCKF
Balec | ------memmmememememee e e NAFL CQCKF
BiL WDKKKDFSWEWTDRBYLSWDKRPDHYQNKEEVELVSDTGYRLWNDCBSKNAFICQCKF
Bjcul CDKKKDFSWEWTOHR®YLSWDKRPDHYQNKEEVELVSNTGYRLWNDCBESKNAFICQCKF
BiL WDKKKDFSWEWTDRBYLTWDKSPDHYEGKEEVELVSLTGYRLWNDQESKNAFICQCKF
BpL WDKKKDFSWEWTRRBYLSWDKIDHYENKEEVELVSLTGYRLWEDQESKNAFICQCKF
BpLec WDEKKDFSWEWTDRBYLSWDKRPDHYKNKEEVELVSYTGYRLWNDQESKNAFICQCKF
Galatrox | WDKKKDFSWEWTDR-----ssmsmmmsmmmemmsmmsmmnmmnmmes e
ApL WDKKKDFSWEWTDRBYLTWDKSPDVYQNKEEVELVSLTGYRLWNDQESKNAFICQCKF
Bal WDKKKDFSWEWTDRBYLTWDKSPDHYQNKEEVELVSLTGYRLWNDQBSKNAFICQCKF
LmL WDKKKDFSWEWTDRBYLTWDKSPDHYEGKEEVELVSLTGYRLWNDQESKNAFICQCKF
CrL WDKKKDFSWEWTDRS LNWNKNPDHYKNKEEVELVSLSGYRLWNDQESKDAFICQCKF
RsL RDKKKDFSWEWTODR®YLTWDKIPDHYQNKEEVELVSLTGYRLWNDQESKDAFICQCKF

4 4 2 3
*:**‘k****‘k****‘k**** *:***** *  kkkkkkkkk kkkkkkkkk *****:********

Mdltiplo alinhamento da sequéncia parcial de aminoacidos das lectinas de B. mattogrossensis

®)

(BmL), B. leucurus (BIL) e B. asper (BaLec) com outras lectinas de venenos de serpentes. BiL — B.
insularis (Gl: 82126834), BjcuL — B. jararacussu (Gl: 519668669), BjL — B. jararaca (Gl: 510120743),
BpL — B. pirajai (Gl: 510120660), BpLec — B. pauloensis (Gl: 527504051), Galatrox — B. atrox (Gl:
527525181), ApL — Agkistrodon piscivorus piscivorus (Gl: 510120659), BaL — Bitis arietans (Gl:
34922645), LmsL - Lachesis muta stenophrys (GIl: 1881829), CrL — Crotalus ruber ruber (Gl:
118572769), RsL — Crotalus atrox (Gl: 126130). Aminoacidos totalmente conservados (*);
Aminoacidos similares (:). Em verde o dominio de reconhecimento de hidratos de carbono (CRD);
Cisteinas envolvidas em pontes dissulfeto sdo destacadas em vermelho; Os nimeros em vermelho
indicam as ligacdes dissulfetos entre as cisteinas.
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Rucavado e colaboradores (2001) isolaram uma lectina do veneno de B.
asper, essa lectina denominada de Aspercetin um mediador da agregacéo
plaquetéaria e ndo aglutina eritrécitos em contraste com as lectinas tipo C de venenos
Clemetson e

de serpentes. De acordo com a classificacdo proposta por

colaboradores (2008), Aspercetin € uma Snaclec. Do mesmo veneno, foi isolado
nesse trabalho uma lectina denominada de BalLec. Para demonstrar que Balec e
Aspercetin sdo proteinas distintas, o sequenciamento N-terminal de ambas foram
alinhados e analisados por meios da ferramenta de busca e alinhamento BLAST. Os
resultados apontaram um grau de similaridade menor que 45% demonstrando de

fato tratar-se de proteinas divergentes entre si (Quadro 8).

Quadro 8: Alinhamento mdltiplo das sequéncias N-ter
Balec

minais das cadeias a e B de Aspercetin e

BalLec

Aspercetin cadeia a

Aspercetin cadeia 8

Ide

1 10 20 30 40

(I | I |

NCPQDALPMNGLCYKI FDELKAVEDAEMFCRKYKRCH.ASI HLY(E
DCPSGASSY ESHCYRA-HPRKDWADAERFCTEQAKCGALVSI QRFE&
DCPSDASSY ECHCYRWKPPKDWADAERFCSQQAKGH-VSI ERF

ntidade
(%)

40%
44%

Alinhamento da sequéncia parcial de aminoacidos de BalLec com as cadeias a (Gl: 374110681) e 3
(Gl: 374110656) de Aspercetin. O sequenciamento foi realizado utilizando o programa de busca
alinhamento Blast. Em vermelho estao representados os residuos idénticos.
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4.4 Caracterizacao funcional e biolégica

Varias concentracdes das cinco lectinas purificadas foram incubadas com
eritrocitos humanos. Apos trés horas a temperatura ambiente observou-se que a
dosagem minima de 2,5 ug/mL de BjL, BjculL, BIL e BmL foi capaz de manter a
atividade de aglutinacdo. Diferente das demais lectinas BalLec necessitou de uma

concentracdo de 15 pg/mL para exercer o mesmo efeito.

Definida a dosagem minima hemaglutinante, o préximo passo experimental
teve por objetivo verificar a afinidade das lectinas isoladas por diferentes
carboidratos (frutose, arabinose, manose, galactose, sacarose, fucose, lactose), bem
como observar se haveria variacao da atividade na presenca de um agente redutor
(DTT), um quelante de ions (EDTA) e de uma glicoproteina (caseina). Os resultados
mostraram que Balec, BjL, BIL e BmL tém afinidade por frutose, lactose, manose e
sacarose. Nas solugcbes contendo BmL incubadas com arabinose e maltose e nas
solugbes contendo BjcuL incubadas com frutose e manose observou-se uma
aglutinacéo parcial das hemacias, sugerindo que a ligacao entre estas lectinas e os
respectivos carboidratos possa tratar-se de uma fraca interacdo. Entre todos os
carboidratos testados, BjcuL demonstrou boa afinidade somente por lactose. Nao
observou-se atividade hemaglutinante na presenca de caseina, demonstrando que

as lectinas podem ligar-se a proteinas glicolisadas.

No ensaio de caracterizacdo da atividade funcional verificou-se que a
capacidade de aglutinar hemécias foi anulada frente ao agente redutor DTT e ao
quelante de ions EDTA, demonstrando que tanto a forma dimerica como a presenca

de Ca*? sdo necessarios para a interacéo proteina/carboidrato.

O Quadro 9 resume os dados obtidos no ensaio.



Quadro 9: Ensaio de inibicdo da hemaglutinacao por diferentes carboidratos, glicoproteina,
quelante de ions e agente redutor

Carboidratos - Lec_:tinas

Balec BjL BjculL BIL BmL
Arabinose 000 000 000 000 s 0
Frutose @@@| @@l @®® | (@@ @@
Fucose 000 000 000 000 o000
Galactose 000 000 000 000 00O
Lactose EARNAE | \BIRNSY | \ENENS | \ BRI PINENE
Maltose 000 000 000 000 s
Manose °)(o)(e °)(e)(e CMC 0 ) o)(eo)(e o)(e)(e
Sacarose DIOIC DICIOIE I I BEOIOIC DIOIC
Caseina UOIC UOIC °)(o)(e °)(e)(e o) e)(e
DTT o) (o) (@) | (@)(e)(e)| (0 (e)(e)| (o) (e e) | (o) (e)(e
EDTA o)(o)(e °)(o)(e o)(o)(e IOIC IOIC)

® ® ® Nao inibicao da atividade hemaglutinante.

Inibicao da atividade hemaglutinante.

® @ @ Pouca inibigao da atividade hemaglutinante.
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Entre as lectinas tipo C de venenos de serpentes, BjcuL € a que tem seus
efeitos bioldgicos mais bem estudados e descritos na literatura, sendo capaz de
inibir a formacédo de biofilme por agentes patogénicos envolvidos na mastite bovina
incluindo diferentes estirpes de Staphilococcus aureus, S. hycus, S. chromogenes,
Streptococcus agalactiae e Escherichia coli (KLEIN et al., 2015), promover edema e
permeabilidade vascular em camundongos (PANUNTO et al.,, 2006) e atuar sobre
células humanas induzindo a ativacdo de neutrofilos (ELIFIO-ESPOSITO et al.,
2011). Alguns pesquisadores tém observado que BjcuL pode ser potencialmente
utilizada para terapias que envolvam linhagens tumorais por sua capacidade de
induzir apoptose em células de adenocarcinoma de colon humano e carcinoma
gastrico (NOLTE et al.,, 2012; DE CASTRO DAMASIO et al.,, 2014) e suprimir a
adesado e o crescimento de células tumorais endoteliais (DE CARVALHO et al.,
2001). Com o proposito de verificar se BjcuL pode ser potencialmente ativa frente a
protozodrios causadores de doencas negligenciadas, avaliamos seus efeitos sobre
formas promastigotas de Leishmania infantum e formas epimastigotas de

Tripanossoma cruzi.

Utilizou-se no ensaio, tanto veneno bruto de B. jararacussu como a lectina
isolada nas concentra¢gfes de 6,25 pg/mL a 100 pg/mL. Como controle positivo foi
utilizado Pentamidina para os testes com Leishmania e Benzonidazol para os testes
com Tripanossoma ambos nas concentracdes de 100 pg/mL. Os resultados
mostraram que o0 veneno bruto na menor concentracdo foi capaz de inibir cerca de
60% do crescimento das cepas tanto de L. infantum quanto de T. cruzi. A
concentracdo de 50 pg/mL do veneno bruto (metade do utilizado para o controle)
atingiu um nivel de inibicdo muito proximo ao observado com a Pentamidina, no
ensaio com L. infantum (Figura 8). Para os testes com T. cruzi a concentracao de
12,5 pg/mL do veneno bruto foi suficiente para exercer um efeito proximo ao
observado com Benzonidazol (Figura 9). BjcuL, na sua concentracdo maxima (100
png/mL), quando comparada aos controles, demonstrou uma inibicdo de 40% no
crescimento de T. cruzi e menor que 40% no crescimento de L. infantum. De modo
geral, observa-se que os efeitos tanto do veneno bruto de B. jararacussu quanto da

lectina isolada sdo melhores frente a T. cruzi do que frente a L. infantum.
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Figura 8: Ensaio leishmanicida
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Atividade Leishmanicida com lectina de B. jararacussu frente a formas promastigotas de Leishmania

infantum, nas concentragfes de 6,25 pg/mL a 100pg/mL. Pentamidina na concentracéo de 100ug/mL
foi utilizada como controle positivo.



Figura 9: Ensaio tripanocida
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Atividade tripanocida com lectina de B. jararacussu frente a formas epimastigotas de Tripanossoma
cruzi, nas concentracdes de 6,25 pg/mL a 100pug/mL. Benzonidazol na concentracéo de 100ug/mL foi

utilizada como controle positivo.
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Castanheira e colaboradores (2015) observaram que BplLec, uma lectina
obtida do veneno de B. pauloensis, foi capaz de inibir a replicacdo e adesdo de
Toxoplasma gondii, protozoario causador da toxoplasmose, uma doenca
negligenciada com altas taxas de infeccdo no Brasil, associada a morte em muitos
casos (DUBEY et al., 2012). BpLec é descrita também por sua capacidade de inibir
50% do crescimento de uma bactéria Gram-positiva (S. aureus) a uma concentracéo
minima de 31,25 pug/mL, mas ndo exerce nenhum efeito sobre Gram-negativa (E.
coli) (CASTANHEIRA et al., 2013). Os autores sugerem que as lectinas ndo séo
capazes de atravessar a membrana externa das bactérias Gram-negativas e que a
interacdo ocorre com o0s peptidioglicanos da parede celular de bactérias Gram-
positivas. No mesmo trabalho, os autores observam que BpLec nao foi citotdxico
para formas promastigotas de L. amazonensis, no entanto 1 pug de BpLec foi
suficiente para promover aglutinacdo dessas ceélulas que posteriormente forma
inibidas por D-galactose e D-manose indicando que assim como ocorrido com as
Gram-positivas, a interacdo entre a proteina e o parasita deve ocorrer por meio da
interacdo entre o CRD da BpLec e alguns glicoconjugados presentes na superficie
do parasita. Sdo esses glicoconjugados que permitem a adesao do parasita a célula
hospedeira. Outras lectinas citadas na literatura por promover a aglutinagcdo de
formas promastigotas de Leishmania (L. chagasi) foram isoladas das esponjas
marinhas Cinachyrella apion (CaL) e Cliona varians (CvL). A capacidade das lectinas
tipo C em aglutinar formas promastigotas de Leishmania sp. e ndo as amastigotas,

fazem dessas proteinas uma potencial ferramenta para uso diagndstico.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram utilizadas 16 amostras de venenos de serpentes do
género Bothrops, coletadas no Brasil, Paraguai e Panama, sendo consideradas de
interesse aquelas que apresentassem atividade hemaglutinante inibida por lactose.
O veneno das espécies Bothrops asper, B. atrox adulto, B. atrox jovem, B. diporus,
B. jararaca, B. jararacussu, B. leucurus, B. marajoensis, B. mattogrossensis®, B.
neuwiedi, B. urutu apresentaram atividade hemaglutinante, sendo que apenas 0s
venenos de B. diporus, B. marajoensis, B. neuwidi, e B. urutu ndo foram inibidas por

lactose.

Para isolamento das lectinas, foi utilizado cromatografia de afinidade em
coluna de agarose-lactose seguida de cromatografia em coluna C18 em sistema
HPLC, sendo obtidas cinco lectinas em alto grau de pureza a partir dos venenos de
Bothrops asper (BalLec), B. jararaca (BjL), B. jararacussu (BjcuL), B. leucurus (BIL) e
B. mattogrossensis® (BmL). Vale a pena ressaltar, que os venenos de B. atrox
adulto e B. atrox jovem, apesar de apresentarem a capacidade hemaglutinante
parcialmente inibida por lactose, ndo foi possivel obter as lectinas com uso da
estratégia adotada, (cromatografia de afinidade em coluna de agarose-lactose),
sugerindo-se que as lectinas presentes na composicdo do veneno exibem baixa

afinidade pelo carboidrato.

As lectinas Balec, BjL, BjculL, BIL, BmL apresentaram massa molecular
aproximada de 23 a 24 kDa em SDS-PAGE sem adicao de agente redutor, e 13 e 14
kDa com adicdo de agente redutor, sugerindo tratar-se de dois monémeros ligados
por pontes dissulfeto. A analise por MALDI TOF demonstrou os seguintes valores de
relacdo massal/carga: Balec 32.027,18; BjL 32.849,84; BjcuL 32.642,46; BIL
32.643,00; e BmL 32.499,00.

As lectinas apresentaram atividade hemaglutinante minima definida em 2,5
lg, exceto BalLec que necessitou de 15 ug para apresentar o mesmo resultado. Os
efeitos da hemaglutinagdo foram inibidos por lactose, caseina, e EDTA,
evidenciando dependéncia por fons Ca®", caracteristica das Lectinas do tipo C.
Sendo que Balec, BjL, BIL e BmL tiveram seu potencial de hemaglutinacéo inibidos
ainda por frutose, manose, sacarose, enquanto BjcuL teve essa atividade

parcialmente inibida por frutose e manose, mas néo por sacarose. O uso de agente
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redutor (DTT) inibiu com eficiéncia a capacidade hemaglutinante de todas as
lectinas, com excecao de BIL, que foi parcialmente inibida.

Os testes de atividade biolégicas das lectinas sobre do crescimento de formas
promastigotas de L. infantum e epimastigotas de T. cruzi, revelou baixa influéncia
sobre o crescimento das células em cultura em comparagdo ao provocado pelo

veneno bruto.

Referente a caracterizagcdo estrutural, foram obtidas as sequencias parciais
dos residuos de aminoacidos das lectinas de B. leucurus (BIL), B. asper (BaLec) e B.
mattogrossensis (BmL) que apesentaram alta homologia com outras lectinas obtidas
de venenos ofidicos. Este trabalho apresenta a caracterizacdo parcial inédita da
sequéncia de residuos de aminoéacidos das lectinas de B. leucurus (BIL), B. asper
(BaLec) e B. mattogrossensis (BmL). Sendo que este € o primeiro registro de
lectinas tipo-C célcio dependente obtidas dos venenos de B. asper e B.

mattogrossensis.

Pouco se sabe sobre o papel das lectinas tipo-C nos envenenamentos
botrépicos, no entanto considerando as informacdes obtidas nas condicbes
experimentais a que foram submetidas, observa-se que esta classe de proteinas
apresentam-se como moléculas promissoras para o desenvolvimento de ferramentas
de reconhecimento de carboidratos especificos expresso na superficie de diferentes

modelos celulares.
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