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ABREVIACOES

Lectinas

BMooL
BIL
Blcul.
BML
CML
CuHL

LmsL
MBP
MMGL
Pal
RSL
TL
WGA

lectina de Bothrops moojeni

lectina de Bothrops jararaca

lectina de Bothrops jararacussu

lectina de Lachesis muta

lectina de Ancistrodon piscivorous leukostoma
lectina de Agkistrodon contortrix contortrix
lectina de Dendroaspis jamesonii

lectina de Lachesis muta stenophrys

lectina de plasma de rato

lectina de macrofagos de camundongo
lectina de Bitis arietans

lectina de Crotalus atrox

lectina de Bothrops atrox

lectina de gérmen de trigo
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Outras Abreviacies

ADP
Alsever
Asx
CLPs
CRD
CTBS
DTT
EDTA
EGTA
Glx

GP
HPL.C
IgE
IgSF
PBS
PAGE
PL
PPP
PRP
SDS
TBS
TCA
TEMED
TFA
Tris
vWF

adenosina difosfato

tampédo com glicose, NaCl e citrato de sodio
aspartato ¢ asparagina

proteinas relacionadas com lectinas do tipo-C
dominio de reconhecimento de carboidrato
tampéo tris com NaCl (150 mM) e CaCl, (25 mM)
ditiotreitol

acido etilenodiamino tetracético

acido etilenoglicol tetracético

glutamato e glutamina

complexo glicoprotéico de plaquetas (Ia, Ib, Illa, Ve VI)
cromatografia liquida de alta eficiéncia
Imunoglobulina E

Superfamilia das Imunoglobulinas

tampéo fosfato com NaCl (150 mM)
eletroforese em gel de poliacrilamida
plaquetas lavadas

plasma pobre em plaquetas

plasma rico em plaquetas

dodecil sulfato de sodio

tamp#o tris contendo NaCl (150 mM)

acido tricloroacético

N-N-N-N-tetrameti] etileno diamina

acido trifluoroacético

tris-hidroximetil aminometano

fator de Von Willebrand
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RESUMO

As lectinas sfo proteinas ou glicoproteinas com a capacidade de aglutinar eritrocitos €
outras células, precipitar polissacarideos e outras glicoproteinas por possuirem um (ou mais)
centro de ligagdo, especifico e reversivel, a carboidratos. As lectinas podem ser encontradas
em animais, vegetais e microorganismos. BMooL ¢é uma lectina especifica para galactosideos,
e foi purificada do veneno da serpente Bothrops moojeni através da cromatografia de afinidade
em D-lactose. O perfil eletroforético (SDS-PAGE) mostrou que BMool. é um homodimero
com subunidades de 14 kDa. A proteina apresentou reagfio positiva quando submetida a
coloragfio para carboidrato, sendo portanto uma glicoproteina. Dentre os eritrdcitos testados,
BMooL apresentou maior afinidade por eritrocitos humanos tripsinizados do tipo A, Be O, em
concentragSes minimas respectivas de 0,50 pg/ml, 0,96 ug/ml e 0,96 ug/ml. Eritrdcitos
tripsinizados de cavalo ¢ pato ndo foram aglutinados na presencga desta lectina. A atividade
hemaglutinante com 2,0 ug/ml de BMooL sobre eritrocitos humanos tripsinizados do tipo A €
inibida com 0,8 mM de lactose, 1,56 mM de galactose ¢ 1,56 mM de rafinose. A atividade
hemaglutinante de BMooL demonstrou ser dependente de Ca”", pois foi inibida na presenca de
EDTA e EGTA. A associagio das subunidades é uma condi¢do fundamental para a atividade
hemaglutinante de BMooL, pois quando reduzida com DTT, a lectina nio mantém tal
atividade. A composigdo de aminoacidos da lectina, permitiu verificar que BMool. ¢ uma
proteina que contém em maior propor¢do residuos de aminoacidos hidrofilicos como Asx
(14%), Glx (13%) ¢ Lys (8,0%) ¢ aminoacidos ndo polares como Leu (8,1%). Em testes de
agregacdo plaquetaria com plasma humano, na presenca de colageno como agonista das
agregacOes, a lectina nio demonstrou nenhuma modulagio significante nas plaquetas em
concentragdes de até 40,0 ug/ml. A fun¢do das lectinas em venenos ofidicos ainda ndo esta
bem esclarecida, a atividade hemaglutinante nio reflete diretamente o papel dessas proteinas.
O estudo da estrutura e de outras atividades bioldgicas que as lectinas apresentam, faz-se
necessario para um melhor entendimento das interagdes lectina-carboidrato, que participam da

grande maioria das interages bioldgicas existentes.
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SUMMARY

Lectins are proteins or glycoproteins which agglutinate erythrocytes and other celis
and polysaccharides, since they have one or more specific carbohydrate-binding sites. Lectins
are widely distributed in plants, as well as in animals and microorganisms. They have also
been found in the venom of snakes. A lactose-specific lectin, BMooL, was purified from the
crude venom of Bothrops moojeni by affinity chromatography on an immobilized D-lactose
column. The SDS-PAGE, under reduction conditions, showed that BMooL is a homodimer of
14kDa subunits. The protein appeared to be a glycoprotein once it showed a positive reaction
to the Schiff’s reagent. Among the assayed erythrocytes, BMooL had more affinity to
trypsined A, B and O types of human erythrocytes with end points of approximately 0.50
pg/ml, 0.96 pg/ml and 0.96 ug/ml, respectively. On the other hand, trypsined erythrocytes
from horses and ducks did not agglutinate in the presence of this lectin. The hemagglutination
of trypsined A type human erythrocytes induced by 2.0 pg/ml of BMooL was inhibited
specifically in the presence of 0.8 mM lactose, 1.56 mM galactose and 1,56 mM raffinose.
BMooL activity is a Ca*-dependence since EDTA and EGTA inactivated the lectin induced
hemagglutination. Subunits association is a fundamental condiction for the hemagglutination
activity of the lectin, since when reduced by DTT, BMooL have no effect on trypsined human
erythrocytes. The determination of BMooL aminoacid composition showed that it have a high
content of acidic residues such as Asx (14%), GIx (13%) and Lys (8%) and non-polar amino
acids as Leu (8,1%). On collagen-induced platelet aggregation assays with human plasma,
40,0 pg/ml lectin showed no significant modulation in the platelet. The role of these lectins in
the snake venoms remains unclear, the hemagglutination activity does not direct reflect the
function of these proteins. Strucutural and other biological activities studies are needed for a
more detailed understanding about the carbohydrate-lectin interactions, which take part in the

majority of the biological interactions described up to now.
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1- PROPRIEDADES DE VENENOS OFiDICOS

Os venenos de serpentes sédo misturas complexas de proteinas e peptideos que possuem
uma variedade de atividades bioldgicas. Essas proteinas e peptideos compreendem cerca de 90
a 95% do peso seco do veneno, sendo o restante composto por cations metalicos, carboidratos,
nucleosideos, aminas biogénicas e niveis menores de aminoacidos livres € lipidios (Tu, 1977).
Sédio ¢ o cation em maior concentragdo nos venenos, porém com fungiio ainda nio
esclarecida, zinco e calcio estio presentes em muitas metaloproteases do veneno e o0s
carboidratos estdo presentes principaimente na forma de glicoproteinas (Tu, 1988).

A presenca de enzimas como proteases, peptidases, fosfatases e lecitinases em venenos
de serpentes auxiliam na digestfio e facilitam a alimentagiio das serpentes. Muitas destas
enzimas sdo também encontradas em outras espécies animais nos seus sucos digestivos.
(Casais-Silva, 1995).

O veneno das serpentes € rico em substincias farmacologicamente ativas ¢ sua a¢fio
depende da natureza ¢ da interagiio bioldgica destes compostos. Por esse motivo o veneno €
uma importante ferramenta no estudo de proteinas e suas fungdes (Varanda & Giannini, 1994).

A composi¢ido do veneno estd bastante relacionada com a variagfo geogréafica ¢ a fonte
alimentar disponivel em determinado local. Como a fun¢fo primordial do veneno de serpentes
¢ a imobilizagdo e digestdo de animais capturados, serpentes da mesma espécie diferem na
composi¢do do veneno devido a posigdo geografica em que se encontram e a diversidade de

animais disponiveis para sua alimentac8io (Daltry e cols., 1996).



8 -~ Introdugdo

Os venenos de serpentes da familia Viperidae possuem, dentre vérios componentes,
proteinas que interferem no mecanismo homeostitico ¢ na adesfio celular, afetando a
coagulagdo sangiiinea, o funcionamento das plaquetas e causando hemorragia local (Bjarnason
& Fox, 1994; Kamiguti & Sano-Martins, 1995).

As serpentes do género Bothrops (familia Viperidae, sub-familia Crotalidae),
compreendem muitas espécies, distribuidas desde o México até a Argentina (Schvartsman,
1992). Elas s@o responséveis por cerca de 90% de todos os acidentes ofidicos no Brasil, sendo
que s6 no estado de S3o Paulo a responsabilidade destas serpentes em 9.820 casos registrados
foi de 87%, levando a 28 6bitos (Ribeiro e cols., 1998) .

Essas serpentes habitam, preferencialmente, os ambientes (imidos como matas e ireas
cultivadas, locais de proliferagdo de roedores ¢ zonas rurais. S3o as serpentes mais agressivas
do Brasil ¢ caracterizam-se por apresentarem fosseta loreal, a calda normal e habitos noturnos.
O veneno destas serpentes € capaz de induzir efeitos clinicamente importantes e de agdo
sistémica (como a insuficiéncia renal, hemorragia e choque cardiovascular), além de efeitos
locais traduzidos por edema volumoso, que pode atingir varios segmentos do membro afetado.
Além disso ¢ comum o desenvolvimento de areas necrdticas proximas ao local da picada
(Franga & Fan, 1992).

A serpente Bothrops moojeni (Figura 1), vulgarmente conhecida como “caicaca”, tem
uma ampla distribuigio na América do Sul e Central. Os espécimes sdo grandes, agressivos e
vivem em areas rnais secas sendo encontrados na parte sul, sudeste e centro oeste do Brasil
(Schvartsman, 1992). A importincia dos estudos desta espécie relaciona-se com sua

distribuicdo geografica, além dos quadros caracteristicos que esse veneno produz, como
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reagdes proteoliticas, coagulante ¢ hemorragicas, causando: dor, edema, necrose ¢ iniensa

reacdo inflamatoria (Barravieira & Pereira, 1994),

Figura 1: Foto de um exemplar da serpente Bothrops moojent.
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Dentre as proteinag snconiradas nesse veneno podemos citar as metaloproteases e as
desintegrinas. As primeiras sdo conhecidas como MDC composta de um dominic N-tsrminal
Metaloprotease, um dominio tipo Desintegrina ¢ um dominio C-terminal rico em cisteinas.
Fssas enzimas 1€ um potente sfeito proteolitico nas proteinas da matriz extracelular. Dentre
as vérias classes em que sdo divididas as metaloproteases, uma apresenta dominios adicionais
de proteinas relacionadas com as lectinas (Bjarnason & Fox, 1994; Jia e cols., 1996).

As desintegrinas sio um grapo de proteinas, nfc enzimiticas, com baixo peso
molecular, ricas em residuos de cisteinas. Elas contém uma seqiiéncia de aminoacidos Arg-
(Gly-Asp reconhecida pelas integrinas = inibem a interagio do fibrinogénio com seus
raceptores, 0s compiexos glicoproteicos [Ib-1lla (Gran e cols., 1988; Huang ¢ cols., 1989;
Gould e cols., 1990; Kamiguti ¢ cols., 1998).

Varios pesquisadorss t8m proposto que as metaloproteases e as desintegrinas sdo
derivadas da protedlise de um pracursor comum (Kini & Evans,1992; Hite e cols., 1992; Paine
e cols, 1892, 1994} Segundo Kini (1995, 1996), a hipdtese de que as proteinas relacionadas
com 2 lectinas dependentes de Ca™* (CLPs) tambem sfio derivadas da regifio N-terminal desse
precursor comum permitin o desenvolvimento de um modelo precursor com cinco dominios
{(Figura 2), onde as proteases constituem o dominio C, as desintegrinas o dominio D {(com a
sequéncia de residuos Arg-Gly-Asp) e as CLPs o dominio A {com o segmento ¥, de ligacBio a
carboidratos). O dominios B ¢ E ainda ndo foram caracterizados (Kini, 1996),

As CLPs s80 grupos de proteinas estruturalmente homdélogas, porém com distintas
funcBes. Algumas exibem atividade tipo lectina por se ligarem a muitos carboidratos,

induzirem a aglutinagdo de eritrécitos (Gartner & Qeilvie, 1984) o agresacio plaguetaria
L Vi gi‘ o1 @ H
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(Ogilvie ¢ cols., 1989); outras induzem efeitos anticoagulantes por se ligarem a fatores X e IX

ou com a trombina (Chen & Tsai, 1995).

Protease

Disintegrina

Figura 2 : Esquema dos dominios estruturais de metaloprotease (C),
desintegrina (D) e proteinas relacionadas a lectina do tipo-C, CLPs (A)
em um precursor comum. P indica sitio de clivagem proteolitica; * o
“cOdon de terminagdo”; Y o segmento de ligacdo a carboidratos ( que
nem todas CLPs contem), RGD sequéncia caracteristica em
desintegrinas. A fungdo dos dominios B ¢ E ainda nfo foi determinada
(Kini, 1996).
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2- L.ECTINAS

As lectinas foram descritas pela primeira vez em vegetais, h4 mais de 100 anos por
Stillmark (1888-1889 apud Etzler, 1985) tendo sido primeiramente denominadas de
hemaglutininas por Elfastrand (1898 apud Pusztai, 1991) e posteriormente de lectinas (Boyd e
cols., 1954), do latim “lectus/legere”™- meio de seleciio ou escolha, referindo-se 2 capacidade
de ligagdo seletiva destas proteinas com carboidratos.

Em 1972, o termo lectina foi generalizado para todas as proteinas que possuem a
capacidade de aglutinar células ou precipitar polissacarideos € glicoproteinas, pelo fato de se
ligarem especifica e reversivelmente 2 determinados carboidratos, sejam eles acticares simples
ou carboidratos complexos (Sharon, 1972). As lectinas no possuem origem imune ¢ podem
ser encontradas em animais, vegetais € microorganismos (Sharon & Lis, 1987, Carvalho,
1990).

As lectinas foram inicialmente isoladas de vegetais. As lectinas vegetais constituem o
maior ¢ mais bem caracterizado grupo dessas proteinas, englobando, por exemplo, a
concanavalina A (Abe ¢ cols., 1971) e a WGA de gérmen de trigo (Nagata & Burger, 1972).
As lectinas vegetais possuem uma longa tradi¢@o como instrumentos para estudos bioquimicos
e imunoldgicos.

Em invertebrados sdo encontradas na hemolinfa e contribuem na resisténcia a
infecgdes (papel andlogo ao das imunoglobulinas nos vertebrados). Em vertebrados as lectinas
sdo encontradas em duas formas: ligadas & membrana, podendo agir como mediadores no
reconhecimento entre as céluias (Sharon & Lis, 1993). ¢ na forma soluvel (Barondes, 1984;

Zatta & Cummings, 1991),
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Nos microorganismos o meihor exemplo do papel das lectinas € a adesfio de virus ¢

bactérias com as células hospedeiras (Sharon, 1993).

2.1- Classificacdo das Lectinas

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que possuem um ou mais centro de ligaco
a carboidratos. Atualmente, sabe-se que algumas lectinas possuem um segundo centro de
ligacdio que interage com outros ligantes que ndo carboidratos, como outras proteinas
(Barondes, 1988). A presenga de um tnico sitio de ligag8o a carboidrato encontrado em
algumas proteinas ndo lhes confere a capacidade de aglutinar células; no entanto, ndo a exclui
de pertencer ao grupo das lectinas. Estas interpretagdes estendem o termo Lectina a um grande
nimero de outras moléculas que ndo foram inicialmente caracterizadas como tais (Harisson,
1991).

A regidio molecular de ligagdo ao carboidrato € um dominio que reconhece uma
seqiiéncia especifica de residuos de aguicares e ¢ chamado de dominio de reconhecimento de
carboidrato (CRD de Carbohydrate Recognition Domain) (Lis & Sharon, 1986).

A comparagio das seqgiiéncias dos CRDs permite a divisgo das lectinas animais em 5
categorias principais que s3o convencionalmente designadas como: tipo-C, tipo-S ou
galectinas, tipo-I, Pentraxinas e tipo-P (Drickamer,1988; Barondes e cols., 1994). Os CRDs
destas categorias diferem entre si, entretanto os CRDs encontrados dentro de cada familia

apresentam regibes invaridveis e seqiéncia de aminoécidos altamente conservados.
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Lectinas do tipo-C:

As lectinas presentes nesta categoria, requerem fons Ca** para sua atividade de ligagdio
a carboidratos, apresentam solubilidade variavel, estfo localizadas principalmente no meio
extracelular e possuem residuos de cisteinas ligados formando pontes dissulfeto (Drickamer,
1988). Elas possuem uma seqiiéncia comum de 14 residuos de amino4cidos invaridveis e 18
residuos altamente conservados num segmento de 115-130 aminodcidos que auxiliam na
identificagdo de proteinas ligantes de carboidratos (Haagsman e cols., 1987).

Estas lectinas que incluem as colectinas do plasma e as selectinas do endotélio e
leucocitos sdo, provavelmente, o grupo mais diverso das lectinas com relagio a estrutura,

localizagdo e especificidade a carboidratos (Drickamer, 1995; Ni & Tizard, 1996).

Lectinas do tipo-S:

Também conhecida como galectina, a segunda classe de lectinas soltiveis de animais
tém atividade independente de Ca*"; possuem grupos tidis livres pois a oxidagdo inibe sua
atividade; apresentam, em sua maioria, especificidade para a ligagio de B-galactosideos;
apresentam carater acido, tém baixo peso molecular ¢ encontram-se no meio intracelular e
extracelular. As lectinas do tipo-S apresentam também residuos conservados que ndo sdo
similares aos encontrados nas lectinas do tipo C. Essas lectinas possuem um n(mero menor de
residuos de cisteina em sua estrutura se comparadas com as lectinas do tipo C (Drickamer,
1988; Drickamer & Taylor, 1993). Evidéncias sugerem que as galectinas estiio envoividz;s, em
mamiferos, na regulagic do crescimento, adesfio e migragiio celular ¢ #m uma importante

fungdo na neoplasia e resposta imune (Barondes e cols., 1994).
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Lectinas do tipo-1:

Trata-se de um grupo de lectinas que desempenham fungfo no sistema imune. Estio
nesta categoria lectinas que se ligam ao acido sidlico, de maneira independente de Ca** e que
estruturalmente pertencem a superfamilia das imunoglobulinas. Sdo proteinas integrais de
membranas ¢ possuem amplos dominios citossélicos com sitios potenciais de fosforilagdo. O
CRD ¢ semelhante ao das imunoglobulinas, apresentando uma unidade estrutural compacta
fornecida por 70 a 110 aminoacidos, caracterizada por dois planos de folhas B-pregueadas

(Powell & Varki, 1995).

Lectinas do tipo-P: -

E um grupo de lectinas que inclui somente dois membros, com massa molecular de 46
e 300 kDa higantes de glicoproteinas contendo manose-6-fosfato. O CRD destas lectinas ainda
néo foi estritamente definido. Encontram-se principalmente no meio intracelular, bem como na
membrana plasmatica sendo também responsaveis pela transferéncia de glicoproteinas para os
lisossomos ¢ pela internalizagdo de glicoproteinas extracelulares. A dependéncia de Ca™* para

sua atividade é variavel (Powell and Varki, 1995; Gabius, 1997; Ni and Tizard, 1996).

Pentraxinas:

S#o proteinas plasmaticas que incluem, dentre outras, a proteina reativa C. Essas
lectinas proliferam quando ha algum processo de inflamagio ou injaria tecidual no organismo
e podem desempenhar fungdes como estimulagfio da fagocitose por leucocitos. As subunidade

ligadas nfo-covalentemente dispSem-se em uma simetria ciclica pentamérica, variam de
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tamanho entre 25 a 30 kDa ¢ sdo capazes de se ligar a multiplos ligantes de maneira Ca**

dependente (Steel and Whitehead, 1994; Gabius, 1997).

2.2- Estrutura das Lectinas

A capacidade das lectinas em se ligar a carboidratos é modulada por uma série de
dominios presentes na molécula que determinam muitas fungdes das lectinas e sfo
particularmente caracteristicos a cada uma das categorias acima citadas (Gabius, 1994;
Kishore e cols., 1997).

Usualmente, as lectinas consistem de duas a quatro subunidades, cada uma com massa
molecular variando de 14 a 30 kDa ¢ com um sitio de ligagdo para carboidratos (Sharon,
1993). A formacdo do complexo carboidrato-proteina envolve o deslocamento de uma
molécula de HO associada ao grupo polar da proteina e a formag@io de novas pontes de
hidrogénio com os carboidratos altamente polares. Essas Gltimas ligagdes e forgas de van der
Waals so dominantes na estabilizagdo do complexo carboidrato-proteina (Quiocho, 1986).

Varios estudos sugerem que a interagfio lectina-carboidrato possui um importante papel
no reconhecimento celular e nos mecanismos de comunicagfio entre as células do sistema
imune, que apresentam carboidratos ¢ lectinas de diferentes especificidades em sua superficie
(Muller e cols., 1983; Stahl e cols., 1978; Ni & Tizard, 1996).

Algumas lectinas encontradas na membrana de macréfagos, como o receptor de
manose € a MMGL uma lectina de macréfagos de camundongo especifica para galactose e

galactosamina, participam na destrui¢io ou fagocitose de organismos estranhos (Wileman e
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cols., 1986) e estlo envolvidas no reconhecimento de células tumorais (Yamamoto e cols.,
1994), devido a interagdo dos receptores de membranas dos macréfagos com carboidratos
dessas células e dos microorganismos.

As selectinas, lectinas encontradas na superficie de células como os leucocitos € em
células do endotélio, desempenham uma fungfo importante no processo de migracio dos
leucocitos, promovendo a interagdo adesiva entre leucdcitos e o endotélio das vénulas pés-
capilares. Alguns estudos demonstraram que lectinas das células do endotélio sfo
angiogénicas, comprovando uma ligagdo direta entre adesio de leucicitos ¢ angiogéneses (Ni
and Tizard, 1996). Na superficie celular de mastocitos e neutrofilos, também foi identificada
uma lectina que se liga com IgE causando degranulagio e ativagfio celular nessas células,
respectivamente (Liu, 1993).

A maior parte das lectinas ¢ purificada através de cromatografia de afinidade (Spadaro
& TFonseca, 1990) em adsorventes bioespecificos como: polissacarideos (nativos ou
modificados), glicoproteinas, mono ou dissacarideos ligados a uma matriz (Lis & Sharon,
1981a). A facilidade na purificagdo contrasta com a dificuldade na delimitagio das fungdes
dessas lectinas (Gabius, 1994). Com relagio a isolectinas (isoformas) outros passos de
caracterizagdo fisico-quimica sdo necessarios como, por exemplo, focalizagdo isolelétrica.

Para a detecglio de lectina realiza-se ensaio de hemaglutinacio que consiste na diluigio
serial da lectina antes de incubd-la com eritrocitos humanos ou de animais, intactos ou
sensibilizados pela tripsinizagéo (Lis & Sharon, 1972; 1981b).

As lectinas podem se tornar modelos experimentais importantes pois sio moléculas
estaveis encontradas em varios tipos de organismos, apresentam alta especificidade para

carboidratos e permitem modificacfo quimica e conjugagdo. As lectinas podem ser aplicadas
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como instrumento em varias areas, COmo pesquisas sobre cincer, imunologia, estudos basicos
de bioquimica e estrutura de membranas, purifica¢io de glicoproteinas, identificagfio celular e

histologica (Zatta & Cummings, 1991).

3- LECTINAS DE VENENO DE SERPENTES

As lectinas dos venenos serpentes geralmente apresentam massa molecular de
aproximadamente 14 kDa por subunidade, sfo solaveis e especificas para aglicares como os J-
galactosideos, € requerem calcio para sua atividade (Hirabayashi e cols., 1991). O interesse no
estudo de lectinas de venenos de serpentes ndo se restringe unicamente ao fato dessas
apresentarem dependéncia de Ca®™ e especificidade por carboidratos, mas sim porque €ssas
lectinas parecem ter propriedades intermediérias entre os dois grupos de lectinas animais: as
do tipo S e as do tipo C.

A trombolectina (TL), foi a primeira lectina a ser isolada do veneno de serpente,
apresentando-se como um homodimero com peso molecular de 15 kDa por subunidade, com
pouca afinidade a D-glucose, D-galactosamina e D-glicosamina. Devido a sua afinidade por B-
galactosideos, esta lectina foi caracterizada como uma galactolectina (Gartner ¢ cols., 1980).

Desde entfo a atividade hemaglutinante do veneno de serpentes vem sendo estudada e
muitas lectinas purificadas. Olgivie & Gartner (1984) estudaram a presenga de lectina testando

o veneno total em mais 17 espécies de serpentes, sendo que 16 apresentaram atividade
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hemagtutinante. O dissacarideo lactose foi responsidvel pela inibicdo de 9 espécies de
serpentes, seguido de D-fucose, D-galactose e tiodigalactosideos.

Posteriormente, a inibicio por lactose também foi observada em duas outras lectinas
isoladas do veneno de serpentes: a BML e a JML. A lectina BML € um homodimero com
massa molecular de 28 kDa e apresenta inibig#o total por EDTA enquanto JML nfo apresenta
dependéncia a Ca®" ¢ constitui-se de um complexo de subunidades de massa molecular 43, 26
e 14 kDa. Outras diferencas também foram detectadas entre essas duas lectinas, possivelmente
por pertencerem a familias diferentes de serpentes (Olgivie e cols., 1986).

No veneno bruto da serpente Agkistrodon rhodostoma, foi purificada uma lectina que
apresentou inibig#o da atividade hemaglutinante por varios glicoconjugados, polissacarideos
de bactérias e glicoproteinas. Esta lectina mostrou uma alta atividade mitogénica em
linfocitos-T de humanos (Helmbold e cols., 1986). A habilidade em estimular 2 mitose em
linfécitos tambeém foi testada com as lectinas RSL, CuHL, CML, JML e TL, sendo
comparavel a atividade mitogénica da Concanavalina A (lectina vegetal estimuladora de
mitose em linfocitos). Nessas serpentes esta atividade € inibida pela presenca de lactose,
EDTA ou EGTA e a presenga de macrofagos na cultura ¢ fundamental para a resposta
mitogénica das lectinas sobre as c€lulas T (Mastro ¢ cols., 1986).

A ligagio de lectinas com glicoproteinas tem sido muito utilizada para facilitar a
purificagéio e identificagiio de glicoproteinas de plaquetas, como no caso da fitohemaglutinina
e WGA (lectina de trigo), que também estimulam a secrecéio ¢ agregacfio de plaquetas. Outras
trés lectinas de veneno de serpentes CML, BML e RSL, consistentemente estimularam a

secregdo € a agregagdo de plaquetas. A TL, ocasionalmente causou agregacdo, enquanto que
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CuHL, ndo causou nenhuma agregacdo. A lactose foi um potente inibidor das agregacdes, para
todas estas lectinas (Olgivie e cols., 1989).

A lectina isolada de Bothrops godmani ndio apresentou atividade mitogéncia em
leucécitos humanos e nfo atuou como um fator importante no desenvolvimento de edema de
pata em ratos. Trata-se de uma proteina 4cida (pI= 4,9) que possui subunidades de
aproximadamente 14 kDa. Esta lectina aglutina eritrocitos humanos de todos os tipos, porém
ndo ¢ responsdavel por nenhuma outra atividade provocada pelo veneno total, como efeito
hemorragico ou proteolitico. As caracteristicas fisico-quimicas desta lectina, bem como a sua
especificidade por lactose, so bastante semelhantes as demais lectinas isoladas do veneno de
serpentes (Lomonte e cols., 1990).

A lectina LmsL., homodimérica, de 28 kDa e pl de 5,8 aglutina eritrécitos humanos do
tipo A ¢ O Rh™, e nfo aglutina os tipos B ou O Rh". Espectros de dicroismo circular mostraram
78% de estrutura B € 1% de estrutura o como caracteristica de sua estrutura secundéria. Ela
possui 135 residuos de aminoacidos, na muaioria 4cidos, ¢ massa molecular calculado por
subunidade de 16,2 kDa. A lectina LmsL. foi a 2° a ser seqiiénciada e apresenta 92% de
homologia com RSL {Aragon-Ortiz e cols. 1990, 1996).

A estrutura da RSL € composta de 135 residuos em cada subunidade e nio apresenta
carboidratos na sua estrutura. O CRD desta lectina est4 localizado entre os residuos 31 a 131,
dentre os quais 8 sdo altamente conservados e encontrados na maioria das proteinas que
contém este tipo de CRD (Hirabayashi e cols., 1991).

Muitas CLPs, isoladas do veneno de serpentes da familia Viperidae, possuem efeitos
anticoagulantes como a de Trimeresurus flavoviridis, que se liga ao fator de coagulagio IX e

X (Atoda ¢ cols., 1991) apresenta 61% de homologia com echicetina, uma proteina dimérica
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inibidora da aglutinagio de plaquetas induzida por vérios agonistas da glicoproteina Ib (GPIb),
isolada da serpente Echis carinatus (Peng e cols., 1994). Atividade semelhante & da echicetina
foi observada em agkicetina do veneno de Agkistrodon acutus (Chen & Tsai, 1995). O
contrario foi observado em alboagreguina (Trimeresurus albolabris), a qual induziu a
aglutinagio mesmo na auséncia de qualquer cofator como colageno ou Ca* (Peng e cols.,
1991).

Algumas proteinas isoladas de Bothrops jararaca apresentam homologia estrutural
com as lectinas do tipo-C, mas n#o possuem atividade de ligagdo a carboidratos (CLPs).
Exemplificando temos a botrocetina, que € uma proteina formada de heterodimeros, ligante do
fator de von Willebrand (vWF) - proteina multimérica presente na circulagdo sangiiinea ~
indutora de aglutinac@o plaquetdria (Fujimura ¢ cols., 1991). A proteina anticoagulante,
Jararaca IX/ X bp, ligante dos fatores IX e X da cascata de coagulagio sangiiinea, também
inclue-se dentro das CLPs (Sekyia e cols., 1993).

A BJL possui uma seqiéncia de aminoacidos (55 residuos de aminoécidos
sequenciados na regido N-terminal) homéloga com RSL (85% de identidade no N-terminal).
Alguns residuos de cisteinas presentes em BJL encontram-se nas mesmas posigdes que em
RSL, sugerindo formagéo de pontes dissulfeto em posi¢oes semelhantes (Ozeki e cols., 1994).

Botrocetina ¢ BJL sdo proteinas estruturalmente semelhantes mas com atividades
distintas. BJL aglutina fortemente eritrocitos de coelho porém ndo induz a agregagio
plaquetdria mesmo na presenga do modulador vWF. Em contrapartida, a botrocetina promove
a agregacio plaquetdria na presenca de VWF, independentemente de Ca®" (Ozeki e cols.,

1994).
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O efeito de agregagdo plaquetiria também foi observado para a glicoproteina de
Crotalus durisss terrificus, a convulxina, que é um heterodimero formado por subunidades
com 16 ¢ 14 kDa. Os vinte residuos N-terminais seqiienciados de ambas subunidades
indicaram que convulxina pertence a familia das lectinas do tipo-C, € nfio possui atividade
hemaglutinante. O mecanismo de ativagfo/agregagio das plaquetas pela convulxina nfo tem o
envolvimento da GPIb. A indugdio deste mecanismo ocorre através da ligagdo a um
componente p62/GPVI, uma glicoproteina receptora de coldgeno das membranas de plaquetas
(Polgér e cols., 1997b). A rhodocitina, semelhante a convulxina, isolada do veneno de
Calloselasma rhodostoma também induz a agregagio plaquetdria sem ligar a GPIb (Shin &
Morita, 1998).

Este alto grau de homologia apresentado entre as CLPs e as lectinas ligantes de
carboidratos indica um possivel precursor comum, com estruturas semelhantes ao CRD,
possivelmente diferenciado por mutagGes ou rearranjos genéticos pos-transcricionais, que
determinaram a atividade biologica destas proteinas (Ozeki e cols., 1994). O papel fisiolégico
das lectinas em venenos de serpentes ainda nfo foi totalmente esclarecido, entretando,
acredita-se que as lectinas no veneno de serpentes tenham uma. fungdo de defesa assim como
nos invertebrados, porém de uma maneira mais ofensiva. Sugere-se que quando o veneno &
injetado na presa a lectina elicita alguns fendmenos, como aglutinago de células e plaguetas
(Hirabayashi e cols., 1991; Ozeki e cols., 1994),

Uma outra atividade de lectina de veneno de serpentes pode ser encontrada na lectina
Pal, que atua especificamente na liberacio de Ca** do reticulo sarcoplasmatico, € ¢ cerca de
200 vezes mais eficiente que a cafeina, ndo estando envolvida com a atividade das

fosfolipases, abundantes em venenos de serpentes (Ohkura e cols, 1996).
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Uma outra lectina do tipo-C ligante de galactosideos extremamente sensivel a agentes
redutores como o DTT, a Blcul, foi isolada em nosso laboratério (Laboratorio de Quimica de
Proteinas, Departamento de Bioquimica, UNICAMP). Essa lectina apresenta especificidade
para galactosideos, tem massa molecular por subunidade de 15 kDa e nfio ¢ uma glicoproteina
(Carvalho e cols., 1998).

E interessante notar que estas lectinas nio sfo toxicas para mamiferos, ja que injecdes
intramusculares ou subcutineas em coelhos de laboratério ndo causam reagdes adversas
(Ogilvie e cols., 1986).

A atividade hemaglutinante presente nas lectinas ndo reflete diretamente a funcfo
bioldgica que desempenham no veneno, mas constitui wn ensaic convencional para
caracterizar a proteina com atividade de lectina. A funcfo das lectinas nos venenos ainda ndo
esta esclarecida, no entanto as particularidades de sua estrutura, bem como as interagdes com
carboidratos podem levar-nos a aplicagSes de modelos para o estudo dessas interacdes, as

quais participam da grande maioria das interagdes biolégicas descritas para as lectinas.
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OBJETIVOS

> Purificacio de uma lectina (BMooL), partindo do veneno total da serpente
Bothrops moojeni.

» Caracterizago fisico-quimica parcial de BMooL

» Caracterizagdo de BMooL quanto a sua atividade hemaglutinante e especificidade a
diferentes carboidratos.

» Determinacéo dos fatores de inibigio de BMooL.

» Investigagio da modulagio da lectina na agregagiio plaquetaria.
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- Materiais e Métodos
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1- VENENO DE Bothrops moojeni

O veneno bruto de Bothraps moojeni foi cedido pelo Centro de Estudos de Venenos e

Animais Pegonhentos — UNESP (Botucatu- Sio Paulo).
2- PURIFICACAO DA LECTINA DE BOTHROPS MOOJENI
Cromatografia de Afinidade

A lectina de B. mogjeni foi purificada por Cromatografia de Afinidade. Cem
miligramas do veneno bruto de B. moojeni foram dissolvidos em 1,0 mL de tampdo CTBS
(Tris- HCI 20 mM + NaCl 150 mM + CaCl, 5 mM, pH 7,5) e centrifugado ~ 10 x g por 1
min.. O sobrenadante foi aplicado em uma coluna de agarose (Sigma) de 1,0 mL de resina
complexada com D-Lactose, previamente equilibrada com tampao CTBS. Fragdes de 1,0 mL
foram coletadas e monitoradas a 280 nm em espectrofotdmetro Shimadzu UV1201. A lectina
foi eluida da coluna apos aplicagio de 100 mM de Lactose (Sigma) em CTBS. O eluido foi
dialisado contra CTBS, TBS (Tris- HCI 20 mM + NaCl 150 mM, pH 7,5) ou 4gua com trocas

em intervalos de 2 em 2 horas durante 16 horas, posteriormente liofilizado e estocado a 4°C.
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/Fase Reversa

Para verificar a pureza do pico eluido com lactose na cromatografia de afinidade, bem

como o grau de hidrofobicidade da proteina, utilizou-se o equipamento Waters HPLC modelo
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PDA, equipado com duas bombas Waters mod. 510, com injetor automatico de amostra
Waters modelo U6K e coluna C18/ puBondapack. Para a cromatografia de fase reversa
utilizou-se um gradiente descontinuo de 0 a 100% de solugio de acetonitrila 66% em 0,1% de
acido trifluoroacético pH 2,5 (Hearn, 1987). As amostras foram monitoradas a 280nm e em

seguida liofilizadas.

3- DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas foi feita utilizando-se o método descrito por Lowry e cols.,
(1951). A amostra com solugfo de proteina foi diluida 8 vezes em um volume final de 200 pl e
incubada a temperatura ambiente por 10 min. com 1,0 ml. de reagente cuproalcalino,
constituido de Solu¢do A (carbonato de sédio 2% em NaOH 0,1 N, p/v), Solugdo B1 (sulfato
de cobre 1% em H0, p/v} e da Solugio B2 (tartarato de sodio e potassio 2% em H,O, p/v) na
proporgio de 100:1:1 v/v, respectivamente.

Em seguida foram adicionados 50 pl de Reagente de Folin (Merck), deixou-se por 30
min. 4 temperatura ambiente e na auséncia de luz; posteriormente foi lida a absorbéncia a 660
nm. A concentragdo de proteina foi determinada usando curva padrio de soro albumina

bovina, com concentragdes de 0 a 400 ug/mlL.

4- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de Poliacrilamida foi realizada segundo Laemmli (1970).
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Os geis de poliacrilamida foram feitos de modo descontinuo, apresentando um gel de
concentragdo de 5% e gel de corrida de 12,5%, preparados a partir de uma soluglio de
acrilamida estoque, a 30% e NN, metileno-bisacrilamida a 0,8% (Bio Rad Labs. Richimond,
CA, USA) dissolvidos em agua desionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore-Waters Co.).

O gel de corrida foi preparado utilizando-se o tampéo Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 contendo
0,2% de SDS para solubilizacio das amostras, 0,1% de N-N-N-N-Tetrametilediamina
(TEMED) e 0,01% de persulfato de amonio para polimerizagdo. Apés a polimerizagio deste,
foi preparado o gel superior (gel de concentragdo) com 5% de acrilamida em tampéo Tris-HCl
1M, pH 6,8; 0,2% de SDS, 0,1% de TEMED e 0,01% de persulfato de aménio.

As amostras (20 a 50 ug de proteina) foram diluidas no tampdo de amostra (Tris-HCl
0,08 M pH 6,8, adicionando-se 2% SDS + 10% de glicerol e 1% de azul de bromofeno}). A
redugéio das amostras foi feita com DTT (Sigma), numa concentragéio final de 0,1M.

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada em sistema duplo de placas “SE 250 Might
Small II” (Hoefer Scientific Instruments), em tampéo de corrida (Tris-HCI 0,025 M; glicina
0,192 M com SDS a 0,1% pH 8,3) & voltagem inicial de 60 Volts até a entrada da proteina no
gel de corrida e posteriormente de 100 Volts. Foram usados como padrio os seguintes
marcadores de massa molecular, obtidos da Sigma: albumina sérica bovina (67 kDa),
ovalbumina (43 kDa), gliceraldeido-3 fosfato dehidrogenase (36 kDa), tripsinogénio (24 kDa),
lisozima (14,3 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).

Apos a corrida eletroforética o gel foi corado com Comassie Blue R-250 0,1% em
solucdo de acido acético, metanol e 4gua na proporgio de 1: 4: 5 (v/v) durante 5 horas. Em

seguida o gel fol descorado em soiugdo de acido acético, metanol e 4gua, na mesma

proporgéo.
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5 ENSAIO PARA GLICOPROTEINAS

A eletroforese em condi¢Ges nativas, na auséncia de SDS, foi realizada para determinar
a presenga de carboidratos em BMooL. O gel nativo contendo BMool foi dividido, para que
uma parte fosse corada com Comassie Blue e a outra, correspondente a primeira fosse corada
com reagente de Schiff.

A coloragdo para carboidratos fol desenvolvida de acordo com o meétodo do 4cido
periodico — Reagente de Schiff (Korn & Wright, 1973). A corrida eletroforética foi feita como
descrito acima. O gel nativo, apods retirado do sistema, foi fixado com TCA a 12,5% v/v
durante 1 hora e em seguida foi lavado 3 vezes com agua Milli Q e incubado com 4cido
periodico a 1%, p/v, em acido acético 3%, v/v, por 1 hora. Apos este intervalo, o gel foi lavado
por 3 vezes com agua Milli Q e deixado por 12 horas, também em agua. A revelagdo foi feita
apds este periodo com a retirada da agua e a adigfo de reagente de Schiff por 1 hora ou até o
aparecimento das bandas. Em seguida foi lavado repetidamente com metabissulfito de sédio
0,5%, p/v, e deixado por 10 min. em &cido acético 5%, para retirar o excesso de corante;
posteriormente o gel foi mantido em agua. Todas as etapas foram desenvolvidas na auséncia
de uz e a amostra utilizada para este ensaio, foi dialisada por 1 hora em 4cido acético 5% ¢ em

seguida com agua até a retirada total do acido acético.
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6 - ANALISE AUTOMATICA DE AMINOACIDOS.

O sistema utilizado foi do analisador “Pico-Tag” da Waters, onde a identificacio dos
aminoacidos € feita através da cromatografia em HPLC do produto feniltiocarbamil do
aminoacido, proveniente da derivatizagio com feniltiocianato dos aminoscidos, obtidos de
hidrolise acida. Estas formas de croméforos podem ser detectados em concentracdes de 1

pmol.

6.1 — Preparacéio da amostra

Uma quantidade aproximada de 0,5 pg da lectina BmooL, proveniente da
cromatografia em gel de agarose, foi dissolvida em 4gua e acetonitrila (1:1, v/v) e transferida
para pequenos tubos de reagfo de 20 ul de volume. Estes tubos foram colocados dentro do
frasco de reacdo, que possui uma tampa especial, para conecgio com o sistema de vacuo e

atmosfera de nitrogénio.

6.2 — Hidrolise acida

Esta etapa foi efetuada colocando no fundo do frasco de reagio 100 ul de uma solucio
de HCI 6 N, além de Img/ml de fenol para evitar a formagio de clorotirosina. Em seguida foi
feito vacuo proximo de 1-2 Torr até fnicio do borbulhamento do HCL. Fechado o vacuo,
deixou-se entrar nitrogeénio (SS-ultra puro) por 5 seg.. Esta etapa foi repetida por 3 vezes. A

seguir removeu-se a tampa do frasco de reagfo, e a amostra foi levada ao forno de hidrolise,
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al05°C, por 24 horas. Apés este periodo o tubo de reagio foi colocado a vacuo até 65militorr,

para secagem da amostra hidrolisada.
6.3 — Derivatizacio

A amostra hidrolizada foi lavada com 20 ul de uma solugdo de
metanol:dguatrietilamina, 2:2:1 v/v. Cada tubo foi agitado, centrifugado e colocado a
evaporar em vacuo até 65 militorr. Este procedimento removeu sais e solventes, adsorvidos
nos aminodcidos. Uma solugdo fresca de derivatizagio foi preparada com
metanol:trietilamina:agua:feniltiocianato, na proporgio 7:1:1:1 v/v, sendo adicionados 20 ul a
cada tubo de reacdo ¢ deixados a temperatura ambiente por 30 min.. Apds a derivatizacio a
amostra foi seca a vacuo até 50 militorr, para completa remogdo de todo o PITC. A amostra
foi dissolvi.da em 50 pl de uma solugio 0,4 mM de tampdo fosfato de sédio contendo 5% de
acetonitrila.

A analise dos aminoacidos PTC foi realizada em HPLC, usando coluna C18/
uBondapack em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear de 20,5 min., de 0 a
100% de acetonitrila 60%. A identificagdo de cada aminoacido foi feita em relagio a uma

corrida padrio de aminoacidos PTC (Bidlingmeyer e cols., 1984).
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7- ENSAIO DE HEMAGLUTINACAOQ

A atividade hemaglutinante da lectina BMooL foi testada sobre eritrécitos intactos e
sobre eritrocitos tripsinizados de: humanos tipos A, B e O, boi, cavalo, porco e pato. O sangue
foi colhido e mantido em solugio Alsever (2,05 g de glicose, 0,80 g de citrato de sédio e 0.42
g de cloreto de sodio, para 100 mL de 4gua destilada, pH 6,1 ajustado com 4cido citrico).

A tripsinizagdo dos eritrocitos seguiu o método descrito por Lis & Sharon (1972). O
sangue foi centrifugado a temperatura ambiente em centrifuga de mesa (Excelsa 3, Fanem
S.A.) a 450 x g por 10 min.. Em seguida, descartou-se o socbrenadante e o sedimento de células
(eritrécitos) foi lavado 4 a § vezes com NaCl 0,15 M, numa proporgo de 5 mL de NaCl para
cada mL de eritracito sedimentado.

Para cada 1 mL de eritrocitos lavados foram adicionados 25 mL de PBS (0,8 g de
NaCl, 0,02 g de KCl, 0,17 g de Na;HPO, ¢ 0,02 g de KH,PO,, para 100 mL H,0). A dez
partes desta suspensdo foi adicionada uma parte de solugdio de tripsina a 1%, p/v, deixou-se
incubar a 37°C por 1 hora. Os eritrocitos tripsinizados foram lavados de, 4 a 5 vezes, com
solugdo de NaCl 0,15 M para remogiio da tripsina por centrifuigacio. Finalmente foram

ressuspendidos em tampdo (CTBS ou TBS) até a concentracio de 2% dos eritrocitos v/v.

7.1 - Atividade Hemaglutinante

Para determinagdo da atividade hemaglutinante da lectina BMool foram utilizadas

placas de microtitulagdo de 96 pogos (Corning., USA), com 12 colunas verticais ¢ 8 fileiras

horizontais. Inicialmente foram colocados 100 pl da amostra (BMooL) nos pogos da coluna 1
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e nos demais pocos foram adicionados 50 ul de CTBS. A amostra foi entio diluida
serialmente, com transferncia de 50 pl dos pogos da coluna | até 2 penditima (coluna 11}
Apds as diluigdes, foram adicionados a0s pogos 50 ul de suspensio de eritrdeitos intactos ou
tripsinizados 2 2% (v/v). Os Gltimos pocos (coluna 12) continham somente suspensdo de
eritrécitos & foram considerados controles. As placas foram incubadas por 2 noras a
temperatura ambients ¢ observou-se ao final desse periodo a concentrago minima de BMooL
que apresentava atividade hemaglutinante. Os resultados da hemaglutinacBio foram observados
atravss da formac#o de uma malha de hemacias que cobria o fundo dos pocos (colunas 1 e 2,
Figura 3). Como resultado negativo, isto €, auséncia de hemaglutinacio, foi considerada 2

formacdo de um botdo compacto de células no fundo dos pogos { coluna 4, Figura 3 ).

Figura 3: Ensaio de hemaglutinacio apos 2 horas de incubaglo. Fileiras: A
e B suspensdo de eritrécitos humanos tipo A intactos; T g D eritrdcitos

humanos tipo A {ripsinizados ¢ BMooL partindo de concentragfio 0,43

ug/mL (coluna 1).
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7.2 - Emsaio de Inibigio da Atividade Hemaglutinante de BMooL

7.2.1- Por Carboidratos

Os carboidratos utilizados para o ensaio de inibigAo da atividade hemaglutinante
foram: Lactose, Galactose, Glicose, Maltose, Frutose, Rafinose, Sacarose, Manose &
Glucosamina, todos adquiridos da Sigma Chem. Co., USA.

Em placas de microtitulagio foram adicionados aos pogos da coluna 1) 30 ul do
carboidrato em concentragdes iniciais de 100 mM, diluido em CTBS; os demais pogos foram
completados com 25 ul de CTBS ¢ em seguida foi feita a diluic3o serial dos carboidratos,
transferindo-se 25 upl dos pogos da coluna 1 para o seguinte até o peniltimo pogo.
Acrescentou-se, logo apds, 25 ul de BMooL para uma concentracdo de 2.0 ug/ml em todos os
pogos. As placas ficaram sm repouso por 5 min. e em seguida adicionou-se 50 ul de uma
suspensdo de eritrociios humanos tipo A tripsinizados a 2% (v/v). As placas foram incubadas
nor 2 horas 2 temperatura ambiente. A coluna 12 fol considerada como controle, por conter 50
ul de suspensfo de eriirdciic ¢ 50 pl de uma solucdo de carboidrate 200 mM em CTBS. O

controle pesitivo constou de 50 il de BMooL e 50 ul de suspensfo de eritrdcitos.
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7.2.1- Por Agentes Quelantes

Para esta atividade acrescentou-se EDTA ao teste de hemaglutinagfio, para investigar o
requerimento de cations divalentes. Em seguida utilizou-se de EGTA para verificar ses BMooL
¢ dependente de célcio para a atividade. O tampéo utilizado para estes ensaios foi o TBS.

Foram acrescentados, nos pogos da coluna 1 da placa de microtitulagdo, 50 ul de
EDTA ou EGTA (25 mM) ¢ foram diluidos serialmente em 25 pl de TBS, j4 presente nos
demais pocos. Adicionou-se 25 ul de BMooLcom concentragio final de 2,0 pug/ml e
posteriormente fez-se o acréscimo de 50 ul de suspensdo de eritrocitos humanos tipo A
tripsinizados de a 2% (v/v) em TBS. A coluna 12 foi controle, contendo 50 ul de BMooL e 50

ul de suspensdo de eritrocito, em TBS.

7.2.3-Por Agente Redutor

Em placas de microtitulagio 25 ul de solugdo de DTT (5 mM) foi diluida de modo
semelhante aos ensaios ja descritos. Foi adicionado BMool., para uma concentragio final de
4,0 pg/ml e incubou-se por 10 minutos & temperatura ambiente. Posteriormente foram
adicionados aos pogos a suspensdo de eritrocitos tripsinizados de humanos do tipo A a 2% em

CTRS. Os controles ndo continham DTT.
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8- AGREGACAO PLAQUETARIA

Para este ensaio foi coletado sangue de voluntarios sadios, que nio tomaram
medicamentos por 15 dias. O sangue foi colocado em tubos plasticos contendo citrato de sédio
3,8% (1:10 v/v). e centrifugado 4 200 x g por 15 min. & 25°C para obtengio do plasma rico em
plaquetas (PRP) enquanto que o plasma pobre em plaquetas (PPP) foi obtido centrifugando-se
o sangue remanescente a 900 x g por 15 min., a 25°C.

Para preparar as plaquetas lavadas, o PRP foi centrifugado 4 900 x g por 12 min. na
presenga de 9 ul de iloprost (8 nM), um andlogo da prostaciclina. O sobrenadante foi
desprezado, o precipitado de plaquetas foi ressuspenso em solucad de Krebs livre de Ca*t e
centrifugado 2 200 x g; o processo repetiu-se por mais duas vezes (Radomski & Moncada,
1983). Apoés a lavagem, as plaquetas (50 pl) foram incubadas em tubos tipo eppendorf, com
950 ul de oxalato de amdnio 1% por 10 min. e a contagem de plaquetas foi feita em Camara
de Neubauer, ajustada para 3 x 10® plaguetas/mL. Cloreto de Calcio (1 mM) foi adicionado a

suspensdo final das plaquetas. O sangue para obtengdo das PL continha ACD-C 3,68% (1:10).

8.1- Medida da Agregacio Plaquetdria

A medida de agregacfio foi realizada, usando-se uma agregdmero de dois canais
{Payton Scientific Instruments, Inc,, Buffalo, NY). Para o PRP o aparelho foi calibrado contra
PPP, que representa 100% de agregagdo, determinando-se um pico maximo de agregacio. O
PRP representa 0% de agregagio, determinando-se uma linha de base, com isso é possivel

determinar uma amplitude para o registro de agregacgbes deste plasma. Para as PL (0%) a
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calibrag#o foi realizada contra solugéo de Krebs (100%).

Uma suspensio de PRP (500 plj foi mantida sob agitagio constante (900 rpm) no
agregdmero em cuvetas a 37°C, e entdo estimuladas com 25 ul de colageno (8 pg/mL). Para
este agonista, a agregacio (medida por mudancas na absorbancia) iniciava-se em 3 min. apds a
estimulagdo, no entanto os registros eram feitos por um periodo de 10 min. Para uma maior
seguranga dos resultados.

Apbs o regstro da agregacfo estimulada por colageno, adicionou-se, 2 uma outra

suspensdo de plaquetas, 15 ul de BMooL (30 pug/ ml) na auséncia e presenga do colageno.
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ICACAO DA LECTINA DE BOTHROPS MOOJENT

A purificagfo de lectina de B. moogjeni foi feita através de cromatografia de afinidade
em D-lactose. A coluna foi previamente equilibrada com CTBS. Apés a eluigdo do pico A,
monitorado por leitura da absorbancia a 280 nm, a coluna foi lavada com o mesmo tampo ¢ 2
BMooL foi sluida apés aplicacfo de 100 mM de laciose, em CTBS, como discutido em
métodos.

A BMooL. mostrou um imico pico de absorgfo a 280 nm, como € apresentado no perfil
cromatografico (Figura 4). A eficiéncia méaxima da purificacgdo foi de 0,4%, ou sgja, um
rendimento de 0,4 mg de BMooL em cada 100 mg de veneno de B. moojeni.

A fraco eluida da coluna de afinidade apds a adicio de lactose foi dialisada com dgua
por 16 horas ¢ liofilizada. Posteriorments 2 amostra foi submetida 2 cromatografia em HPLC -
fase reversa. O perfil cromatografico de BMooL (Figura 4) apresenta um pico principal, eluido
com um tempo de retencdo de Z0 min em uma conceniracdo de 80% de solvenie B, ¢ dois
outro picos menores com fempo de retengio de 22 e 24 min. e conceniracdo de 83% = 85% de

solvenie B, respectivamente.
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Figura 4. Cromatografia de afimidade em D-lactose-agarose. O veneno total
de B. moojerzi foi aplicado na coluna equilibrada com CTBS. A lectina foi

sluida na presenca de 100 mM de lactose (indicado pela seta). Absorbincia

foi monitorada a 280 nm, coletando-se fragles de 1 mL por tubo.
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Fignra 3: Cromatografia HPLC — fase reversa. A lectina

aluida da coluna de

afinidade foi aplicada a uma coluna C-18 uBondapack (7.8 x 300 mM). Tampio

A TFA 0,1%, pH 2,5 ¢ tamp#o B acetonitrila 66% em tampfo A Fluxo de 2

mL/min. Abs 280 nm {(—) ¢ % de solvente B (—L
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2- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA {SDS-PAGE).

As frag8es eluidas com lactose, ap6s a dialise contra dgua, foram reunidas, liofilizadas
e submetidas a analise do perfil de massa molecular aparente em gel de poliacrilamida a
12.5%, com SIS, como descritos em métodos.

O gel foi corado com Comassie Blue R-250. A fracfic BMoeL, em condigdes ndo
redutoras, apresentou uma banda principal (NR), (Figura 6), tendo também a presenca de
bandas com baixa concentragdo protéica, de aproximadamente 84 ¢ 30 kDa (observadas em
outros géis- dados nfo mestrados). Em condicdes redutoras (R), a fragfo de BMooL aparece
como uma nica banda com massa molecular de aproximadamente 14 kDa (Figura 8). A
massa molecular aparente nas condigdes nfio redutoras de BMooL foi estimada no valor de 28

kDa (Figura 7).

3. ENSATID PARA GLICOPROTEINAS

A coloragdo realizada com 4cido periddico - Reagente de Schiff foi feita com o
obietive de verificar se BMooL seria uma glicoproteina. O gel nativo utilizado para ¢ teste,
ap6s 30 min. de reacdo, apresentou wma banda correspondente 2 BMooL, sem a separacdio das
subunidades (Figura 8B), o gel nativo, corado com Comassie Blue, (Figura 8A), apresentou

Wi grraste.
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Figura 6: Eletroforese de BMooL em gel de poliacrilamida 12,5% (com 3DS). No 1° pogo
(M) estdo os marcadores de massa molecular em kDa. Nos 2° e 3° pogos estdo BMocL em

condiges ndo redutoras (NR) ¢ em condicdes redutoras (R).
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Figura 7: Determinacio da massa aparente da lecting BMooL de Bothrops moojeni, atraves

da eletroforese em SDS-PAGE, contra proteinas padrio de massa molecular.
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Figura & Eletroforsse de BMooL em condigles nativas (auséneia
de 5I8), pH 8,0. As amostras foram coradas para proteinas (gel

Ay = para carboidratos {gel B).
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4-ANALISE DE AMINOACIDOS

A lectina BMooL, apos ser purificada e parcialmente caracterizada, foi submetida a
hidrolise acida (HCl 6N) e a denvatizagdo, para obtengfio da composicdo global de
aminoacidos, mostrado na Tabela 1.

Os residuos dos aminoacidos Trp e Cys ndo foram determinados pelo méiodo
utilizado. A composi¢io global de aminoacidos de BMooL evidenciou uma alta ocorréncia de

Asx, Glx, Lys € Leu, em comparag#o a outros residuos.

5- ENSATIO DE HEMAGLUTINACAO

As leituras foram realizadas apos 2 horas de incubag@io da placa de microtitulago a
temperatura ambiente.

Para os ensaios da atividade hemaglutinante de BMool. foram testados eritrocitos
intactos e tripsinizados de boi, cavalo, pato, porco e humano (ABO).

Dentre as hemacias testadas, BMool. mostrou diferentes comportamentos quanto a
atividade hemaglutinante nos eritrcitos. A concentragdio minima de BMooL capaz de

aglutinar os eritrocitos € dada na Tabela 2 para os diferentes eritrocitos testados.
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"T'abela 1: Composi¢io em aminoacidos de BMooL e BJL . ®

Ac.aspé.rtico/Asparagina (Asx) 13,9 14,1
Treonina (Thr) 3,1 2.2
Serina {Ser) 4,2 6,6
Ac. Glutimico/Glutamina (GIx) 12,6 13,4
Prolina (Pro) 34 4,0
Glicina (Gly) 4.5 4,9
Alanina (Ala) 52 39
Cisteina (Cys) nd 8.1
Valina (Val) 2.5 2.9
Metionina (Met) 1,2 1,6
Isoleucina (Ile) 2.8 3,0
Leucina (Leu) 8.1 7.7
Tirosina (Tyr) 6,2 6,2
Fenilalanina (Phe) 4.0 5,4
Lisina (Lys) 8.0 9,7
Histidina (His) 3,6 3,0
Arginina (Arg) 3.3 23
Triptofano (Trp) nd nd

@ A composi¢io de aminoacidos esta expressa como % molar,
nd-: residuos de aminoacidos nio determinado
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Eritrécitos intactos e tripsinizados de boi foram aglutinados pela BMool em
concentragfes minimas de 80 ug/ mL e 5 ug/ mlL, respectivamente.

Entrocitos humanos intactos e tripsinizados mostraram uma sensibilidade maior para a
lectina. Hemacias do tipo A intactas e tripsinizadas foram aglutinadas, em concentragdes
minimas de 0,48 pg/ mL e 0,24 pg/ ml, respectivamente. Hemacias do tipo B e tipo O foram
aglutinadas com a mesma concentragdo minima de BMooL, as intactas com 0,96 pg/ mL e as
tripsinizadas com 0,48 pug/ mL.

Para eritrdcitos de cavalo intactos e tripsinizados utilizou-se de uma concentrag@io
maxima de 66 pg/ ml da lectina e nfio ocorreu aglutinagdo. No caso de eritrocitos de pato
foram testados apenas os intactos com uma concentragido maxima de 160 ug/ mL de BMooL e
também ndo houve aglutinacéo.

Os eritrocitos tripsinizados e intactos de porco foram aglutinados, em concentragdes de
BMool. de 1,5 e 3.4 ug/ mL respectivamente.

Para os demais testes foram selecionadas as hemacia humanas do tipo A, devido a sua

maior sensibilidade & hemaglutinagio induzida por BMool.
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Tabela 2: Concentracio minima hemaglutinante de BMooL sobre diferentes

eritrocitos a 2% (v/v) em tampio CTBS.

Boi 80,0 5.0

Humano tipo —A 0,48 0,24
Humano tipo B 0,96 0,48
Hurnano tipo -0 0,96 0,48
Porco 3,4 1.5

Cavalo na’ na'
Pato na' nd®

na'- Nio ocorreu aglutinagdo (na).
nd*- Nio foi determinado (nd).

6- ENSAIO DE INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE DE BMooL

6.1- Inibicéio por Carboidratos

A atividade hemaglutinante induzida por 2,0 ug/ml de BMooL sobre eritrdcitos
humanos tipo- A tripsinizados ¢ inibido mais intensamente na presenca de 0,78 mM de
lactose, 1,56 mM de galactose e 1,56 mM de rafinose. Sacarose, glicose ¢ maltose também
inibem a aglutinacio na concentragéo de 6,2 mM, enquanto outros aglicares como manose,

frutose e glucosamina tiveram pouco ou nenhum efeito sobre a atividade desta lectina (Tabela

3).
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Tabela 3: Efeito de carboidratos na hemaglutinagio induzida por BMooL em

eritrocitos humanos tipo A tripsinizados. CMIc corresponde a concentragio minima

de carboidrato que inibe a atividade hemaglutinante. A concentracio de BMooL foi

ajustada para 2,0 ng/ mlL.

D-lactose

D-galactose
D-rafinose
D-glicose
D-sacarose
D-maltose
D-manose
D-frutose

D-glucosamina

50

>100
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6.2- Inibicio per Agentes Quelantes

BMooL. demonstrou requerer cations divalentes para sua atividade. Os ensaios feitos na
presenca de EDTA apresentaram inibi¢io completa de hemaglutinagio induzida por 2.0 ug/ml
de BMoolL em eritrocitos tipo A tripsinizados de humano. O mesmo ocorreu na presenga de
EGTA, confirmando a dependéncia desta lectina por ions célcio (dados ndio mostrados). A
determinagiio da concentrago mimma dos quelantes na atividade hemaglutinante nfo foi

observada, pois até a diluigio de 0,024 mM de EDTA e EGTA houve inibigo.

6.3- Inibicdo por Agente Redutor

A atividade hemaglutinante da lectina BMooL (4,0 ug/ mL) em eritrdcitos tipo A
tripsinizados de humanos foi inibida até uma concentragio minima de 0,31 mM de DTT

(agente redutor).
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7- AGREGACAO PLAQUETARIA

Inicialmente, utilizamos 30pg/ mL de BMoolL. em PRP (25 vezes a concentragio dos
testes de hemaglutinagdo) e ndo foi observada uma atividade agregante da lectina. Um
segundo ensaio foi feito com PRP na presenga de BMooL e colageno (8 ug/ mL) e ndo s
observou qualquer efeito significativo, estimulador ou inibidor da agregagao.

Posteriormente foram feitos controles de agregagbes estimuladas com ADP ou
Colageno e testes desses agonistas na presenga da lectina. No PRP contendo BMooL ¢ ADP,
observamos uma agregagio semelhante 2o controle, € com relagdo ao coldgeno, uma sutil
estimulacio (cerca de 10%) foi observada na presenga da lectina. Trombina e ristocetina,
foram testadas em PL na presenga de plasma, ¢ ndo se observou nenhuma modulagdo nas
plaguetas por agao de BMooL..

Desta forma, foram feitos mais 4 experimentos na presenga de Colageno e nenhum
efeito significativo foi observado, mesmo com doses de até 40 pg/ mL de BMooL ¢ com

tempos de incubagao superior a 5 minutos.
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As serpentes do género Bothrops ha muito tempo vém sendo objeto de estudos dos
pesquisadores poOfr apresentarem em Seus venenos uma complexa mistura de proteinas ¢ de
componentes nd0 protéicos, por serem responsaveis por grande parte dos acidentes ofidicos
no Brasil, bemm como pelo quadro clinico caracteristico que seu veneno produz. QOutra
caracteristica inportante, e que estd sendo recentemente estudada nas serpentes deste género,
sdo as diferengas dentre os venenos, com relaggo as suas propriedades bioquimicas devido as
variagdes geograficas, idade, sexo ¢ dieta das serpentes. Tais diferengas podem ser observadas
em serpentes da mesma espécie e muitas vezes provenientes do mesmo local (Daltry e cols.,
1996; Francischetti e cols., 1998).

Como exemplo, pedemos citar o veneno de Bothrops moojeni que apresenta
similaridades com os venenos de Bothrops neuwiedi e Bothrops jararacussu, quanto a elevada
atividade fosfolipasica, agregagiio plaquetaria, atividade coagulante e diminui¢iio na atividade
proteolitica e inibitéria na agregacio das plaquetas, contrariamente a Bothrops jararaca. Essas
diferen¢as atuam como ferramentas para distinguir atividades bioquimicas entre os venenos ¢
também para classificacdo taxondmica de espécies do mesmo género (Francischetti e cols,,
1998).

Para o presente trabalho, foram testados um total 10 amostras de veneno da espécie
Bothrops moojeni, de diferentes procedéncias. Desses venenos, apenas 2 amostras
apresentaram atividade de lectina nos testes realizados, sendo que uma era de um individuo
apenas € a outra de um “pool” de individuos. Somente esta Gltima foi utilizada em todos os
outros experimentos. Segundo Monteiro € cols. (1997), as proteinas dos venenos de serpentes
ndo sio expressas igualmente em todos os espécimes ¢ podem ser produzidas com variagOes

qualitativa e quantitativa significantes.
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Segundo esses autores, nos venenos coletados durante 10 meses de duas fémeas de
Bothrops jararaca foram testados a presenca de lectina, em testes de hemaglutinaco, ¢ em
apenas uma das serpentes foi detectada a presenca de lectina sem variacio na atividade
durante o periodo de coleta. A auséncia da atividade hemaglutinante em um dos venenos
(assim como em outras serpentes) pode indicar que outros aspectos, como fatores genéticos,
devem ser considerados para explicar os diferentes resultados encontrados nos venenos de
serpentes (Monteiro e cols., 1998).

A presenga de lectina foi investigada em vérios venenos de serpentes e em todos eles
essas proteinas demonstraram ser dependentes de calcio, especificas para lactose e sensivels a
agentes redutores (Olgivie & Gartner, 1984). Lectinas com essas caracteristicas foram
purificadas dentre outras, de serpentes de varios géneros como Crofalus atrox (Hirabayashi ¢
cols.,, 1991) e Lachesis muta stenophyrs (Aragdén-Ortiz e cols., 1996) e do género Bothrops
como Bothrops atrox (Gartner e cols,, 1980), Bothrops godmani (Lomonte e cols., 1990),
Bothrops jararaca (Ozeki e cols., 1994) e Bothrops jararacussu (Carvalho ¢ cols., 1998).

Da mesma forma, isolamos do veneno da serpente Bothrops moojeni, uma proteina
com atividade hemaglutinante. Essa proteina é uma lectina ¢ foi isolada em um tnico passo de
purificagdo atraveés de cromatografia de afinidade em coluna de D-lactose imobilizada, A
lectina foi facilmente eluida da coluna apés a aplicagio de 100 mM de lactose, apresentando
um tnico pico de absor¢do a 280nm (Figura 4); no primeiro pico (pico A) do perfil de eluicéo
foram separadas as demais proteinas do veneno, n#o ligantes de carboidratos,

A quantidade maxima de BMooL purificada, em cada 100mg de veneno, variou para
cada amostra entre 0,38 a 0,7 mg O rendimento das lectinas purificadas do veneno das

serpentes fica em torno de 0,3% a 1% do veneno total segundo Gartner & Ogilvie (1584).
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Comumente BMool perfaz 0,4% do veneno total, similarmente ao encontrado na lectina de
Dendroaspis jarnesoni (0,48%), uma porcentagem um pouco maior do que a lectina
encontrada em B. godmani (0,3%) e em B. atrox (0,24%) (Olgivie e cols., 1986) ¢ menor com
relagio a Bjcul. (0,9%) (Carvalho ¢ cols., 1998).

A lectina de B. moojeni (BMooL), depois de eluida da cromatografia de afinidade, foi
submetida a uma cromatografia em fase reversa-HPLC, onde monitoramos o grau de pureza e
de hidrofobicidade da lectina. BMooL foi eluida no pico principal, em torno de 80% de
acetonitrila (figura 5), demonstrando que a lectina tem uma forte ligagdo com a matriz
cromatografica da coluna C-18. Essa ligagio, provavelmente, esta relacionada ao centro
hidrofobico das lectinas, formado por residuos conservados de aminoacidos alifaticos e
aromaticos, j& caracterizada em algumas lectinas (Drickamer & Taylor, 1993) como a do
veneno de Crotalus atrox (Hirabayashi e cols., 1991).

A fracdio de BMooL proveniente do HPLC foi submetida a testes de hemaglutinacio e
apresentou perda de atividade hemaglutinante, mesmo ap6s a dialise com CTBS. Desta forma,
podemos observar que em meio 4cido (tampdo utilizado na cromatografia de fase-reversa) ha
uma desestabilizacfo da estrutura da lectina, devido a uma diminuig¢io da afinidade de seu
CRD por Ca*". Desta forma niio ocorre a formacio do complexo de ligagio a carboidratos.
Esta perda do cation possivelmente promove a exposi¢io dos centros hidrofobicos da lectina,
0s quais interagem com a coluna C-18 (Loeb & Drickamer, 1988; Drickamer & Taylor, 1993).
Uma observacdo interessante, ¢ proveniente de modelagem molecular da proteina echicetina,
baseado em MBP, mostra que o “loop” de ligagdo do Ca® coincide com residuos de

aminoacidos hidrofébicos das subunidades o daguela lectina (Polgar e cols., 1997a).
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Concordando com os resultados encontrados nas lectinas de D. jamesonii (Olgivie e
cols., 1986), B. godmani (Lomonte e cols., 1990} e B. jararacussu (Carvalho € cols., 1998), a
analise eletroforética da fragdo eluida com lactose (100 mM) em SDS-PAGE revelou em
condi¢des nfo redutoras, uma banda principal com massa molecular aparente de 28 kDa
(figura 5 e 6). Ha a presenca de mais duas outras bandas, menos evidentes que a primeira, que
migram com massa molecular aparente de 30 kDa e 64 kDa. Provavelmente essa bandas
referem-se a formas de agregacio, de trés € quatro subunidades da lectina, respectivamente,
apesar da maior parte da proteipa ocorrer como um dimero de 28 kDa. Em condigdes
redutoras, isto €, na presenga de 0,1 M de DTT, essas bandas desaparecem ¢ BMooL apresenta
uma Unica banda, de aproximadamente 14 kDa.

A colorag8o de BMool. pelo reagente de Schiff, apds o tratamento do gel nativo com
periodato, (figura 8B) evidencia a presenga de carboidratos ligados covalentemente a lectina,
revelando ser esta uma glicoproteina. O gel que foi corado com Comassie blue, (figura
8A)demonstra a banda de BMooL seguida de um arraste, que é caracteristico para a
eletroforese de glicoproteinas nas condigOes nativas (auséncia de SDS). Os carboidratos sdo
responsaveis por essa heterogeneidade que aparece nos géis (Morris € cols., 1989).

A tnica lectina de veneno de serpente descrita como uma glicoproteina, a convulxina
de C. durissus terrificus, ¢ heterodimérica com massa molecular de 14 e 16 kDa, nfio apresenta
atividade hemaglutinante ¢ € uma potente ativadora de agregagio plaquetaria, através de
receptor de colageno-p62/GPVI (Polgér e cols., 1997b). As demais lectinas isoladas dos
venenos de serpentes como RSL, BML, JML e a trombolectina, foram analisadas pelo método
de Schiff ¢ ndo apresentaram carboidratos ligados as suas estruturas. Por outro lado, grande

parte das lectinas isoladas de vegetais como as lectinas de Erythrina velutina (Moraes ¢ cols.,
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1996) e Dolichas labla (Mo ¢ cols., 1999) e lectinas isoladas de microorganismos como da
Entoameba histolitica (McCoy ¢ cols., 1993) é glicoproteina,

Muitas proteinas de venenos de serpentes sfo glicoproteinas e em algumas espécies
podem ser glicosiladas de maneira especifica. Elas contém oligossacarideos de diversas
estruturas, € as atividades biologicas e farmacolégicas dessas glicoproteinas em veneno de
serpente ainda permanece em estudo (Gowda & Davidson., 1992).

Apesar das caracteristicas hidrofobicas citadas acima (figura 5), BMooL, bem como as
lectinas de veneno de serpentes como BJL (Ozeki e cols., 1994), C. afrox (Hirabayashi € cols.,
1991) e Lachesis muta stenophyrs (Aragén-Ortiz e cols., 1996), s&o consideradas moléculas
hidrofilicas pelo alto conteudo de Asp, Glu e Lys compondo sua estrutura.

A composig¢do global em aminoacidos de BMooL evidenciou um alto contelido de
aminoacidos hidrofilicos como Asx, Glx, Lys e Leu (Tabela 1) compativel com as lectinas
BJL (Ozeki e cols., 1994), RSL (Hirabayvashi € cols., 1991) e mais discretamente com a lectina
da serpente Lachesis muta stenophyrs (Aragén-ortiz e cols., 1996). A composi¢cio de
aminoacidos de BML e JML nido tem valores semelhantes 8 BMooL, principaimente JML -
uma lectina que apresenta caracteristicas muito distintas das lectinas de veneno de serpentes -,
ja que ndo depende de Ca™ ¢ apresenta atividade hemaglutinante na presenga de agente
redutor: JML tem um elevado contetido glicina e alanina (Olgivie e cols., 1986).

As diferencas observadas entre os resultados das andlises de aminoacidos entre BMooL
e BJL (Tabela 1) podem ser atribuidas a alguns fatores, como alteragdes quimicas que ocorrem
quando a proteina € submetida a hidrolise acida em elevadas temperaturas. Nio ha uma

condi¢do padrio de hidrolise que fornega resultados corretos para todos os aminoacidos. A
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presenga de outros componentes ndo protéicos (acucares, lipidios), pode interferir na
recuperagio dos aminoacidos (Sittampalam e cols., 1988).

Em nossa analise, os valores de ¥ cistina e triptofano nfio foram tabelados, pois esses
residuos ndo foram detectados pelo processo empregado e nenhumna corregio para possiveis
perdas durante a hidrolise dcida foi feita, relativamente ao contetido de cistina. Isto, em parte,
impossibilitou uma estimativa precisa da massa molecular para BMooL, pela analise de
aminoacidos.

Nos ensaios de hemaglutinagio BMooL foi testada com diferentes tipos de eritrécitos e
mostrou atividade aglutinante sobre eritrocitos intactos e tripsinizados de humanos (ABO), de
boi e de porco. O perfil da atividade hemaglutinante foi (em ordem decrescente): eritrocitos
humanos do tipoA > humanos do tipo B = humanos do tipo O > porco > boi; sendo que os
eritrocitos humanos intactos e tripsinizados do tipo A (Figura 3), apresentaram sensibilidade a
BMooL 2 vezes maior que 0s do tipo B e O, cerca de 6 vezes maior que eritrécitos de porco ¢
20 vezes maior que os de boi (Tabela 2).

Os eritrocitos de cavalo ndo aglutinaram na presenga de BMooL, mesmo apés
tripisinizagfo (que aumenta a sensibilidade dos eritrocitos, como mostram os dados da tabela
2) e em concentragdes de BMooL que ultrapassam 66,0 ug/ml. Os eritrécitos intactos de pato
ndo sdo sensiveis a acgdo da lectina BMooL em concentragdes de até 160 ug/ mL. As lectinas
apresentam diferencas quanto a atividade hemaglutinante sobre vérios tipos de eritrocitos,
intactos ou sensibilizados com tripsina ou pepsina. Isso pode nos indicar a presenca de
diferentes carboidratos ou glicoproteinas na superficie externa das membranas dos eritrécitos
de cada espécie, justificando a afinidade diferencial das lectinas por determinados eritrocitos.

A atividade hemaglutinante de BMool. sobre eritrocitos humanos tripsinizados do tipo
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A ¢é inibida competitivamente por lactose, galactose e rafinose (Tabela 3). Esses trés
carboidratos apresentam pelo menos um grupo galactosideo disponivel que interage, na
presenga de Ca®*, com a lectina BMooL. A afinidade apresentada por BMooL ¢ a mesma das
lectinas do tipo S (Drickamer & Taylor, 1993)

Tendo BMooL maior afinidade para galactosideos, esperavamos encontrar auséncia ou
efeito menor de outras hexoses como glicose e manose, devido a diferengas estereoquimicas
nas posigdes 2- (manose) e 4-OH (glicose) em relagdo a galactose, que certamente teriam
interagbes diferentes no sitio de ligacio, considerando posi¢des de residuos de aminoacidos
(Kolatkar & Weis, 1996; Elgavish & Shaanan, 1997). De fato os dados da Tabela 3 mostram
que a glicose ¢ 4 vezes menos potente € a manose 32 vezes menos potente que a galactose na
inibigio da atividade hemaglutinante. As lectinas que interagem com galactose,
frequentemente, também interagem com galactosamina. No entanto, em lectinas isoladas de
venenos de serpentes os carboidratos aminados, mesmo contendo grupamentos galactosideos,
néo apresentam nenhum efeito sobre a atividade destas lectinas (Gartner ¢ cols., 1984; Ozeki e
cols., 1994 e Carvalho ¢ cols., 1998). Nossos resultados confirmam essas observagdes uma vez
que glicosamina néo ¢ capaz de inibir a atividade hemaglutinante de BMooL sobre eritrocitos
humanos tipo A, mesmo em concentragdes superiores a 100 mM (Tabela 3) ao passo que 12,5
mM de glicose foram suficientes para inibir tal atividade. Possivelmente a posi¢io do
grupamento amina interfira na interagdo da lectina com o rtesiduo galactosideo (Carvalho e
cols., 1998).

A agiio hemaglutinante de BMooL sobre eritrécitos humanos do tipo A ¢ inibida na
presenca de EDTA ¢ EGTA (quelantes de cations divalentes) em concentragdes minimas, isto

é, inferiores a 24 uM. Isto mostra que a atividade hemaglutinante de BMooL ¢ dependente de
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Ca®", enquanto em algumas outras lectinas de veneno de serpentes essa dependéncia de Ca®*
nio ¢ observada (Olgivie e cols., 1986)

Pelos resultados obtidos em SDS-PAGE, ¢ possivel observar que a forma dimérica de
BMoolL ¢ predominante no veneno da serpente. No entanto, nio é possivel afirmar se a forma
funcional de BMooL ¢ representada pelo dimero ou por complexos de 3 ou 4 subunidades. A
unica afirma¢@o possivel a partir de nossos resultados experimentais é que BMooL perde sua
atividade com a dissociagdo das subunidades, induzida pela presenca de agentes redutores
como o DTT. Portanto, a associagio dessas subunidades por pontes dissulfeto ¢ fundamental
para atividade hemaglutinante da lectina.

Varios trabalhos relatam que venenos de serpentes apresentam muitos componentes
que estimulam ou inibem a agregacio plaquetaria. As lectinas, pelo fato de se ligarem
reversivel e seletivamente a carboidratos, tém demonstrado uma capacidade de se ligar as
plaquetas e induz uma mudanca conformacional em receptores de fibrinogénio, como a GP
IIb/Ila, promovendo uma subsequente agregagdo/aglutinagio ou inibiglio deste processo
(Markland, 1998).

Com a inten¢dio de verificar se Bmool. apresenta alguma atividade na agregacdo
plaquetéria, utilizamos PRP ¢ PL humanos na presenga de agonistas como ADP - que induz
mudanga conformacional nas plaquetas e expressa receptores para fibrinogénio - o colageno
que possui receptores nas membranas das plaquetas, como a glicoproteina GPla - Trombina
que causa agregacdo ligando-se a GPIb ¢ degrada GPV - e ristocetina um antibidtico que ¢
analogo ao vWF, causando adesdo e aglutinag@io das plaquetas (Siess, 1989).

A adigio de BMooL a PRP nio teve, per se, uma atividade agregante significativa na

concentragdo de 30 pg/ mL com 3, 5 e 8 min. de incubagdo. Os experimentos na presenca de
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Colageno niio apresentaram nenhum efeito significativo, mesmo com doses de até 40 pug/ mL
de BMooL e com tempos de incubagfio superiores a 5 min. Qutros ensaios com agonistas
como ADP e em PL com trombina e ristocetina foram realizados, em um unico experimento,
com finalidade de venficar o comportamento de BMooL, mas também nenhum efeito
modulador foi observado.

Dados na literatura mostram que a lectina BJL nfo tem atividade moduladora no fator
vWF e que a TL ocasionalmente causou agregacio plaquetdria, em uma concentragio de 50
ug/ mL. Outras lectinas de serpentes como em L. muta, Crotalus atrox e Ancistrodon
piscivorous leukostoma (todas especificas para lactose) estimula a agregagdo plaquetdria
(Olgivie e cols., 1989).

A convulxina, uma glicoproteina pertencente a familia heterodimera das lectinas do
tipo-C e que n#do possui atividade hemaglutinante, ¢ um potente agente da agregagio
plaquetaria. Esta lectina nfio se liga a GPIb, mas induz uma transdugfo de sinal semelhante ao
colageno, ligando-se a um outro receptor glicosilado da membrana (p62/GPVI), para ativar as
plaquetas. Diferentemente de outras lectinas de veneno, a agdo da convulxina nas plaquetas
ndo esta relacionada com a GPIb (Polgar e cols., 1997b).

E interessante notar que algumas proteinas isoladas do veneno de serpentes, como a
botrocetina (B. jararaca), a alboagreguina (7. albolabris) ou a bitiscetina (B. arietans) que
agregam plaquetas, apresentam-se estruturalmente como heterodiméricas, relacionadas com as
lectinas do tipo-C, sem atividade hemaglutinante, e possuem CRD estrutural nfo ligante de
carboidratos (Fujimura ¢ cols., 1996). Desta forma, é possivel afirmar que estas proteinas

pertencem a uma familia com alta homologia estrutural e com atividades biologicas diferentes.
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Segundo Ozeki (1996), ha uma seqiiéncia tripeptidica altamente conservada nos CRD
das lectinas ligantes de carboidratos Gln-Pro-Asp (especifica para manose) ¢ Glu-Pro-Asn
(especifica para galactose) que ndo est4 presente nas “proteinas heterodimeras”,
provavelmente por dele¢do ou substitui¢io dos residuos.

Essas observagdes sugerem que muitas proteinas do veneno estfio relacionadas com
uma proteina precursora, de estrutura semelhante ao CRD, porém diferenciada em suas
fung@es. E provavel que as lectinas tipo C possam ser formadas por degradacgo proteolitica de
um precursor de disintegrinas e metaloproteases (Kini, 1996). Como um exemplo, temos o
RVV-X, um fator coagulante de Vipera russelii que se liga ao fator X da cascata de
coagulacdo sanguinea e apresenta trés dominios divididos em duas cadeias peptidicas. A
cadeia pesada € constituida dos dominios de metaloprotease ¢ disintegrina, enquanto a cadeia
leve possui um dominio homélogo as lectinas do tipo-C, que pode estar envolvido na ligagio
da proteina ao fator X (Takeya e cols., 1992).

Os estudos realizados com BMooL em plaquetas, necessitam ser aprofundados para
methor entendimento das propriedades biologicas desta lectina. Qutros ensaios para verificar o
potencial mitog€nico ou de adesdo de BMooL sobre linhagens celulares como as de linfécitos
deverdo ser feitos, para uma caracterizagio biologica mais completa desta proteina,

Dados que podem corroborar para a determinagio das provaveis fungdes das lectinas
de venenos como a BMooL, além das atividades bioldgicas, incluem: uma caracterizagio da
estrutura molecular desta protefna por sequenciamento total de seus residuos (estrutura
primaria), a determinagdo das porcentagens de estruturas secundsrias (dicroismo circular),
bem como a analise da estrutura tercidria a partir de estudos cristalograficos. O interesse no

estudo das lectinas de venenos de serpentes nfio se restringe unicamente ao fato dessas
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apresentarem dependéncia de Ca™ ou por terem propriedades intermedidrias entre os dois
grupos de lectinas animais: as do tipo S e tipo C, mas pela constituigdo de sua estrutura
primaria, que apresenta aproximadamente 130 residuos de aminoacidos e nfo possuem outros
dominios. Em outras palavras, pode-se dizer que essas proteinas constituem o préprio CRD
observado em outras lectinas (Drickamer, 1993). Faz-se necessario um emtendimento mais
detalhado da interacdo lectina-carboidrato para esclarecimento dos mecanismos e da origem

das atividades biologicas das lectinas em venenos de serpentes.
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CONCLUSAO

BMoolL ¢ uma glicoproteina isolada do veneno da serpente Bothrops moojeni.
Caracterizada como uma lectina com propriedades intermedidrias entre os tipos C S, ela
apresenta atividade hemaglutinante dependente de calcio que ¢ inibida por carboidratos como
lactose e galactose. Nio foi observado nenhum efeito de BMool como modulador da
agregagio de plaquetas humanas. E um dimero, com subunidades de 14 kDa associadas por
pontes dissulfeto e a associago destas € imprescindivel para sua atividade. A determinacfio da
composicdo de aminoacidos demonstra um contetido elevado de residuos 4cidos (Asx e GIx) e

uma composi¢io de aminoacidos semelhantes a BJL (Lectina de B. jararaca).
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