- iiDANIELA DIOGENES de CARVALHO




/ SECRETARIA
{ POS-GRADUACAD
: LB

DANIELA DIOGENES de CARVALHO

Purificacdo e Caracterizacdo de BJcul,
uma Lectina do Veneno da Serpente
Bothrops jararacussu

] S i i B 14 araliat 1
N R N T

4
R v

ste eyern’ oy oowioo2 B

CAMPINAS - 1997

s aprovada pela Comissio Julgadora.

QQMWMMMKQ&

L.




FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA CENTRAL DA UNICAMP

C253p

Carvalho, Daniela Didgenes de
Purificagdo e caracterizag@o de BJcul, uma lectina

do veneno da serpente Bothrops jararacussu / Daniela

Dibgenes de Carvalho. -- Campinas, SP : [s.n], 1997.

Orientador: Jose Camillo Novello, @
Dissertagéo { mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Lectina. 2. Cobra - Veneno. 3. Hemaglutinagéo.
4. Células - Proliferagdo. . Novello, José Camillo.
II. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Biologia. lll. Ttulo.




DANIELA DIOGENES de CARVALHO

Purificagdo e Caracteriza¢do de BJcul, uma Lectina
do Veneno da Serpente Bothrops jararacussu

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de
Campinas para obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Biologicas na area
de Bioquimica.

Orientador: Prof. Dr. José Camillo Novello

CAMPINAS - SP
1997

2



Campinas, 15 de agosto de 1997,
BANCA EXAMINADORA:

TITULARES:

' ?gfwf%f 7&5%5 -

Prof. Dr. José Camillo Novello

Assinatura;; b

i

Prof. Dr. Edson Antunes

Prof. Dr. Hernandes Faustino de Carvalho %Q(}/\V

. H
Assinatura | %

S

SUPLENTE:

Prof. Dr. Sergio Marangoni

Assinatura



AGRADECIMENTOS

Ao Professor Dr. José Camillo Novello, pela orientagio.

Ao Professor Dr. Sergio Marangoni pelo apoio e disponibilidade e ao Professor

Dr. Benedito de Oliveira pela oportunidade.

A Professora Dra. Marcela Haun pela colaboragdo nos testes com cultura de

células.

A amiga Dra. Maristela Freitas Pereira pelo auxilio na realizagio dos
experimentos em cuitura de celulas, ¢ sobretudo pela amizade, incentivo e

companheirismo.

Ao Paulo A. Baldasso pela amizade, apoio técnico e presenga constante

durante este trabalho.

Aos colegas pos-graduandos, funcionarios e professores do Departamento de
Bioquimica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, que direta

ou indiretamente, contribuiram para a realizagdo deste trabalho.

A CAPES, CNPq e FAEP-UNICAMP pelo apoio financeiro.

Tl



INDICE

ABREVIACOES......ccuen... rteesesssasesesatsaeenaeateabebehsbenbeaeabenbebesberbessanresteraras 7
ABREVIACOES PARA AMINOACIDOS. .....covueenrsensessssscnmsssseassasetesasmssenssastnss 8
RESTUIMO . ciiieiieiniiriinmseisesesersssssessssesaressnsnssssnstnsatesssnasesssssssssnsssessssssssssssassnsssnasssnsrnns 9
SUMMARY.....ccevvees vemraresneessmcesssssssssasrtsnsesTnrRTSRATSeTaent bt esarsesseesessasissiresserare i1
INTRODUCAO

VenenOs O A0S, oo e e e 14
s x b7 - SOUUR TR UUR TR U PP 18
Lectinas de Venenos de Serpentes............. O VST O T ORI PO PO TUPPOT RPN 26
OB EEIVOS. .ottt e 33
MATERIAIS E METODOS

Purificag@o de BICUL. ... ... i 35
Dosagem de Proteinas. ... 36
Eletroforese em S S-PAGE . ... .o e e 37
Ensaios de Hemaglutinagao............coooiiiiiiiiiiciic e 39
Estudos de Toxicidade de BJcuL sobre a Prolifera¢do de Células de Mamiferos

e UL A, e ETTOT TRV VOO U UT TN UU T URTUUU U 42
RESULTADOS

Purificagio de BJeul ... e 47
Eletroforese em SDS-PAGE . . e e 50
Ensaios de Hemaglutinagao. ...t 52
Estudos de Toxicidade de BJcul sobre a Proliferagdo de Células de Mamiferos

I LU B o e e s 58
DISCUSSAD. e oeeeereverreeeesessessssessssssassessssssasssssssssstsasessssssssessassasensnssesssenssssessesesssasss 63
CONCLUSAD . c.cecveveeereeseeserssnsasesssessssasessasssssasssessrssssassssssasssssasasensasssasesesasnsassessssas 74
TRABALHOS E COMUNICACOES EM CONGRESSOS....c.ooereeertreeccennans 75
REFERENCIAS. oo vuoveeveveteseeseesesssssasssssmssesesssssssssssssssrsssensnsssnesessassasesssssssnsssnsasasnsres 77



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. Diagrama esquematico dos dominios estruturais A, B, C, D ¢ E, do
precursor comum de metaloproteases, disintegrinas e proteinas relacionadas com

lectingas t1po C (CLPS)........oo e 17

FIGURA 2. Perfil cromatografico de eluicio da lectina do veneno de Bothrops

Jararacussu em cromatografia de afinidade em D-galactose......................oocol 48

FIGURA 3. Perfil cromatografico da fragdo eluida com lactose na cromatografia de
afinidade, em HPLC-fase reversa, coluna C18. ..o 49

FIGURA 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% na presenca de SDS da

fragdo obtida na cromatografia de afinidade em D-galactose................................ 51

FIGURA 5. Ensaio de hemaglutinagdo induzida por BJcuL. Placa de hemaglutinagdo

depois de 2 horas de incubagdo & temperatura ambiente....................................... 54

FIGURA 6. Efeito de BJcul. sobre o crescimento celular, ap6s tratamento durante 24
horas (3 a 10 UE/mMb) e 60

FIGURA 7, Efeito de BJcuL sobre a proliferacdo celular, apds tratamento durante 2,
24 ¢ 48 horas (10 a 30 ug/ml)

FIGURA 8. Efeito de 10 ug/mi de BJcuL na proliferagdo celular........................... 62



INDICE DE TABELAS

TABELA 1. Concentragio minima hemaglutinante de BJcul sobre diferentes

BIIETOCIEOS ..ot 55

TABELA 2. Efeito de carboidratos na hemaglutinagio induzida por BieuL.............. 56

TABELA 3. Efeito de agentes quelantes de cations divalentes na hemaglutinagio

induzida por BJcuL.. ... 57



ABREVIACOES

BJcul - Lectina isolada do veneno da serpente Bothrops jararacussu.
BJL - Lectina isolada do veneno da serpente Bothrops jararaca.
BML - Lectina isolada do veneno da serpente Lachesis muta.

CLPs - PROTEINAS RELACIONADAS COM LECTINA TIPO C.
CRD - DOMINIO DE RECONHECIMENTOQ DE CARBOIDRATO.
CTBS - SALINA TAMPONADA COM TRIS MAIS CaCl,.

DMEM - MEIO “EAGLE” MODIFICADO POR DUBELCCO.
DTT - DITIOTREITOL.

EDTA - ACIDO ETILENODIAMINO TETRACETICO.

EGTA - ACIDO ETILENOGLICOL TETRACETICO.

HPLC - CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE.
JML - Lectina isolada do veneno da serpente Dendroaspis jamesonii.
kDa - KILODALTON.

LmsL - Lectina isolada do veneno da serpente Lachesis muta stenophrys.
PAGE - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

PBS - SALINA TAMPONADA COM FOSFATO.

P/V - PERCENTAGEM PESO/VOLUME.

RSL - Lectina isolada do veneno da serpente Crotalus atrox.

SDS - DODECIL SULFATO DE SODIO.

SFB - SORO FETAL BOVINO.

TBS - SALINA TAMPONADA COM TRIS.

TCA - ACIDO TRICLOROACETICO.

TDG - TIODIGALACTOSIDEO.

TEMED - N-N-N’-N’- TETRAMETILENODIAMINA.

TFA - ACIDO TRIFLUOROACETICO.

TL - Lectina isolada do veneno da serpente Bothrops atrox.

TRIS - TRIS-HIDROXIMETIL. AMINOMETANO.

V/V - PERCENTAGEM VOLUME/VOLUME.
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ABREVIACOES PARA AMINOACIDOS

AMINOACIDOS TRES UMA
LETRAS LETRA
ALANINA Ala A
ARGININA Arg R
ASPARAGINA Asn N
ACIDO ASPARTICO Asp D
CISTEINA Cys C
GLUTAMINA Gln Q
ACIDO GLUTAMICO Glu E
GLICINA Gly G
HISTIDINA His H
ISOLEUCINA Ile I
LEUCINA Leu L
LISINA Lys K
METIONINA Met M
FENILALANINA Phe F
PROLINA Pro p
SERINA Ser S
TREONINA Thr T
TRIPTOFANO Trp W
TIROSINA Tyr Y
VALINA Val %

Segundo nomenclatura ITUPAC



RESUMO

As lectinas constituem um grupo de proteinas que possuem a capacidade de se
ligarem especificamente e reversivelmente a determinados carboidratos. Identificadas
em vegetais e animais, sdo também encontradas em venenos ofidicos. Quando isoladas
de venenos de serpentes, essas proteinas ligam-se a B-galactosideos e induzem
aglutinagio de eritrocitos, agregacdo de plaquetas e sdo mitogénicas para linfocitos.

Uma lectina especifica para B-galactosideos foi purificada do veneno de
Bothrops jararacussu através de cromatografia de afinidade em D-galactose, e foi
denominada BJcul.. A analise do perfil de massa molecular em SDS-PAGE a 15%
mostrou que Blcul. € um homodimero composto de subunidades de 15 kDa. Quando
submetido a coloragdo para carboidratos apés SDS-PAGE, a proteina mostrou reagio
negativa, sugerindo que Blcul ndo é uma glicoproteina.

Blcul aglutina eritrocitos tripsinizados de porco e boi, em concentragdes
minimas de 0,5 pg/ml e 2,0 pg/ml, respectivamente. A hemaglutinacio de eritrocitos
porcinos induzida por 4,0 pg/ml de BJcul ¢ inibida especificamente por lactose 0,8
mM, galactose 3,2 mM e rafinose 3,2 mM. EDTA 0,2 mM e EGTA 0,1 mM também
inibem a atividade hemaglutinante de BJcul, o que revela a dependéncia de cations
divalentes. A associagdo das subunidades da lectina de B. jararacussu é essencial para
sua atividade hemaglutinante, pois BJcuL reduzida com DTT nfio exibe esta atividade
sobre eritrocitos porcinos.

A mesma concentragdo de BJcul. que aglutina eritrécitos intactos de mamiferos

(3 a 30 pug/ml) foi testada em cultura de fibroblastos de pulmio de hamster chinés



linhagem V-79, para estudos de alteragBes na proliferagdo celular. BJcul. nessas
concentragdes ndo possui atividade mitogénica ou toxica sobre este tipo celular, que
seja detectavel através da absorbincia do conteudo total de acidos nucléicos em 260
nm.

A atividade hemaglutinante observada para a maioria das lectinas nio reflete
diretamente sua fungfio fisiologica. O papel das lectinas nos venenos ofidicos
permanece sem ser esclarecido, porém ha uma forte possibilidade de que estas lectinas
sejam derivadas, por protedlise, de um precursor comum de metaloproteases/
disintegrinas. Este fato fornece base para um melhor entendimento das relagBes
estrutura-fungdo destes precursores e das proteinas relacionadas, podendo,
futuramente, esclarecer os mecanismos e a origem de varios efeitos farmacologicos

destas proteinas.
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SUMMARY

Lectins are polyvalent carbohydrate-binding proteins which agglutinate red
blood cells. Identified in plants and animals, have also been found in snake venoms.
These protemns bind to lactose moieties and induce agglutination of erythrocytes,
aggregation of platelets and are mitogenic to lymphocytes.

A galactose-specific lectin in Bothrops jararacussu venom (BJcul) was
adsorbed on a immobilized D-galactose column and eluted with 0.1 M lactose. On
SDS-PAGE, under reducing conditions (0.1 M DTT), the fraction eluted showed a
single band of 15 kDa, and under non reducing conditions, a major band of 30 kDa.
This protein appeared not to be a glycoprotein because it gave negative reaction to the
Schiff’s reagent following treatment with periodate.

Trypsined erythrocytes from pig and cow were agglutinated by BJculL, with end
points of approximately 0.5 pg/ml and 2.0 pg/ml, respectively. The hemagglutination of
trypsined pig erythrocytes induced by 4.0 pg/ml of BJeuL was inhibited specifically in
the presence of 0.8 mM lactose, 3.2 mM galactose, 3.2 mM raffinose. BlculL
demonstrated a requirement for divalent cation, since 0.2 mM EDTA or 0.1 mM
EGTA, completely inactivated the lectin induced hemagglutination activity. The
association of subunits via interchain dissulfide bonds is essencial for lectin activity,
since. DTT-reduced BJcuL showed no hemagglutination activity against pig
erythrocytes

The same concentration of BJcuL that agglutinates intact mammals erythrocytes

(3 1o 30 pg/ml) was tested on a cell culture to verify its toxicity and capacity to induce
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cell proliferation. Assays were carried out on Chinese hamster lung fibroblast V-79
cells. BJeul. has no toxicity activity toward this cell type, which could be detected
through total acid nucleic contents in 2, 24 and 48 hours of incubation.

The hemagglutination activity observed for almost all lectins, does not direct
reflect their main physiological function. The role of these lectins in the snake venoms
remains unclear. There is also a strong possibility that these lectins may be formed by
the proteolytic degradation of oprecursors of metalloproteinases/disintegrins.
Subsequents researchs may lead to a better understanding of structure-function
relationships of these precursors and related proteins, and help to clarifies the

mecanisms and origins of various pharmacological effects.
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VENENOS OFIDICOS

O veneno das serpentes é um objeto de estudo interessante no que diz respeito
as proteinas e suas fungdes. E rico em substincias farmacologica e bioquimicamente
ativas. Sua composi¢do quimica extremamente complexa varia de espécie para espécie
e sua acdo depende da natureza dos elementos presentes e da interagdo biologica entre

estes elementos (Varanda & Giannini, 1994).

Em geral, noventa a noventa e cinco por cento do peso seco do veneno €
composto de proteinas com fungdes diversas. Os componentes proteicos mais comuns
sdo: enzimas (fosfolipases, fosfodiesterases, exonucleases, fosfomonoesterases,
oxidases, proteases, etc);, cardiotoxinas e citotoxinas. Os componentes nfo proteicos
sio divididos em orgdnicos ¢ inorgdnicos: os aminodcidos livres e peptideos,
nucleotideos, carboidratos, lipidios e aminas biogénicas constituem os organicos,

enquanto os inorginicos sio basicamente os ions (Varanda & Giannini, 1994).

Os cations monovalentes presentes no veneno de serpentes sdo requeridos para
a neutralizagio de cargas, enquanto os divalentes participam como cofatores de

diferentes atividades enzimaticas e bioldgicas (Tu, 1977).

Distribuida pela América do Sul e Central, a Bothrops jararacussu, mais
conhecida popularmente como “Jararacugu”, ¢ reponsavel por grande parte dos

acidentes ofidicos. Sua importdncia esta, principalmente, na alta quantidade de veneno
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inoculado na vitima. O veneno produz reag¢des caracteristicas como dor, edema e
hemorragia no local da picada, seguindo-se a necrose coagulativa da musculatura e dos
vasos sanguineos, acompanhada por intensa reagdo inflamatoria aguda. (Barravieira &

Pereira, 1994).

Serpentes da mesma espécie apresentam pequenas diferengas na composigio do
veneno que estdo relacionadas com a variagdo geografica. Como a fungio primordial
do veneno ¢ imobiliza¢do e digestdo de animais capturados, estas diferencas se devem a
diversidade de animais disponiveis para alimentagio, estes com diferentes sensibilidades
ao veneno. A variagdo geografica na composi¢io do veneno reflete a seleciio natural

pela fonte de alimentagdo caracteristica de determinado local (Daltry e cols, 1996).

Na complexa mistura de peptideos ativos e proteinas presentes no veneno das
serpentes, trés grupos de proteinas se destacam: as proteases, as disintegrinas e as

proteinas relacionadas com as lectinas tipo C (CLPs) (Kini & Evans, 1992).

As proteases formam um grupo heterdlogo com massas moleculares variando
de 15 kDa a 380 kDa, tém seu principal papel na digestio de presas, induzindo varios
efeitos farmacologicos, entre eles, os hemorragicos, anticoagulantes e de

ativagdo/inibi¢io de plaquetas (Pirkle & Stocker, 1991).

As disintegrinas, possuem massa molecular variada e sio proteinas ndo
enzimdticas que inibem a interag3o entre o fibrinogénio e o complexo glicoproteico I1b-
II1a, na coagulagdo sanguinea. Possuem uma sequéncia caracteristica de trés residuos

de ammoacidos, R-G-D, responsavel pela sua atividade (Musial e cols, 1990).



As proteinas relacionadas com as lectinas tipo C, constituem um grupo de
proteinas estruturalmente homologas, mas com fungdes distintas. Algumas delas
exibem atividade de lectina, outras induzem efeitos anticoagulantes ou efeitos na
aglutinagdo e agregacio de plaquetas (Kini, 1996). Devido a variagio em suas
atividades biologicas, as relagdes estrutura-fungdo destas proteinas sdo importantes no

estudo das diferencas estruturais que levam as diferentes atividades biologicas.

Segundo Kini (1996), as metaloproteases, as disintegrinas e as CLPs sdo
derivadas por protedlise de um precursor comum. E proposto um modelo do precursor
com cinco dominios (Figura 1) onde as proteases constituem o dominic C, as
disintegrinas o dominio D e as CLPs o dominio A, que esta presente na regiio amino

terminal da molécula precursora.
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CLPs Protease

NH,

Disintegrina

Figura 1. Diagrama esquematico dos dominios estruturais A, B, C,
D e E, do precursor comum de metaloproteases, disintegrinas e
proteinas relacionadas com lectinas tipo C (CLPs). P - indica sitio
de clivagem proteolitica, * - “codon de terminagdo”, Y-segmento
de ligacdo a carboidratos (nem todas as CLPs contém este sitio).
Domintos: A~ CLPs, C-proteases, D-disintegrinas; B € E, ainda nio
caracterizados. Sequéncia de residuos de aminoacidos R-G-D,

caracteristica de disintegrinas (Kini, 1996).
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LECTINAS

O termo LECTINA, derivado do latin LEGERE (selecionado, escolhido) foi
proposto por Boyd e Sharpleigh (1954) e refere-se a capacidade de ligagdo seletiva
ou de escolha de agtcares particulares. Este termo foi generalizado em 1972 para todas
as proteinas ligantes de aguicar, aglutinantes de células, que ndo possuem origem imune,

encontradas em animais, vegetais e microrganismos (Sharon & Lis, 1987; Carvalho,

1990).

As lectinas constituem um grande grupo de proteinas ou glicoproteinas, ndo
enzimaticas, que possuem a capacidade de aglutinar células, precipitar polissacarideos e
glicoproteinas, pelo fato de se ligarem especifica e reversivelmente a deterrinados
carboidratos. Originalmente isoladas de plantas, principalmente das sementes, foram
também isoladas em véarios organismos animais, desde invertebrados até vertebrados,
algumas ocorrem na superficie de células estando envolvidas no reconhecimento célula-

célula (Sharon & Lis, 1993).

As lectinas estdo presentes em microrganismos. As enterobactérias possuem
lectinas essenciais para sua adesio ao epitélio intestinal, em invertebrados sdo
encontradas na hemolinfa e contribuem na resisténcia a infecgdes (papel andlogo ao das
imunoglobulinas nos vertebrados - ja que, em sua maioria, reconhecem e ligam residuos
de acido sialico). Em organismos animais mais complexos, as lectinas sdo produzidas

na forma soltivel ou na forma ligada & membrana (Zatta & Cummings, 1981).

18



Quando ligadas & membrana celular agem como receptores para ligantes
fisiologicos e mediam as interagBes célula-célula através da combina¢io com os
carboidratos localizados nas células adjacentes, dentre outras fun¢des. Elas tém papel

fundamental no controle de varios processos normais e/ou patologicos em seres vivos

(Sharon & Lis, 1989).

Pode-se dizer que as lectinas estdo presentes em todos os organismos
pesquisados até hoje. A facilidade na sua purificagio contrasta com a dificuldade na

delimitag@o de suas fungdes (Gabius, 1994).

As lectinas sdo facilmente purificadas através da cromatografia de afinidade
(Spadaro & Fonseca, 1990) em adsorventes bioespecificos como polissacarideos
nativos ou modificados, ou glicoproteinas, glicopeptideos, mono ou dissacarideos

ligados a uma matriz, como Sepharose, por exemplo (Lis & Sharon, 1981a).

Quando a lectina possui massa molecular suficientemente grande para ser
excluida de matrizes cromatograficas, ou a matriz bioespecifica para determinada
lectina requer operagdes muito complicadas, usa-se purificar estas moléculas através da
adsor¢do em eritrécitos fixados com formaldeido (Horejsi e cols, 1978) ou

glutaraldeido (Haq e cols, 19986).

A deteccdo de lectinas é realizada, principalmente, através do ensaio de
hemaglutinagdo, no qual uma diluigio seriada da lectina ¢ feita antes da incubagdo com
eritrocitos humanos ou de outras espécies animais. A hemaglutinacdo é usualmente

medida pela técnica de diluigdo serial e a menor concentragio capaz de aglutinar as
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hemdcias (“end point”) ¢ determinada visualmente ou fotometricamente (Lis &

Sharon, 1981b).

Para minimizar os fatores que se opdem & hemaglutinagio costuma-se utilizar
hemacias tripsinizadas (Lis & Sharon, 1972) e/ou fixadas com glutaraldeido ou
formaldeido (Butler, 1962; Bing, 1967). Com a fixa¢io, as células se mantém
estaveis e podem ser usadas por periodos superiores a um més, sem perda significativa

da atividade (Nowak e cols, 1976).

Usualmente, as lectinas consistem de duas ou quatro subunidades. Cada
subunidade tem massa molecular variando entre 14 kDa e 30 kDa, e possui um sitio de

ligagdo para carboidratos {Sharon, 1983).

Os sitios para ligagdo de carboidratos reconhecem e ajustam-se de acordo com
o modelo chave e fechadura, através de um complexo sistema de ligagbes de
hidrogénio. A formag@o do complexo carboidrato-proteina envolve o deslocamento da
molécula de dgua assoctada com o grupo polar da proteina e em torno do carboidrato
altamente polar, com o estabelecimento de novas pontes de hidrogénio; essas ultimas
ligagbes e forcas de van der Waals sio dommantes na estabilizagdo da ligagio

(Quiocho, 1986).

A regido molecular de liga¢do ao carboidrato € um dominio que reconhece a
sequéncia especifica de residuos de agucar, e € chamado de dominio de reconhecimento
de carboidrato (CRD). Cada subunidade da lectina possui pelo menos um CRD. A

"divaléncia" ou "polivaléncia" permite a interacdo com agucares localizados na
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superficie de células adjacentes, resultando em aglutinagiio destas células (Lis &
Sharon, 1886). Algumas proteinas soliveis ligantes de lactose possuem dois ou mais

dominios CRD distintos, porém homologos, na mesma cadeia polipeptidica (Oda e

cols, 1993; Ozeki, 1997).

As lectinas isoladas de animais foram divididas em dois grupos principais quanto
ao seu requerimento de calcio para a atividade de ligagdo a carboidratos: lectinas tipo
C, requerem ions Ca’ para sua atividade, seus residuos de cisteina estio ligados
formando pontes dissulfeto, possuem solubilidade wvaravel e s3o localizadas
principalmente no ambiente extracelular. E as lectinas tipo S, que ndo requerem Ca®
para sua atividade, as cisteinas encontram-se como grupos tidis livres, sdo soluveis em
tampdo, sendo localizadas tanto extracelularmente como intracelularmente e

apresentando maior especificidade para agucares que contém B-galactosideos

(Drickamer, 1988).

Também chamadas de lectinas soluveis ligantes de B-galactosideos, as lectinas
tipo S s@o acidicas, tém baixa massa molecular, e geralmente sfo compostas de
subunidades de 14 kDa a 16 kDa. Requerem grupos tiois livres para sua ligagdo a
carboidratos, tanto que, quando oxidadas, perdem sua atividade {(Drickamer, 1988).
Quanto a estrutura primdria, sua sequéncia é altamente conservada (66 a 92%) em
diversos tecidos e organismos, sugerindo que estas proteinas derivaram de um gene

ancestral comum { Ali, 1991).
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As galectinas, fazem parte das lectinas tipo S, possuem uma sequéncia
caracteristica ¢ massa molecular de 14 kDa por subunidade (Barondes e cols,
1994b). Em mamiferos, as galectinas parecem estar envolvidas na regulacio do
crescimento e da adesdo celular, assim como na migragio de células. Tém também

papel importante na neoplasia e nas respostas imunes (Barondes e cols, 1994a).

Quanto ao papel desempenhado pelas lectinas na resposta imune, Powell e
Varki (1995), descreveram uma familia de lectinas tipo I, que seriam originadas da
superfamilia das imunoglobulinas. As lectinas tipo-I sio proteinas integrais de
membrana e possuem amplos dominios citosélicos com potenciais sitios de

fosforilacio.

Estas proteinas hemaglutinantes que ndo necessitam de calcio para sua
atividade, possuem um dominio de reconhecimento de carboidrato: CRD-Tipo S. Este
CRD ¢ definido entre 36 residuos de aminoacidos conservados e 19 invariantes.
Nenhum residuo de cisteina ¢ invariante neste tipo de CRD, ja que estas proteinas

possuem estes residuos como grupamentos tidis livres (Drickamer & Taylor, 1993).

Nas lectinas tipo C, o CRD ¢ caracterizado por um dominio constituido de
cerca de 100 a 130 residuos de aminoacidos. Este CRD-Tipo C foi identificado em
vanas proteinas ligantes de carboidratos, através de um grupo de residuos invariantes
que se localiza em posigGes distintas, dependendo da proteina, sendo que, em média, 15

residuos s3o conservados e estdo nas mesmas posi¢des relativas (Drickamer, 1988).
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Apesar do CRD estar associado com a ligag¢do da lectina ao agticar especifico, a
sua presenc¢a n3o implica em, necessariamente, que a proteina que o possua tenha

atividade de ligagdo a carboidratos (Drickamer, 1993).

Estas regiGes da cadeia polipeptidica onde estdo os residuos conservados do
CRD nio devem ser vistos como entidades independentes, pois a capacidade da lectina
de se ligar a carboidratos é modulada também por vérios outros dominios presentes na
molécula (Gabius, 1994). A intera¢io do CRD com outrés dominios adicionais,

determinam muitas das funcdes das lectinas {Drickamer & Taylor, 1993).

Algumas proteinas n3o caracterizadas como ligantes de carboidratos possuem
em sua estrutura uma regido homodloga ao CRD das lectinas, como na apoproteina
surfactante pulmonar, receptor de IgE nos linfocitos T, tetranectina, etc (Hirabayashi

e cols, 1891).

Varias proteinas como as ligantes de manose (Drickamer e coils, 1986),
lectinas de mosca (Hag e cols, 1996) e de ourigo do mar (Ozeki e cols, 1991)
apresentam sequéncias de reconhecimento de carboidratos. O que implica em dizer que
este dominio ligante de carboidrato pode estar presente em varias proteinas,
desempenhando papel de reconhecimento de substrato ou de direcionadora a um sitio

especifico (Gabius, 1994).

Um peptideo com atividade hemaglutinante isolado do veneno da aranha

Selenocosmia huwena possui apenas 32 residuos de aminoacido e massa molecular de



aproximadamente 5 kDa, nenhuma lectina foi relatada tendo estas caracteristicas

(Liang & Pan, 1995).

Moléculas de adesio de células sanguineas, como a PADGEM/GMP-140,
ELAM 1 e gpSOMEL também apresentam uma sequéncia CRD-homodloga. A
descoberta dos carboidratos ligantes destas proteinas possibilitara uma possivel
aplicagdo terapéutica na modificagdo das interagdes de células sanguineas e vasculares
atraves do uso de analogos destes carboidratos. Isto ilustra o potencial da combinacio
das modernas técnicas de biologia celular e molecular com analises estruturais e

imunologicas {Harrison, 1981).

Biotecnologicamente, as lectinas podem se tornar modelos experimentais
importantes, pois sdo moléculas altamente estaveis, relativamente faceis de purificar,
encontradas em varias espécies de organismos e apresentam alta especificidade para
carboidratos, além de permitirem modificagiio quimica e conjugagio. Em varias areas,
como pesquisas sobre cincer, imunologia, estudos basicos de bioquimica e estrutura de
membranas, purificagdo de glicoproteinas, identificagdo celular, histologia, citoquimica,
as lectinas podem ser aplicadas como instrumento. Por exemplo, muitas lectinas sdo
utilizadas na identificagdo de glicoproteinas em gel de poliacrilamida gquando

conjugadas com substéncias fluorescentes (Zatta & Cummings, 1991) .

Algumas lectinas, na sua maioria de origem vegetal, sdo usadas no isolamento
de certos carboidratos. Por exemplo, a Concanavalina A, que se liga especificamente a

a-D-Glicose € a a-D-Manose ¢ usada em cromatografia de afinidade na separagio
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destes carboidratos e de glicoproteinas. Qutras lectinas como a Lectina de Soja, que
liga-se a u-galactose ¢ N-acetil-D-galactosamina e a Lectina de Gérmem de Trigo que

liga-se a N-acetilglicosamina (Lis & Sharon, 1986).

A especificidade de ligagdo a certos carboidratos por parte das lectinas é atil
nos estudos de isolamento de subpopulagdes celulares, tipagem sanguinea e
caracterizagdo de tipos celulares. O isolamento de células cancerosas, parece estar
relacionado com o agrupamento das lectinas ligadas aos receptores de superficie. Nas
células tumorais tais agrupamentos ocupam regides restritas da superficie, enquanto nas
células normais a distribuigdo das lectinas ligadas aos receptores é homogénea

(Sharon, 1983).

A importédncia das lectinas para diagnostico microbioldgico esti fundamentada
na propriedade de algumas dessas moléculas promoverem aglutinagio especifica de
determinadas bactérias (Schalla e cols, 1985). Neisseria gonorrhoeae pode ser
diferenciada de outras espécies do mesmo género ou de bactérias correlatas, pela

aglutinagdo com a lectina de gérmem de trigo (Doyle e cols, 1984).

As lectinas também podem ser usadas para diferenciar linhagens patogénicas e
ndo patogénicas de Trypanosoma cruzi (Miranda Santos & Pereira, 1984). No
estudo de bactérias e protozoarios, as lectinas s30 um conveniente instrumento para

caracterizagio de receptores de membrana.



LECTINAS DE VENENOS DE SERPENTES

O interesse no estudo das lectinas de venenos de serpentes ndo reside
unicamente na sua fungdo biologica e farmacologica, mas também pelo fato de
possuirem caracteristicas intermedidrias entre os dois grupos de lectinas animais, tipo S
e tipo C. As proteinas hemaglutinantes isoladas dos venenos de serpentes sio soluveis,
apresentam de modo geral massa molecular por subunidade de aproximadamente 14
kDa, s3o especificas para agicares com f-galactosideos, mas requerem Ca® para sua

atividade (Hirabayashi e cols, 1991).

As lectinas de venenos s3o constituidas de cadeias polipeptidicas que
correspondem & regido molecular relativa ao CRD, ou seja, sua estrutura primaria é
homologa & regido molecular que contém o CRD em outras proteinas ligantes de
aghcar. Sdo constituidas de aproximadamente 130 residuos de aminoacidos e nio
possuem outros dominios acessérios. Elas s@o o proprio dominio de ligagio a
carboidratos observado em outras lectinas, desta forma é vista como um CRD livre

(Drickamer, 1993).

A primeira lectina isolada de veneno de serpente foi a trombolectina (TL), do
veneno de Bothrops atrox (Gartner e cols, 1980). A atividade hemaglutinante foi,
entdo, investigada em outras dezessete espécies de serpentes, sendo que em dezesseis
especies foi verificada a presenga desta atividade no veneno total (Ogilvie & Gartner,

1984).
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A TL tem sua atividade hemaglutinante inibida especificamente por sacarideos
como lactose e tiodigalactosideo (TDG, analogo & lactose), enquanto D-glucose, D-
galactosamina e D-glicosamina tem pouco efeito na atividade de hemaglutinacio desta
proteina. A Trombolectina foi inicialmente caracterizada como galactolectina, devido a
sua especificidade por B-galactosideos. E composta de duas subunidades idénticas de
aproximadamente 15 kDa e ndo foi caracterizada como uma glicoproteina (Gartner e

cols, 1980).

As lectinas isoladas de Lachesis muta (BML) e de Dendroaspis jamesonii
(JML) também sdo especificas para lactose e por TDG. O quelante de ions divalentes,
EDTA, s6 inibe a atividade da BML, apesar de JML ter 50 moléculas de Ca*" ligadas
por molécula. Em BML foram detectadas 12,5 moléculas de Ca®* por dimero de
lectina. A alta quantidade de residuos de serina, 4cido glutimico, acido aspartico e
alanina € comum a estas duas proteinas. A concentragiio de lisina é duas vezes menor
em JML do que em BML, mas a quantidade de prolina € duas vezes maior em JML

(Ogilvie e cols, 1986).

A lectina isolada do veneno de Bothrops godmani, é uma proteina acida com
ponto isoelétrico em torno de 4,9 ¢ com subunidades de aproximadamente 14 kDa.
Esta proteina aglutina eritrdcitos humanos de todos os tipos A, B, ABe O, Rh + e Rh -
, mas ndo apresenta efeito letal, hemorragico, miotéxico, proteolitico ou de atividade
fosfolipasica. A indugdo fraca de edemas em ratos sugere que esta proteina nio é o

fator principal no desenvolvimento de edemas resultantes de envenenamento por B.
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godmani. A atividade mitogénica em leucocitos mononucleares humanos foi nula

(Lomonte e cols, 1930).

Por outro lado, as lectinas isoladas do veneno de algumas serpentes sdo
mitogénicas para linfocitos bovinos {(Mentley e cols, 1983). As lectinas de Crotalus
atrox (RSL), Ancistrodon piscivorous leukostoma (CML), Dendroaspis jamesonii
(IML), Aghistrodon contortrix contortrix (CuHL) e Bothrops atrox (TL), foram
testadas quanto a habilidade em estimular mitose em linfocitos. Destas, RSL, CML ¢
JML, apresentaram atividade mitogénica compardvel & da concanavalina A, ja
conhecida como estimuladora da mitose em linfocitos. Lactose bloqueta tanto a
atividade hemaglutinante quanto a atividade mitogénica destas lectinas, ¢ a resposta

mitogénica sobre as células T depende da presenga de macrofagos na cultura (Mastro

e cols, 1986).

A proteina hemaglutinante isolada do veneno de Lachesis muta stenophyrs
(LmsL) é uma proteina dimérica de 28 kDa, com alta quantidade de residuos de
triptofano e de residuos acidos. Nio foi caracterizada a presencga de carboidratos ou
acido sialico ligados covalentemente & sua estrutura, e pelo espectro de dicroismo
circular esta proteina tem como estrutura secundaria 78% de estrutura § e 1% de
estrutura ¢«. Também tem sua atividade hemaglutinante inibida por lactose, porém ndo

mostrou atividade mitogénica em linfocitos (Aragon-Ortiz e cols, 1990).

A estrutura primaria da lectina purificada do veneno da cascavel Crotalus atrox

(RSL) foi sequenciada, o CRD foi localizado entre os residuos 31 e 131, onde estdo 15

28



residuos conservados. A variagdo dos residuos ndo conservados garante a
especificidade para o reconhecimento de diferentes agiicares por parte das diferentes

lectinas (Hirabayashi e cols, 1991).

Entre estes residuos conservados no caso da RSL, oito sdo encontrados na
maioria das proteinas que contém este tipo de CRD, e € a posigdo relativa destes

residuos 0 que garante a caracterizagio do CRD (Hirabayashi e cols, 1991).

A lectina de Bothrops jararaca (BJL) apresenta 85% de identidade do N-
terminal com a lectina de C. atrox (RSL) (dos 55 residuos N-terminais sequenciados,
so 7 sdo diferentes). A composi¢io de aminoacidos de BJL ¢ bem similar a da RSL,
sugerindo que o alto nivel de homologia € mantido durante toda a sequéncia das
proteinas. Os quatro residuos de cisteina deterrinados em BJL na regido N-terminal
estdo presentes nas mesmas posi¢des em RSL, sugerindo que as ligagSes dissulfeto se

encontram nas mesmas posigdes nestas duas lectinas (Ozeki e cols, 1994).

A segunda sequéncia de lectina de veneno de serpentes relatada foi a da
Lachesis muta stenophrys, a LmsL. Os 135 residuos sequenciados permitiram o calculo
preciso da massa molecular de um mondmero que ¢ 16,2 kDa. Este valor é proximo ao
estimado em SDS-PAGE. LmsL. e RSL apresentam 92% de homologia em sua

sequéncia total (Aragén-Ortiz e cols, 1996).

Qutras proteinas isoladas do veneno de Bothrops jararaca apresentam homologia
estrutural com as lectinas tipo-C, sem possuir a atividade de ligacdo a carboidratos, as

denominadas CLPs {ja mencionadas nas pags. 12/13). Por exemplo: Jararhagina-C, que
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imbe a agregacio plaquetaria induzida por colageno e ADP (adenosina di-fosfato),
(Usami e cols, 1994) e a proteina anticoagulante, Jararaca IX/X-bp, que se liga aos
fatores IX e X da cascata de coagulagdo sanguinea (Sekiya e cols, 1993). As duas
formas de botrocetinas, a de uma cadeia polipeptidica e a de duas cadeias, que se ligam
ao fator de von Willebrand (proteina multimérica presente na circulagfio sanguinea), e

este complexo ativado induz a aglutina¢io plaquetaria (Read e cols, 1989; Fujimura

e cols, 1991).

BJL e botrocetina de duas cadeias {(Usami e cols, 1993) possuem atividades
diferentes. A atividade hemaglutinante é exclusiva da lectina, enquanto a botrocetina
media a agregacdo plaquetaria na presenca do fator de von Willebrand

independentemente de fons Ca®’, apesar de ter estrutura de lectina tipo C (Ozeki e

cols 1994).

Vénas outras CLPs, todas isoladas de veneno de serpentes, possuem diversas
fungBes como: efeitos anticoagulantes através da ligagdo aos fatores de coagulagio X e
X1 (Atoda e cols, 1991; Sekiya e cols, 1993) ou através da ligagio a trombina
(£ingali e cols, 1993) Outras se ligam a glicoproteina Ib mas exibem efeitos variaveis
na aglutinagdo e agregacdio de plaquetas, por exemplo: albogreguina (7rimeresurus
albolabris) induz aglutinagio na auséncia de qualquer cofator (Peng e cols, 1991),
enquanto echicetina, do veneno da serpente Echis carinatus (Peng e cols, 1993), e
agkicetina, do veneno da serpente Agkistrodon acutus (Chen & Tsai, 1995), inibem

aglutinag@o.



O alto grau de homologia destas proteinas pode estar relacionado com um
precursor ancestral comum, um CRD ancestral (Drickamer, 1993). Além disso,
possivels mutagdes puntuais ou rearranjos genéticos pés-transcricionais poderiam ter

influéncia direta na expresso da atividade biologica.

A fungio das CLPs que apresentarn atividade de lectina nos venenos de
serpentes ainda ndo foi esclarecida. A sua presen¢a nos venenos pode ser vista como
uma arma efetiva na defesa da prépria serpente, assim como na captura de presas, pois
sugere-se que elas podem elicitar vérios fendmenos como aglutinagdo de células
sanguineas, incluindo plaquetas e estimulagdo das células presentes nos tecidos

periféricos (Hirabayashi e cols, 1991; Ogilvie e cols, 1989).

Nem todas as lectinas isoladas de venenos de serpentes estimulam a agregagio
plaquetaria. Foram testadas cinco lectinas de diferentes espécies: Lachesis muta
(BML), Ancistrodon piscivorous leukostoma (CML), Crotalus atrox (RSL), Bothrops
atrox (TL.) e Agkistrodon contortrix contortrix (CuHL). As trés primeiras estimularam
consistentemente a secregdo e agregacdo plaquetdria, enquanto TL e CuHL ndo

possuem tal efeito (Ogilvie e cols, 1989).

Por outro lado, estas lectinas nio sfio toxicas para mamiferos, ja que injegdes
intramusculares ou subcutdneas em coelhos de laboratorio ndo causam reagdes

adversas (Ogilvie e cols, 1986).

Supostamente, as lectinas poderiam estar envolvidas em processos metabolicos

da propria serpente, ndo agindo no animal exposto ao veneno. Agiriam na regulagio



das proteases presentes no reservatorio de veneno, prevenindo a autoprotedlise desta
estrutura através do sequestro de ions calcio; ou no sitio da sintese do veneno, pois sio
encontrados mucopolissacarideos em abundéncia na glandula de veneno e ndo o sio no
reservatorio. Desta forma, as lectinas preveniriam a perda de mucopolissacarideos da

gldndula de veneno para o reservatorio (Ogilvie & Gartner, 1984).

Apesar de muitas especulagles, ainda nfo se esclareceu a fungio da lectina no
veneno de algumas serpentes. O estudo da estrutura e da atividade destas moléculas
hemaglutinantes pode nos levar a solugdes e aplicagdes de modelos para o estudo de
interagOes proteina-carboidrato, pois estas interagdes fazem parte da grande maioria

das interagGes biologicas em vertebrados.



OBJETIVOS

Purificagdo da proteina hemaglutinante do veneno de Bothrops jararacussu,
caracterizagdo da sua atividade hemaglutinante e de ligagdo a diferentes carboidratos.

Investigar possivel agdo da proteina na proliferagdo de células de mamiferos em cultura.



MATERIAIS E METODOS
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1) VENENO DE BOTHROPS JARARACUSSU.

O veneno total seco da serpente Bothrops jararacussu foi cedido pelo

Instituto Butantd, Sio Paulo-SP, Brasil.

2) PURIFICAGAO DA LECTINA DE BOTHROPS JARARACUSSU.

Cromatografia de Afinidade

A lectina do veneno de B. jararacussu (BJecul) foi purificada por
cromatografia de afinidade em galactose. Cem miligramas do veneno bruto de B.
Jararacussu foram dissolvidos em 4,0 ml de tampdo CTBS (Tris-HC! 20 mM + NaCl
150 mM + CaCl; 5 mM, pH 7,5) e clarificado por centrifugagio em centrifuga de
bancada (Spin I - Incibras) por um minuto. O veneno dissolvido e solubilizado foi
aplicado em uma coluna de 2,5 ml (0,8 x 5 ¢cm) de agarose complexada com D-
galactose (Pierce, USA), previamente equilibrada com tampio CTBS. A lectina foi
eluida com lactose 0,1 M (Sigma) em CTBS. Fra¢des de 1,5 ml foram coletadas e
monitoradas a 280 nm no espectrofotdmetro Shimadzu UV1201. As fragdes proteicas

eluidas com lactose foram reunidas e dialisadas contra CTBS, TBS ou agua. Apods

dialise foram estocadas a - 16 °C ou liofilizadas.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/Fase Reversa
O equipamento Waters HPLC modelo PDA - 991, equipado com duas bombas

Waters mod. 510, injetor automatico de amostra Waters mod. U6K e coluna C18 /i



Bondapack (0,78 cm x 30 cm), foi usado para verificar a pureza do pico eluido com
lactose na cromatografia de afinidade, apos dialise deste com agua. A cromatografia
reversa usou um gradiente linear de 0 a 100% de uma solugio de acetonitrila 66% em
0,1% de acido trifluoroacético pH 2,5 (Hearn, 1987). As amostras aplicadas foram

momnitoradas a 280 nm e em seguida liofilizadas.

3) DOSAGEM DE PROTEINAS.

A quantificagdo das fragdes proteicas foi feita de acordo com o método
descrito por Lowry (Lowry e cols, 1951; Peterson, 1979). Uma amostra (200 ul)
de solugdo de proteina convenientemente diluida foi incubada por 10 minutos 2
temperatura ambiente com 1 ml do reagente cupro-alcalino chamado de Solugio C. A
Solugdo C € constituida de Solugdo A [carbonato de sodio 2% (p/v) em NaOH 0,1 N,
Solugdo B1 [sulfato de cobre 1% (p/v) em H,0] e de Solugio B2 [tartarato de sodio e

potassio 2% (p/v) em H,O] na propor¢do de 100:1:1(v/v), respectivamente.

A mistura acima adicionou-se 50 ul do reagente Folin-fenol Ciocalteaus
(Merck), deixou-se em repouso por 30 minutos & temperatura ambiente, ao fim dos
quais foi determinada a absorbdncia a 660 nm. A concentragdo de proteina foi
determinada usando curva padrdo de albumina bovina (Fraction V, Sigma, Co.) com

concentra¢Ges variando de 0 a 400 ug/ml,
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4) ELETROFORESE EM SDS-PAGE.

As placas de poliacrilamida foram preparadas de acordo com Laemmli
(1970). Apresentaram gel de concentracio de 5% e o gel de corrida de 15%. As placas
foram preparadas utilizando-se uma solugdo de acrilamida estoque a 30% (Bio Rad
Labs. Richmond, Cal.) e N-N-metileno-bisacrilamida a 0,8% (Bio Rad Labs. Richmond,

Cal.), ambas dissolvidas em agua deionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore-Waters

Corporation), filtradas em papel de filtro (Whatman n?1) e mantidas a 4°C em frasco

ambar.

O gel de concentragdo a 5% foi preparado utilizando-se tampdo Tris-HCl
0,125 M pH 6,8, enquanto para o gel de corrida a 15% foi utilizado o tampio Tris-HCl
0,3 M pH 8,8. A ambos os géis foram adicionados 0,1% (p/v) de SDS (Dodecil Sulfato
de Sodio) e a polimerizagdo concluida com 0,1% (v/v) de N-N-N-N-tetrametildiamina
(TEMED) e 0,01% de persulfato de aménio. A eletroforese PAGE-SDS foi realizada

em um sistema duplo de placas "SE 250 Might Small 11", Hoefer.

As amostras aplicadas aos géis tiveram de 20 a 50 Lg de proteinas e foram
dissolvidas no tampéo da amostra (Tris-HCI 0,08M pH 6,8, adicionando-se 2% SDS +
10% de glicerol e 1% de azul de bromofenol). Quando necessario, as amostras foram

reduzidas com DTT (Sigma), numa concentracio final de 0,1 M.

A eletroforese foi realizada no tampdo de corrida (Tris-HCI 0,025 M; glicina
0,192 M com SDS a 0,1% pH 8,3) & voltagem constante de 100 Volts. Os seguintes
marcadores de peso molecular (Pharmacia Electrophoresis Calibration Kit LMW)
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foram usados como padrio; fosforilase (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1

kDa) e lactoalbumina (14,4 kDa).

O gel retirado do sistema de placas foi corado com solugdo de Coomassie
Blue R-250 0,1% em 4cido acético, metanol e 4gua na proporgio de 1 4: 5 (v/v)
durante 3 horas. Em seguida foi descorado em solugio de 4cido acético, metanol e

agua na proporgdo de 1: 4: 5 (v/v).

Placas de SDS-PAGE contendo Bjcul foram também coradas para
carboidratos com o método do acido periddico - Reativo de Schiff (Korn & Wright,
1973). Apés a corrida eletroforética, o gel foi retirado do sistema de placas e fixado
com acido tricloroacético (TCA) 12,5% (v/v) por 1 hora. Terminado o tempo, o gel foi
lavado 3 vezes com agua Milli Q, e incubado por 1 hora com éacido acético 3,0% (viv)
contendo acido periddico 1,0% (p/v). O gel foi, entdo, lavado com 4gua Milli Q e
deixado descansar por uma noite, também em agua. Depois deste periodo, o gel foi
incubado em camara fia com o reagente de Schiff por 1 hora. Em seguida foi lavado

repetidamente com metabissulfito de sodio 0,5% (p/v) e mantido nesta solucio.



5) ENSAIO DE HEMAGLUTINACAO.

A atividade hemaglutinante de BJcul. fot testada sobre eritrocitos intactos e
sobre eritrocitos tripsinizados de porco, boi, cameiro, cavalo, rato e pato. O sangue
destes animais foi colhido e mantido em solugdo de Alsever (2,05g de glicose, 0,80g de
citrato de sodio e 0,42g de cloreto de sodio, para 100 mi de agua destilada, pH 6,1

ajustado com acido citrico).

Tripsinizacdo dos Eritricitos

A tripsinizagdo dos eritrocitos seguiu o descrito por Lis e Sharon (1872).
Os eritrocitos foram coletados do estoque de sangue por centrifugacio a temperatura
ambiente em centrifuga de mesa (Excelsa 3, Fanem S.A.) a 450 x g por 10 minutos. O
sedimento de células (eritrocitos) foi lavado 3 a 4 vezes com NaCl 0,15 M, numa

proporgdo de 5 ml de NaCl para cada mi de ernitrocito sedimentado.

Para cada 4 ml de eritrocitos lavados foram adicionados 100 ml de PBS (0,8g

de NaCl, 0,02g de KCl, 0,17g de Na,HPO, ¢ 0,02g de KH.PO,, para 100 ml H,0)
resultando numa suspensdo com absorbancia 2,0 a 620 nm. A dez partes desta

suspensdo foi adicionada uma parte de solugiio de tripsina a 1% (p/v), deixou-se

incubar a 379C por 1 hora.

Os entrocitos tripsinizados foram, entdo, lavados 4 a 5 vezes com NaCl 0,15

M para remogdo da tripsina. Finalmente foram ressupendidos em tampido (CTBS ou
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TBS) suficiente para uma suspensio padrio de eritrdcitos a 3% (v/v). A quantidade de
eritrocitos por ml na suspensdo padrio foi estimada através de contagem em cimara de

Neubauer.

Atividade Hemaglutinante

Para determinagdo da atividade hemaglutinante da lectina do veneno de
Bothrops jararacussu {BJcul) foram utilizadas placas de microtitulagio de 96 pogos
(Sigma Chemical Co., USA) (12 colunasy e 8 fileiras—). Primeiramente, foram
adicionados aos pogos 50 ul de CTBS, em seguida 50ul da amostra (BJcul) foram
colocados nos primeiros pogos das fileiras. A amostra € entdo diluida serialmente, com
agitaglo e transferéncia de 50 ul para o pogo seguinte até o penultimo pogo da fila. Os
ultimos pog¢os n3o continham BJcul, mas somente suspensdo de eritrocitos e foram

considerados os controles.

Terminadas as diluigBes, foram adicionados aos pogos 50 ul de suspensio de
eritrocitos a 3% (v/v). As leituras foram realizadas apds 2 horas de incubagio da placa
4 temperatura ambiente. A minima concentragdo (ou maior diluigdo) de Blcul. que

permite visualizagdo dos eritrocitos aglutinados fol determinada.

Ensaio de Inibicdo da Atividade Hemaglutinante por Carbeidratos

Os testes para inibigdo da atividade hemaglutinante por diferentes carboidratos

foram realizados com Lactose, Galactose, Glicose, Maltose, Frutose, Rafinose,
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Sacarose, Manose, Galactosamina e Glicosamina, todos adquiridos da Sigma Co.,

USA. O restante dos reagentes utilizados foram todos de grau analitico.

Em placas de microtitulagdo (96 pogos, Sigma,Co., USA) foram adicionados
aos primeiros pogos das fileiras 25 pl do carboidrato em concentragdes iniciais que
variaram de 150 mM a 12,5 mM em CTBS. Estes foram diluidos serialmente com 25 pl
de CTBS ja presente nos pogos da placa. Logo apds, 25 pl de BJcul foram
adicionados em todos os pogos para uma concentragdo final de 4,0 pg/ml. As placas
foram mantidas em repouso por 5 minutos e em seguida adicionou-se 50 pl de uma

suspensio a 3% (v/v) de eritrécitos tripsinizados de porco.

Apos repouso das placas por 2 horas a temperatura ambiente, foi determinada
a menor concentragdo de cada carboidrato capaz de inibir a aglutinagfio de eritrécitos
tripsinizados de porco induzida por 4,0 pg/ml de BJcuL. Os controles negativos (sem
hemaglutinagdo) constaram de 50 pl de solugdo de carboidrato e 50 ul de suspensdo
celular, e os positivos (hemaglutinagdo) de 50 ul de BlcuL e 50 pl de suspensio

celular.

Ensaio de Requerimento de Cations Divalentes

O requerimento de cations divalentes para atividade de BJcul. foi
primeiramente investigada acrescentando-se EDTA ao sistema de hemaglutinacdo, em
placas de microtitulagdo. Depois de verificado o requerimento, EGTA foi utilizado para
verificar se a atividade de BjcuL é dependente de fons Ca®". O tampido usado nestes
ensaios foi TBS.
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Na placa de microtitulagio 25 pl de solugdes de EDTA ou EGTA foram
acrescentadas aos primeiros pogos e diluidas serialmente em TBS ja presente nos
pogos. BJcul foi adicionada para a concentragdo final de 4,0 ug/ml, e finalmente foram
acrescentados 50 pl de suspensdo de eritrocitos tripsinizados de porco a 3% (v/v). Os

controles foram realizados com 50 pl de BJcuL e 50 ul de suspensio celular, em TBS.

Ensaio de Sensibilidade a Agente Redutor

Em placas de microtitulagio 25 pl de solugio de DTT foi diluida de modo
semelhante aos ensaios ja descritos. Adicionou-se, entdo, BJcul para uma
concentragdo final de 4,0 pug/ml e incubou-se por 10 minutos & temperatura ambiente.
Em seguida foram adicionados aos pogos a suspensdo de eritrocitos tripsinizados de

porco a 3% em CTBS. Os controles nido continham DTT.

6) ESTUDOS DE TOXICIDADE DE BIJCUL SOBRE A
PROLIFERACAO DE CELULAS DE MAMIFEROS EM CULTURA.

A atividade de BJcuL em cultura de células foi testada sobre fibroblastos de
pulmio de hamster chinés linhagem V-79. Os experimentos foram realizados no

Laboratério de Cultura de Células do Departamento de Bioquimica-IB, UNICAMP.

42




Estocagem das Células

A linhagem celular V-79 foi criopreservada em nitrogénio liquido. Para tal, foi
adicionado meio de cultura DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium - Sigma)
mais 10% SFB (soro fetal bovino - Nutricell) nas suspensdes celulares individualizadas,
na presen¢a de dimetilsulfoxido (DMSO - Aldrich, grau espectroscopico), utilizado
como agente criopreservante. As células foram acondicionadas em frascos adequados e
estéreis. O processo de resfriamento foi efetuado de maneira controlada, numa

diminuig¢@o de temperatura de 1 a 3°C/minuto.

Quando necessario, os estoques foram removidos do nitrogénio liquido e
imediatamente colocados em banho a 37°C. A suspenséo celular assim descongelada foi
transferida para uma placa de Petri (5 cm de didmetro), contendo o meio de cultura
DMEM, na presenca de 20 % de SFB. Apos a adesdo das células (aproximadamente 6
a 8 horas), o meio de cultura foi trocado por meio fresco e as células cultivadas em
condi¢bes padrio (meio completo a 37°C, CO, 5%) até atingirem a densidade de
confluéncia. As culturas foram, entdo, rotineiramente subcultivadas, como descrito a

seguir,

Manutencio das Linhagens Celulares

As células foram rotineiramente cultivadas em garrafas de cultura em meio
DMEM suplementado com 10% de SFB. As células cresceram na forma de
monocamadas aderidas ao fundo da garrafa, e foram mantidas &4 37°C em atmosfera

umida de 5% de CO, As culturas celulares em densidade de confluéncia, foram
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subcultivadas apos lavagem das células com tampio PBS pH 7.4 e tratamento
enzimatico com tripsina por 1 a 2 minutos em temperatura ambiente. Ao fim deste
tempo, o tratamento com tripsina foi bloqueado com a adigdo do meio de cultura
DMEM com 10% de SFB. As ceélulas individualizadas em suspensio foram
homogeneizadas, contadas em cdmara de Neubauer, ¢ finalmente semeadas em baixa

densidade celular em outras garrafas de cultura ou em placas de Petri (5 cm didmetro).

Efeito de BJcul Sobre a Proliferacio de Células V-79,

Uma aliquota da suspens@o celular de fibroblastos de pulmfo de hamster
Chinés linhagem V-79 obtida apds a tripsinizagio, foi contada em cdmara de Neubauer
e diluida em meio de cultura DMEM (10% SFB) para atingir a densidade final de 3,0 x

10* células/ml em cada pogo (em placa de poliestireno - 24 pogos, Corning).

As células foram, entdo, incubadas em meio DMEM, por 48 horas em estufa

com CO; 5% a 379C, até atingirem a fase exponencial de crescimento. Apos este

periodo, as celulas foram tratadas com BJcul em doses que variaram de 3 a 30 pg/mil.

As células foram incubadas por 24 horas com BJcul dissolvida, em DMEM
semn soro fetal bovino, para concentragdo de 3 a 10 pg/ml (faixa de concentragio capaz
de aglutinar eritrécitos de porco, boi e rato, nos ensaios de hemaglutinagio), € por 2,

24 e 48 horas, numa concentra¢io maior de BJcuL (10 a 30 pg/ml).

Apoés o término do tempo de exposi¢do das células a lectina, o meio de

tratamento foi retirado, as células lavadas com PBS-Ca®’, fixadas com TCA 5%, e o
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excesso de TCA lavado com etanol. Finalmente, as células foram lisadas com NaOH
0,1 N durante 1 hora a 37°C e o contetido total de acidos nucléicos foi determinado por

absorbéancia a 260 nm {Ays) (Haun e cols, 1992).

Todos os resultados foram expressos como percentuais da variagdo da Aze em

relagdo aos controles (100%).



RESULTADOS
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1) PURIFICACAQ DA LECTINA DE BOTHROPS JARARACUSSU.

A lectina do veneno de Bothrops jararacussu foi purificada através de
cromatografia de afinidade em D-galactose. A coluna de agarose complexada com D-
galactose foi previamente equilibrada com CTBS. Apés a passagem do veneno total e
de varias lavagens da coluna com CTBS, a elui¢do de BJcuL foi feita com 100 mM de

lactose em CTBS.

O perfil cromatografico de BlcuL € mostrado na Figura 2, onde apos a adi¢do
de lactose 100 mM, um Unico pico de absorgdo a 280 nm foi observado, depois da
fragdo 22. A eficiéncia maxima da purificacdo foi 0,9 mg de BJcuL em 100 mg de

veneno de B. jararacussu (0,9%).

Apés dialise com agua por 12 horas e liofilizagio, a fragdo eluida com lactose
foi submetida 4 cromatografia em HPLC - fase reversa. O perfil cromatografico
mostrado na Figura 3 apresenta um Unico pico de absorbancia a 280 nm, eluido no

tempo de retencio de 18 minutos e na concentragdo de 82% de solvente B.
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Figura 2. Perfil cromatografico de eluigio da Bicul em cromatografia de
afinidade em D-galactose, O veneno total de Bothrops joraracussu foi aplicado
na coluna equilibrada com CTBS. O primeiro pico representa a fragdo do veneno
de B. jararacussu que ndo se ligou 4 coluna. A lecting foi eluida com 100 mM de
tactose (indicado pela 4) em CTBS, absorbincia monitorada a 280 mm, fracfes

com volume de 1.5 ml
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Figura 3. Perfil cromatografico da fragfo eluida com lactose na cromatografia de
afinidade, em HPLC-fase reversa, coluna C18 yBondapack (7.8 x 300 mm, 125 A).
Tamplio A: 4cido trifluoroacético (TFA) 0,1 %, pH 2,5 ¢ tampdo B: acetonitrila

56% em tampio A. Fluxo de 2 mi/min. Abs 280 (—) e % de solvente B (—).
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2)ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

As fragdes eluidas com lactose na cromatografia em D-galactose, apos dialise
com CTBS, foram reunidas e submetidas a andlise do perfil de massa molecular em gel

de poliacrilamida a 15% na presenga de SDS.

Na Figura 4, o gel foi corado com Coomassie Blue R-250. Em condigdes
redutoras (R), BJcuL migra como uma banda tnica com massa molecular aparente de
15 kDa. Em condigdes ndo redutoras (NR), a lectina migra como uma banda principal
de 30 kDa, e como bandas com baixas concentragdes proteicas de massa molecular
aparente de 60 kDa e 45 kDa, aproximadamente. Provavelmente, BJculL forma
agregados de trés subunidades (correspondendo a 45 kDa) e quatro subunidades

{correspondendo a 60 kDa).

O gel de acrilamida a 15% também foi submetido & coloragio para carboidratos
e ndo apresentou banda corada pelo reativo de Schiff, sugerindo que esta proteina ndo

contém residuos de agticares ligados covalentemente em sua estrutura.
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Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida
a 15% na presenga de SDS da fragdo obtida na
cromatografia de afinidade em D-galactose.
Anilise de BJcul na presenga (R) ou auséncia
(NR) de 0,1 M de DTT. Marcadores de massa
molecular em kDa (M). Indicadores de

polaridade: (+) e ().



3) ENSAIO DE HEMAGLUTINAGAO

Os resultados positivos de hemaglutinagio foram visualmente detectados
através da formagio, apds 2 horas de incubagdo, de uma matha ou rede de hemdcias
que cobria o fundo e os lados dos pogos. Foram considerados negativos para
hemaglutinagdo 0s pogos onde se visualizava um botZo compacto de células no fundo

do poco.

Na Figura 5, os pogos contendo hemacias de pato e BJcul aparecem como
botdes no fundo dos pogos (fileiras A e B), mostra que BJcul nfo possui atividade
hemaglutinante sobre este tipo de eritrocitos. Onde ocorre hemaglutinag@o, nos pogos
contendo hemacias de porco e BlcuL (fileiras C a F), observa-se um tapete de células.
A concentracdo minima de BJcul capaz de provocar hemaglutinagio total foi

considerada antes da formagdo da rosacea visualizada na coluna 7, fileiras C e D.

A atividade hemaglutinante de BJcuL foi testada sobre eritrdcitos de boi, porco.
pato, cavalo, rato e carneiro. A Tabela 1 mostra a concentragdo minima de BlculL
capaz de aglutinar os eritrocitos na concentragio final de 1,5 % (v/v), ou seja, na

quantidade estimada (contagem em cAmara de Neubauer) de 6,0 x 10° células/ml.

Eritrécitos tripsinizados de boi e porco foram aglutinados pela lectina, em
concentragdes minimas de aproximadamente 2,0 pg/ml e 0,5 ug/ml, respectivamente, A

tripsinizagdo dos eritrocitos os torna mais sensiveis a baixas concentragbes de Blcul,



pois eritrécitos intactos de boi e porco somente sdo aglutinados na presenga de uma

maior quantidade de BJcul.

Eritrocitos tripsinizados e eritrocitos intactos de pato, cavalo e carneiro nio
aglutinaram na presenca de BJcul. (até concentragio méaxima de 66 pg/ml). Os
eritrdcitos intactos de rato aglutinam na presenga de concentragdo baixa de BlcuL, e
quando comparados com 0s outros eritrocitos, ndo resistiram a tripsinizagio pela

metodologia utilizada.

Com base nos resultados obtidos, os eritrocitos de porco foram selecionados
para os testes de atividade de inibigdo, por apresentarem maior sensibilidade 2
hemaglutinagdo induzida por BJcul. e por serem mais resistentes a tripsinizacio de

acordo com a metodologia utilizada.
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Figura 5. Ensaio de hemaglutinacdo induzida por BJcul.. Placa de
hemaglutina¢do depois de 2 horas de incubago a temperatura ambiente.
Diluigdes seriais de BJcul. (concentragio inicial de 66,0 pg/ml). Fileiras:
A diluigdes de BJcuL e suspensiio de eritrocitos intactos de pato; B:
diluigdes de BJcuL e suspensdo de eritrocitos tripsinizados de pato; C e D:
dilui¢gdes de BJcuL e suspensdo de eritrécitos intactos de porco; E e F:
diluigBes de BJcuL e suspensio de eritrécitos tripsinizados de porco.

Coluna ]12: suspensdo de eritrdcitos (controle).



Tabela 1:

Concentragdo minima hemaglutinante de

Blcul.. Atividade

hemaglutinante de BJcuL sobre diferentes eritrocitos na presenga de 5 mM de

CaCl,, ensaios descritos em Materiais e Métodos.

Eritrocitos " Intactos ~ Tripsinizados.
boi 16,6 pg/ml 2,0 ug/ml
porco 2,4 pg/ml 0,5 pg/ml
pato na.; na.,
cavalo na., na.,
rato 1,3 pg/ml nd.,
camneiro na., na.,

1. até concentragio de 66,0 ng/ml de BJeuL ndo ocorreu hemaglutinagio (na).

2. nd.-ndo determinado (eritrécitos ndo resistiram a tripsinizagdo).
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4) INIBICAO DA HEMAGLUTINACAO POR CARBOIDRATOS.

De acordo com a Tabela 2, a atividade hemaglutinante induzida por 4,0 ug/mi
de BJcuL sobre eritrocitos tripsinizados de porco ¢ especificamente inibida na presenca
de 0,8 mM de lactose, 3,2 mM de galactose e 3,2 mM de rafinose. Sacarose e outros
carboidratos como maltose, frutose, manose, D-galactosamina ¢ D-glicosamina tiveram

pouco ou nenhum efeito sobre esta atividade.

Tabela 2: Efeito de carboidratos na hemaglutinagio induzida

por BJcuL. Concentragio Minima do carboidrato que inibe a

hemaglutinacdo (CMIic). Ensaios descritos em Materiais e

Meétodos.®

Carboidrato = - -~ CMlc(mM)
D-lactose 0,8
D-galactose 3,2
D-rafinose 3,2
D-glicose 50,0
D-sacarose > 100,0
D-maltose > 150,0
D-frutose > 100,0
D-manose > 100,0
D-galactosamina > 50,0
D-glicosamina > 100,0

®Concentragio de BlcuL previamente ajustada para 4,0 ug/mi,

utilizando-se enitrocitos tripsinizados de porco.



5) REQUERIMENTO DE CATIONS DIVALENTES

Blcul. demonstrou requerer cations divalentes para sua atividade
hemaglutinante (Tabela 3). De acordo com os resultados observados, EDTA inibe
completamente a hemaglutinagfo induzida por 4,0 pg/mi de Blcul. em eritrécitos
porcinos tripsinizados. Da mesma forma, EGTA também inibe esta atividade,
caracterizando e confirmando a dependéncia de ions calcio na atividade hemaglutinante

de Blcul..

Tabela 3. Efeito de agentes quelantes de cations divalentes na
hemaglutinagdo induzida por BlcuL. Concentragio minima de agentes
quelantes na inibigdo da atividade hemaglutinante (CMlq). Ensaios

descritos em Materiais ¢ Métodos. *

- Quélél;l‘l:té:de L RO
fons  CMiq(mM)
divalentes.
EDTA 0,2
EGTA 0,1

%A atividade hemaglutinante de BJcuL foi1 testada na presenga de EDTA

ou EGTA. Blcul. previamente ajustada para 4,0 pug/ml e os eritrocitos

tripsinizados de porco a 3%, diluidos em TBS.
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6) SENSIBILIDADE DE BJCUL A AGENTE REDUTOR:

A incubagio prévia de BJcuL com DTT 2,5 mM inibe a hemaglutinagio
induzida por 4,0 pg/ml de BicuL sobre eritrocitos porcinos tripsinizados. A associacio
das subumidades através das ligacdes dissulfeto € essencial para a atividade

hemaglutinante da lectina.

7) ESTUDOS DE TOXICIDADE DE BICUL SOBRE A
PROLIFERACAO DE CELULAS DE MAMIFEROS EM CULTURA.

As alteragdes na proliferagdo celular causadas pela lectina do veneno da
serpente Bothrops jararacussu foram medidas através do conteido total de acidos

nucléicos de fibroblastos V-79 (Azxe).

Quando as células V-79 sdo tratadas por 24 horas (Figura 6) com Bicul, em
doses que variaram de 3 a 10 ug/ml da proteina, nenhum efetto citotdxico observado..

Tanto 0s pogos tratados quanto os controles (ndo tratados) permanecem em torno de

100 % de sobrevivéncia.

A proteina hemaglutinante do veneno de B. jararacussu n3o apresentou
atividade citotoxica sobre fibroblastos V-79, mesmo quando a dose foi aumentada
cerca de dez vezes. Em duas horas de tratamento (Figura 7), BJcul ndo tem efeito

taxico sobre essas células.



No entanto, observando a Figura 7, BJcul. parece estimular a proliferagio
celular de fibroblastos V-79 em cultura. Os dados analisados numa outra forma de
apresentagdo (Figura 8) mostram que a lectina do veneno de B. jararacussu numa
concentragdo de 10 upg/ml, depois de 24 horas de incubagdo, parece ser capaz de

induzir proliferagdo destas células.
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Figura 6. Efeito de Bleul na proliferaciio celular. Células V-79 em fase
exponencial de crescimento foram incubadas por 24 horas com Blcul.. Apds

o iratamenio as células foram fixs ¢ Headas condorme descritc em

Materiais ¢ Métodos. A proliferagfio celular relativa foi expressa como
percentuais da variagdo da Az em relagfio aos controles (100%). O gréafico
representa valores médios de trés ensaios em triplicatas com o3 respectivos

desvios padres da média.
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Figura 7. Efeito de Blcul na proliferacio celular. Células V-79 em fase

exponencial de crescimento foram incubadas por 2 (8, 24 (%) ¢ 48

(_

-} horas com Blcul.. Apds o tratamento as células foram fixadas e hisadas
conforme descrito em Materiais € Métodos. A proliferac8o celular relativa foi
expressa como percentuais da variacio da Agg em relagfio aos controles
{100%). O gréafico representa valores médios de trés ensaios em triplicatas

com os respectivos desvios padréies da média.
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Figura 8. Efeito de Blcul na proliferagio celular. Celulas V-79 em fase
exponencial de crescimento foram incubadas com 10 pg/ml da lectina do
veneno serpente Borhrops jarorocussu por 2, 24 e 48 horas. Apds o
tratamento as células foram fixadas e lisadas conforme descrito em Materiais e
Métodos. A proliferagio celular relativa fol expressa como percenfuais da
variacdo da Agg em relagHo aos coniroles (100%). O gréfico representa
valores médios de irés ensaios em friplicatas com 08 respectivos desvios

padries da média.
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DISCUSSAO



As lectinas sdo proteinas que se ligam especificamente, nfo covalentemente, a
determinados carboidratos. Devido & essa caracteristica possuem a propriedade de
aglutinar ertrocitos, células normais e cancerosas, assim como microrganismos. Estdo

amplamente distribuidas em varias plantas, em animais e outros organismos (Carvalho,

1990).

Varios venenos de serpentes foram investigados quanto & atividade
hemaglutinante e mostraram a presenca de lectinas dependentes de calcio, especificas
para lactose e sensiveis a agentes redutores (Ogilvie & Gartner, 1984). Estas lectinas
foram purificadas de veneno de serpentes como Bothrops atrox (Gartner e cols,
1980), Bothrops godmani (Lomonte e cols, 1990), Crotalus atrox (Hirabayashi e
cols, 1991), Bothrops jararaca (Ozeki e cols, 1994) and Lachesis muta s. (Aragon-

Ortiz e cols, 1996).

Assim como estes venenos de serpentes, o veneno da serpente Bothrops
Jjararacussu contém uma potente hemaglutinina. Essa hemaglutinina € uma lectina, que
foi isolada a partir do veneno total através de cromatografia de afinidade em coluna de
D-galactose imobilizada. O perfil cromatografico de eluigiio da lectina de Bothrops
Jararacussu (BlcuL) mostra um dnico pico de absor¢io a 280 nm, apos eluicdo com

100 mM de lactose,

Para cada 100 mg de veneno de Bothrops jararacussu, o maximo de BJcuL

purificada através da cromatografia de afinidade foi 0,9 mg, dosados através do método
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de Lowry. BJcul perfaz 0,9% do veneno total dessa serpente, o que é um conteudo
proteico comparavel aos das lectinas j& purificadas do veneno de outras serpentes, que

ficam em torno de aproximadamente 0,3 a 1,0 % do veneno total (Gartner & Ogilvie,

1984).

A cromatografia em fase reversa-HPLC permitiu comprovar o grau de pureza
da fracfo obtida do veneno total de B. jararacussu pela cromatografia de afinidade em
D-galactose. Esta fragio foi eluida como um pico unico em 82% do solvente B, o que
nos mostra uma proteina que se liga fortemente a matriz cromatografica, pois sua

eluigdo so ¢ feita em concentragdes elevadas do solvente orgénico.

As lectinas de veneno de serpentes sdo caracterizadas pelo alto conteudo de
Asp, Glu e Lys, sendo, portanto, caracterizadas como moléculas hidrofilicas, como
observado em Crotalus atrox (Hirabayashi e cols, 1991) e Lachesis muta
stenophyrs (Aragon-Ortiz e cols, 1996). Porém, a ligagdo forte de uma proteina &
uma coluna de interagdo hidrofébica caracteriza uma proteina que possui alta

quantidade de residuos de aminoacidos hidrofobicos (Guimardes & Collins, 1990).

Esta ligagdo forte de BJcull a matriz cromatografica da coluna C18 pode estar,
entdo, relacionada com as regides hidrofobicas que formam o “‘core” (centro)
hidrofdbico da proteina, j& caracterizado na lectina do veneno de Crotalus atrox
(Hirabayashi, 1991). Este “core” hidrofobico de Blcul poderia estar se ligando

fortemente a matriz da coluna C18.



Estudos com a lectina hepatica de galinha mostram que, quando o meio é 4cido,
a afinidade do CRD por Ca®” diminui, e que, na auséncia destes cations ligados, nfo ha
formagdo do sitio de ligagdo do carboidrato {(Loeb & Drickamer, 1988). Desta forma,
quando BJcul é submetida a baixos valores de pH (como o do tampdo utilizado na
cromatografia de HPLC - fase reversa) ocorreria a perda do Ca®’ ligado. Esta perda
ocastonaria a desestabilizagdo da estrutura da molécula, expondo os sitios hidrofébicos

responsaveis pela intera¢do com a coluna C18.

A analise do perfil de massa molecular em SDS-PAGE revelou, em condigdes
redutoras com 0,1 M DTT, uma banda com massa molecular aparente de 15 kDa, e em
condi¢des ndo redutoras, uma banda maior com massa molecular aparente de 30 kDa.
Esses resuitados demostram que BlcuL é um dimero composto de subunidades de 15

kDa unidas por ligagtes dissulfeto.

A presenga de bandas que migram com massa molecular aparente de 45 kDa e
60 kDa quando BJcul nio € submetida as condigdes redutoras, provavelmente, séo
formas de agregacdo ndo especifica de trés e quatro subunidades, respectivamente.
Essas formas também sd3o encontradas nas lectinas do veneno das serpentes
Dendroaspis jamesonii (Ogilvie e cols, 1986) e Crotalus atrox (Hirabayashi e
cols, 1991), que parecem formar oligdmeros em condigdes fisiolégicas. Quando
Blcul € exposta as condigdes redutoras, estas bandas desaparecem, constando-se a

presenga de somente uma banda de aproximadamente 15 kDa.
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Parecem ndo existirem carboidratos ligados covalentemente 4 BJcul, uma vez

que esta proteina ndo apresentou coloragdo pelo reagente de Schiff, apods tratamento

com periodato.

Nos ensaios de hemaglutinacdo, BJcuL aglutina eritrocitos de porco e boi, tanto
intactos, quanto tripsinizados. Os eritrocitos de porco sio mais sensiveis & acdo da
lectina, cerca de quatro vezes mais sensiveis que os eritrocitos de boi. Quanto aos
eritrocitos de rato, quando intactos, sdo os mais sensiveis & agdo hemaglutinante de

BJcuL., mas ndo resistem a tripsinizagdo de acordo com a metodologia empregada.

Os entrécitos de cavalo e camneiro ndo aglutinam na presenca de BJcul, em
concentragdes que chegam a 66,0 pg/ml, mesmo aumentando a sensibilidade desses
eritrocitos a hemaglutinagdo através da tripsinizagio. Eritrocitos de ave (pato) ndo sdo
sensiveis a ag¢do da lectina de B. jararacussu. A presenca de diferentes determinantes
de carboidratos localizados nas membranas dos eritrocitos de cada espécie reflete a

especificidade de BJcul. por determinados eritrocitos.

A atividade hemaglutinante de BlcuL sobre eritrocitos de porco tripsinizados é
inibida por lactose, galactose e rafinose, apresentando a mesma especificidade das
lectinas tipo S (Drickamer and Taylor, 1993). Galactose, um monossacarideo;
lactose, um dissacarideo composto de galactose; e rafinose um trissacarideo, composto
de galactose, glicose e frutose (Voet & Voet, 1990), todos apresentam pelo menos um

grupo galactosideo disponivel para interagdo com a BJcul. Desta forma ja era
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esperado que esses sacarideos inibissem a hemaglutinagio induzida por essa lectina

especifica para B- galactosideos.

As lectinas que interagem com galactose s8o, em geral, também especificas para
galactosamina, como ocorre com as lectinas dependentes de calcio isoladas de
holoturias (invertebrados marinhos) (Hatakeyama e cols, 1994). Porém, no caso da
BJicuL e também de outras lectinas isoladas de venenos de serpentes (Gariner e cols,
1980; Ozeki e cols, 1994), os aglcares aminados, mesmo contendo grupamentos
galactosideos, ndo tém qualquer efeito sobre sua atividade hemaglutinante. Talvez a
posicdo do grupamento amino atrapalhe a interagdo da proteina cém o residuo

galactosideo do aglcar em questéo.

Quando os eritrécitos sdo submetidos & aglutinagdo induzida pela Blcul. na
presenga de agente quelante de cations divalentes, como EDTA, ou quelante de ions
calcio, EGTA, esta atividade ¢ inibida. De acordo com esses resultados, conclui-se que
essa proteina necessita de ions célcio para a atividade hemaglutinante, pois quando
calcio é retirado do sistema de teste, nfio ocorre hemaglutinagio. EGTA, por ser um
quelante especifico de calcio, inibe a hemaglutinagdio em concentragdes duas vezes

menores do que EDTA.

A associagdo das subunidades através das ligacBes dissulfeto € essencial para a
atividade hemaglutinante da lectina, pois BJcul. quando exposta a condigdes redutoras
com DTT perde esta fungio. Ainda ndo se esclareceu se a forma funcional de BJcuL ¢

um dimero ou um complexe de trés ou quatro subunidades. Sabe-se, porém, que
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agentes redutores, como DTT, inibem a atividade hemaglutinante dessa proteina, e que

a forma dimérica € predominante no veneno.

A atividade hemaglutinante foi também testada para o veneno total de B.
Jararacussu (dado ndo mostrado). O veneno néo apresentou atividade hemaglutinante
sobre eritrocitos de boi, 0 que sugere a presenca de algum fator antagdnico no veneno

que inibe a atividade desta proteina.

A atividade hemaglutinante observada para a maioria das lectinas ndo reflete
diretamente sua principal func¢io fisiologica. O papel das lectinas nos venenos ofidicos
permanece sem esclarecimento, embora alguns autores descrevam funcdes toxicas para
as lectinas, como aglutinagio de células sanguineas, incluindo plaqueta, e estimulagio
de células presentes nos tecidos periféricos (Ogilvie e cols, 1983; Hirabayashi e
cols, 1991). A aglutinacdo, observada neste trabalho, de eritrocitos intactos de rato
numa concentra¢io da lectina, inferior aos demais eritrocitos testados, demonstra uma

maior especificidade de BJcul. por este tipo de entrocito.

Pelo fato das lectinas se ligarem rapidamente, seletivamente e reversivelmente a
carboidratos, as interagdes lectinas-carboidratos tém demonstrado serem capazes de
induzir e/ou controlar varios processos metabodlicos e de proliferagdo celular (Gabius,
1991). Desta forma ¢ esperado que estejam envolvidas numa grande variedade de
fendmenos regulatorios, nos quais o reconhecimento de carboidratos € um processo

essencial.
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Dados de literatura descrevem lectinas de animais e vegetais capazes de
alterarem a proliferagdo celular de algumas linhagens celulares em cultura.
Principalmente alteragdes na proliferagdo celular de células tumorais (Camby e cols,
1996), citotoxicidade para algumas linhagens celulares (Oda e cols, 1997), e indugio

de respostas mitogénicas em linfocitos (Mastro e cols, 1986).

Com o proposito de verificar se BJcuL apresenta alguma das atividades
relacionadas acima, utilizamos células V-79 como ferramenta biologica para o estudo
do efeito de BJcul. sobre a proliferagio celular. O primeiro ensaio realizado no intuito
de verificarmos a possivel a¢do citotoxica desta lectina sobre células V-79, teve como
doses, a faixa de concentragdo que aglutinava eritrocitos intactos de rato e porco, de 3
a 10 ug/ml. Conforme foi observado na Figura 6, a lectina do veneno de B. jararacussu
ndo apresentou atividade toxica sobre esta linhagem celular apos 24 horas de
incubagfio, ou seja, a quantidade total de acidos nucléicos permanece igual aos

controles {100%).

Sendo assim, aumentou-se a dose para 10 a 30 ug/ml, e também, o tempo de
exposi¢do das células a lectina. Quando as células foram incubadas por 2 horas com
BJcul (Figura 7), nenhum efeito citotoxico foi observado, tanto visualmente
(alteragdes morfoldgicas) quanto na quantidade relativa do contetido total de acidos

nucléicos destas células.

No tratamento por 24 e 48 horas (Figura 7), BJcul na concentragio de 10

pg/ml, parece ser capaz de induzir alguma proliferacio de células V-75. Quando
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analisamos a percentagem de sobrevivéncia destas células através da Figura 8, fica
evidente que esta percentagem aumenta com o tempo de exposigdo das células a

BlcuL.

De acordo com os testes realizados sobre as células V-79, BJcuL nfo exibe
atividade citotoxica, ou seja, ndo altera a quantidade total de acidos nucléicos, quando
comparado com os controles (100%). Por outro lado, BJcul. parece estimular a
proliferagdo destas células, e de acordo com os resultados observados, este estimulo
ocorre na concentragdo de 10 pg/ml, concentragdes menores ou maiores nio parecem

estimular a proliferagdo das células V-79.

Estudos mais detalhados da agio de BlJcul sobre linhagens celulares serdo
necessarios para o esclarecimento das suas propriedades biolégicas. De qualquer forma,
este resultado nos fornece base para verificagdo do potencial mitogénico desta proteina
sobre tipos celulares ja conhecidos como modelos biolégicos no estudo de alteragdes

na divisdo celular, como por exemplo, os linfocitos (Mastro e cols, 1986).

Este fato ndo descarta a possibilidade de ag@o toxica desta proteina sobre outras
linhagens celulares ou mesmo sobre células tumorais, j&4 que estas Gltimas apresentam
extrema variagdo na composigdo e distribui¢io dos glicoconjugados da superficie

celular (Sharon, 1983).

As lectinas, em geral, possuem um segundo sitio de ligagio que interage com
outros tipos de ligantes, principalmente com proteinas (Barondes, 1988), porém as

lectinas de venenos de serpentes ndo possuem estes dominios (Drickamer, 1993).
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Assim, as lectinas dos venenos de serpentes podem ser vistas como dominios adicionais
de outras proteinas, como por exemplo, das metaloproteases. Poderiam desta forma,
estar funcionando como moduladores das propriedades biologicas destas enzimas (Jia

e cols, 1996), ou tendo papel de reconhecimento de substrato e direcionadora

(Gabius, 1994)

O fator coagulante do veneno de Vipera russelli, que se liga ao fator X da
cascata de coagulacdo sanguinea, o RVV-X, possui os trés dominios caracterizados por
Kinmi emn 1996 (Figura 1, pagina 13), em duas cadeias polipeptidicas, uma pesada e uma
leve. A cadeia pesada é constituida dos dominios de metaloprotease e disintegrina ¢ a
cadeia leve de um dominio homologo as lectinas tipo C. O dominio que caracteriza a
lectina tipo C talvez esteja envolvido no reconhecimento e ligagio desta proteina ao
fator X, enquanto os outros dois dominios exerceriam cada um sua fungdo ja definida;

de disintegrina e de metaloprotease (Takeya e cols, 1992).

Pode-se especular sobre a presenga da lectina como integrante de uma molécula
precursora inativa, um zimogénio de metaloproteases e disintegrinas (Hite e cols,
1992; Hite e cols, 1994). A forma ativa das proteinas em questo seriam liberadas
apos a hidrolise do precursor, que ocorreria apos da liberagio do veneno pelas presas
da serpente. Este precursor seria a forma inativa destas proteinas; e com a liberac3o da
parte N-terminal (ligante de galactosideos) passariam a desempenhar suas fungdes
proteoliticas. Assim, preveniriam, de certa forma, a ag¢fio do proprio veneno no

reservatorio desse nas serpentes.
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A possibilidade das proteinas relacionadas com as lectinas tipo C (CLPs) serem
formadas pela degradacgdo proteolitica de um precursor comum de metaloproteases e
disintegrinas ainda € objeto de estudo. De qualquer forma, a evidéncia de CLPs ligadas
a dominios de metaloproteases/disintegrinas, como em RVV-X (Takeya, 1992), e
CLPs livres em varios venenos, fornece base para um melhor entendimento das relagdes
estrutura-funcdo destes precursores e das proteinas relacionadas. Podendo,
futuramente, esclarecer os mecanismos e a origem de varios efeitos farmacologicos

destas proteinas.

Para maiores esclarecimentos acerca das provaveis fungbes das lectinas de
venenos ofidicos é necessaria, entre outros, a caracterizacdo da estrutura molecular
destas proteinas; através de estudos da estrutura priméria (sequenciamento total dessa
proteina), descrigdo das porcentagens de estruturas secundarias e determinagio da
estrutura terciaria da molécula a partir de estudos de cristalografia de proteinas. A
analise estrutural da interagio proteina-carboidrato, assim como os dominios
responsaveis pela atividade biologica destas proteinas sdo importantes no ponto de
vista que este tipo de interagdo ndo ocorre sO em lectinas de venenos, mas que também

é fundamental para todos os processos metabolicos de um organismo.



CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu isolar uma proteina com atividade hemaglutinante
do veneno da serpente Bothrops jararacussu. Esta proteina foi caracterizada como uma
lectina e tem sua atividade hemaglutinante dependente de calcio e inibida por agucares
contendo galactosideos. Estruturalmente € um dimero composto de subunidades de 15
kDa unidas por ligagdes dissulfeto, sendo que a associagio destas subunidades é
essencial para a atividade hemaglutinante da lectina. BJcul. demonstrou nfo apresentar
atividade citotOxica sobre fibroblastos de pulmdo de hamster chinés linhagem V-79 em
cultura, por outro lado, parece estimular a proliferagio destas células apos 24 horas de

incubagio, quando em concentragdes de 10 pg/ml.
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