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Apresentacao:

Lectinas sao proteinas presentes em varios organismos, incluindo
microorganismos, plantas e animais. Sao caracterizadas por se ligarem de
forma reversivel e ndo-covalente a carboidratos, propriedade que lhes confere
ampla gama de fungdes biolégicas. Podem ser classificadas em lectinas tipo C,
tipo S, tipo I, tipo P e pentraxinas, de acordo com informagdes estruturais,
incluindo a analise das sequéncias de seu dominio de reconhecimento ao
carboidrato. Muitas dessas proteinas ja tém sido utilizadas terapeuticamente
contra patdégenos (fungos, bactérias, Leishmania sp., virus, insetos, etc) e

também como terapia adicional ao tratamento de diversos tipos de cancer.

As lectinas tipo C sdo encontradas ainda em peconhas de serpentes,
sendo divididas em lectinas ligantes de sacarideos e lectinas tipo C-like. O
primeiro grupo apresenta-se geralmente como homodimeros de cerca de 30
kDa e representa até 1% da composicao total da peconha. O segundo grupo é
composto por heterodimeros de massa relativa variavel, normalmente nao é
capaz de se ligar a carboidratos e, por conseguinte, ndo aglutina eritrécitos.
Atualmente, a verdadeira contribuicdo das lectinas para o envenenamento
ofidico permanece incerta, fato que ressalta a importancia de estudos que

relacionem a estrutura e funcéo de lectinas dessa fonte.

Essa dissertacdo foi elaborada de acordo com as normas da pds-
graduacao em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia,
sendo o capitulo 1 constituido de uma fundamentagéo teérica, ou seja, um
breve levantamento bibliografico sobre o assunto estudado. O capitulo 2 foi
escrito em formato de artigo a ser enviado a uma revista internacional indexada
ainda nao definida, abordando sobretudo os métodos utilizados, os resultados
e sua discussdo.O trabalho descreve a purificagdo e caracterizagdo quimica e
biol6gica de uma lectina tipo C presente na peconha de Bothropoides
pauloensis.



Capitulo 1:

Fundamentacao teorica



1.1. Lectinas: um breve histoérico

As lectinas sao proteinas que tém despertado grande interesse e
fascinio da comunidade cientifica ha muitos anos, devido a sua ocorréncia em
diversos organismos e, consequentemente, a sua variedade de fungbes. O
nome lectina, proposto por Boyd e Shapleigh (1954) e originado do latim
legere, significa escolher ou mudar. Essa nomenclatura foi entdo aceita e
adotada mundialmente devido a principal caracteristica apresentada por essa
classe de proteinas, a aglutinacdo de diferentes tipos de eritrocitos in vitro.
Atualmente, quando se sabe a especificidade de ligacao da proteina, a mesma
€ denominada lectina; no entanto, quando é desconhecida a especificidade em
relacdo a qual agucar ocorre a ligacéo, a proteina € denominada por um termo

mais geral, hemaglutinina (LAM; NG, 2011).

O marco inicial no estudo de purificacdo e caracterizagao de lectinas foi
com o trabalho de Dixson em 1887 e a descoberta de uma proteina da
mamona (Ricinus communis), posteriormente denominada ricina por Stillmark
em 1988. Neste segundo estudo descobriu-se que tal lectina purificada das
sementes de R. communis era capaz nao apenas de aglutinar eritrécitos, como

também de precipitar proteinas do soro.

Em seguida, os estudos pioneiros de Ehrlich (1891) com a ricina e a
abrina (uma aglutinina de Abrus precatorius) contribuiram para a fundacao da
Imunologia basica. Baseado em relatos de agricultores, o autor descobriu que
bezerros poderiam ser prevenidos da intoxicagdo por abrina ou ricina quando
alimentados por pequenas concentragcdes das suas respectivas sementes de
origem, sendo essa propriedade protetora transmitida ao longo das geracgoes.
Vale ressaltar que tanto a ricina quanto a abrina apresentam duas
subunidades, sendo a primeira constituida de uma subunidade téxica com
atividade N-glicosidasica (cadeia A) e a segunda composta pela fracao ligante
de carboidratos (cadeia B) (BARBIERI et al., 1993).

Outra lectina extensivamente estudada é a Concanavalina A, extraida de
Canavalia ensiformes. Sumner e Howell (1936) verificaram que a

Concanavalina A era capaz de aglutinar eritrécitos devido a sua interagdo com
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acucares presentes na superficie dessas células. Na década de 1940, tanto
Boyd quanto Renkonen visualizaram a caracteristica preferencial de lectinas
por alguns tipos de eritrocitos, quando trabalharam com lectinas extraidas de
Phaseolus limensis e Vicia cracca. Ambas aglutinavam eritrécitos humanos do
tipo A, mas ndo possuiam nenhum efeito sobre os tipos O e B. Tais estudos
foram bastante relevantes para o entendimento de como ocorre o0 processo de
hemaglutinagcdo e comprovaram a especificidade que lectinas apresentam em

relagéo a diferentes tipos de eritrécitos.

Estudos com a lectina do feijao Phaseolus vulgaris (PHA), que apresenta
atividade mitogénica sobre linfécitos (NOWELL, 1960) e a lectina de gérmen de
trigo (WGA), que diferencia células normais e malignas (AUB et al., 1963),
também tiveram grande importancia para a consolidacdo da Imunologia. Hoje
ja € bem relatada na literatura a funcdo de defesa que lectinas de plantas
apresentam contra insetos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995a,b; MURDOCK;
SHADE, 2002; VANDENBORRE, 2011). Assim, por serem proteinas tao
extensivamente estudadas e descritas, lectinas de plantas sdo também

denominadas como aglutininas.

Na década de 1970, iniciou-se a era da “lectinologia”, apos o trabalho de
Sharon e Lis (1972), listando as lectinas de plantas até entdo isoladas e
caracterizadas e suas possiveis aplicacées, especialmente no campo da
histopatologia. Somente em 1974, Stockert e colaboradores descreveram a
primeira lectina de origem animal, sendo esta denominada como uma “lectina
hepatica de mamiferos”. Mais especificamente, com respeito as lectinas
ligantes de B-galactosideos, os primeiros relatos foram com o estudo das
eletrolectinas extraidas da enguia, também na mesma década. Tais proteinas
sado atualmente encontradas nos mais diversos vertebrados (TEICHBERG et
al., 1975; HARRISON, 1991).

Provavelmente, a dificuldade em se iniciar os estudos com lectinas de
origem animal se deve ao fato de apresentarem uma expressao tecidual bem
inferior em relacao as lectinas vegetais. Assim, para uma caracterizagdo mais

detalhada de lectinas animais, € necessario partir-se de uma quantidade de



material bruto muito grande, o que pode tornar o trabalho inviavel (LAM; NG,
2011). Hoje sabemos que as lectinas estdo amplamente descritas em varios
organismos, abrangendo de microorganismos (bactérias, fungos) a animais
(vertebrados e invertebrados) e plantas (LIS; SHARON, 1986; UTARABHAND
et al.,, 2007). Em 1998, Peummans e Van Damme fizeram uma revisdo e
observaram que lectinas ja haviam sido descritas em mais de 500 organismos,
ressaltando a sua variada importancia bioldgica.

Em relacdo as lectinas de pegonhas de serpentes, os estudos se
iniciaram apds a descoberta da thrombolectina presente na peconha de
Bothrops atrox (Gartner, 1980). Todavia, a indugcédo de aglutinacao de eritrocitos
pela peconha bruta da cascavel Crotalus durissus ja havia sido evidenciada
pela primeira vez por Mitchell (1860), sendo tal efeito atribuido a acado de
lectinas presentes na peconha (Olgivie; Gartner,1984). A partir de entao,
muitos outros trabalhos envolvendo o isolamento e caracterizacdo quimica,
molecular e funcional foram publicados, sobretudo aqueles incluindo pe¢onhas
de serpentes do género botrépico. Dentre os trabalhos brasileiros, destaca-se o
trabalho pioneiro realizado por Carvalho e colaboradores em 1998,
descrevendo a BjcuL, uma lectina isolada de B. jararacussu. BjculL
provavelmente é a lectina de pegonhas de serpentes melhor estudada no Brasil
por varios grupos de pesquisa, visto que ja foram determinados sua sequéncia,
estrutura tridimensional resolvida por difracdo de raio X e até mesmo sua
versao recombinante (CARVALHO et al., 2002; KASSAB et al.2004a,b; SILVA
et al., 2008). Os seus efeitos incluem edema, hipotensédo, acao anti-tumoral,
aumento na atividade de neutrofilos e retardamento de sua apoptose, dentre
outros (CARVALHO et al., 2001; ELIFIO-ESPOSITO, 2011; KASSAB et al.,
2004a,b; PANUNTO et al., 2006; PEREIRA-BITTENCOURT et al., 1999).

1.2. Classificacao das lectinas animais: caracteristicas gerais

Com o desenvolvimento de cromatografias de afinidade, iniciado por
Agrawal e Goldstein (1965), para isolamento de lectinas e com o consequente

sequenciamento das proteinas puras, muitas caracteristicas comuns foram
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sendo agrupadas, sobretudo com o objetivo de se classificar tais proteinas
(GABIUS; WU, 2006). Atualmente, a classificagdo mais aceita para lectinas de
origem animal é aquela determinada de acordo com a comparacdao de
caracteristicas estruturais, dividindo-as em lectinas tipo C, lectinas tipo P,
lectinas tipo | (ou selectinas), lectinas tipo S (ou galectinas) e pentraxinas
(DRICKAMER, 1988; KILPATRICK, 2002).

As lectinas tipo | sdo aquelas denominadas imunoglobulinas-like, pois
pertencem estruturalmente a familia das imunoglobulinas e, como
consequéncia, desempem funcées no sistema imune (KASSAB, 1999;
POWELL; VARKI, 1995). Lectinas tipo P sdo formadas por apenas dois
membros (o0 receptor manose-6-fosfato dependente de calcio e o fator Il de
crescimento semelhante a insulina/receptor manose-6-fosfato), sendo ambos
caracterizados pela sua habilidade em reconhecer residuos de manose
fosforilados que os direcionam do complexo de Golgi para os lisossomos
(DAHMS; HANCOCK, 2002). Pentraxinas formam pentameros, sédo ligantes de
Ca** e incluem a proteina reativa C, desempenhando um papel crucial no
sistema imune, visto que suas concentragées aumentam de forma significativa
apds uma infecgcdo ou um trauma (GABIUS, 1997; BRINDA et al.,, 2005;
GABIUS; WU, 2006).

As lectinas tipo S e tipo C possuem aproximadamente 120 residuos de
aminoacidos altamente conservados em cada monémero, porém, em geral, as
lectinas tipo S séao tiol/sulfidril-dependentes, sendo a oxidagdo capaz de inibir
sua atividade biol6égica; enquanto as lectinas tipo C sao aquelas dependentes
de pontes dissulfeto em sua estrutura e da presenga de fons Ca?* no meio para
sua atividade. Ainda mais, lectinas tipo S frequentemente s&o especificas para
B-galactosideos e podem ser encontradas tanto intra quanto extracelularmente,
ao passo que as lectinas tipo C possuem especificidade mais ampla e sdo, em
sua grande maioria, extracelulares e soluveis. Entre as suas semelhancas,
destaca-se a propriedade de ambas formarem oligémeros (DRICKAMER, 1988;
KILPATRICK, 2002).



1.3. Estrutura e funcao de lectinas tipo C

De modo geral, as lectinas participam e medeiam muitos processos
fisiologicos, uma vez que a maioria das proteinas € glicosilada, constituindo
sitios de ligacdo para lectinas. Assim, lectinas sdo frequentemente usadas
como carreadores de drogas, pois muitas podem ser endocitadas, devido ao
seu carater de bioadesao, ou seja, de se ligarem a alvos especificos (BIES et
al., 2004; JIMENEZ-CATELANOS, 1993). Dessa forma, as lectinas estariam
envolvidas no reconhecimento celular de interagdes célula-célula e célula-

molécula, em varios organismos biolégicos (SHARON; LIS, 2004).

Ao interagirem com receptores glicidicos da membrana celular, as
lectinas podem promover a formagédo de ligagdes cruzadas entre células
adjacentes, causando aglutinacao celular. (KOCOUREK; HOREJSI, 1983;
PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Quando esse evento ocorre entre lectinas e
carboidratos de eritrécitos, ha hemaglutinacdo (figura 1) (ALONSO et al., 2001;
MOURA et al., 2007).

Figura 1. Mecanismo de hemaglutinagdo, evidenciando as ligacées
cruzadas formadas entre as lectinas e os eritrocitos. Retirado de MOURA
(2007).



A membrana eritrocitaria € repleta de carboidratos e glicoproteinas que
constituem sitios de ligacao para lectinas, de modo que ja estdo descritos mais
de 500 antigenos expressos nessas membranas (MURADOR; DEFFUNE,
2007). Por isso, o ensaio de hemaglutinacdo tem sido bastante descrito na
literatura para caracterizagéo de tais proteinas ligantes de carboidratos. Dentre
as varias proteinas que compéem a membrana do eritrécito e que poderiam
contribuir para a ligagdo das lectinas, podemos citar aquelas classificadas
como proteinas estruturais, que incluem glicoproteinas de membrana tipo | e
glicoforinas C e D, todas apresentando alto grau de glicosilagdo que contribuiria
para a carga negativa do glicocalice (SCHAWALDER et al., 2004; BONIFACIO;
NOVARETTI, 2009). Ainda mais, o elevado conteudo de acido sidlico em
glicoforinas A e B previne a aglutinagcdo espontanea dessas células, pois as
cargas negativas do carboidrato de cada célula resulta em repulsdo; além
desse acucar constituir um sitio ligante para virus, bactérias e parasitos. Por
exemplo, a glicoforina A apresenta em seu segmento N-terminal externo
receptores de lectina, proteina existente nos virus influenza e myxovirus.
Assim, as variadas glicoproteinas presentes na superficie do eritrocito também
desempenham fungdo de receptoras, como ja mencionado o caso das
glicoforinas A e B, assim como a glicoproteina Duffy, receptora de citocinas nos
eritrécitos (MURADOR; DEFFUNE, 2007; BONIFACIO; NOVARETTI, 2009).

Também é importante destacar que outras glicoproteinas presentes na
membrana do eritrécito desempenham fungdes diferentes, tais como transporte
e funcdo enzimatica. A participacdo de glicoproteinas em eritrécitos é tao
expressiva que algumas, como a SEMA7A, da classe das semaforinas, ainda
apresentam funcado incerta em tais células (BONIFACIO; NOVARETTI, 2009).
Por sua vez, a aglutinacao dos eritrocitos ocorre quando as cargas negativas,
originadas do alto teor de carboidratos presentes nas glicoproteinas da
membrana eritrocitaria, sdo neutralizadas pela ligagcdo de algum anticorpo,
diminuindo a propensao que tais cargas negativas presentes em cada célula
teriam de se repelir (GIRELLO; KUHN, 2002).

Como ja mencionado, a principal caracteristica de lectinas € a sua
ligacdo de forma reversivel e ndo covalente a carboidratos, sem degrada-los
(KISHORE et al., 1997). Tal propriedade, altamente conservada entre os
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diferentes tipos de lectinas, se deve a sua conservagao estrutural, sobretudo a
regido designada dominio de reconhecimento ao carboidrato (ou CRD,
originado da abreviatura em inglés) (DODD; DRICKAMER, 2001). Assim, esses
dominios interagem com agucares presentes nas células por meio de pontes
de hidrogénio e interacoes de van der Waals, estabelecidas entre o sitio ativo
da proteina e os carboidratos de superficie celular (WEIS; DRICKAMER, 1996).
Esse dominio de reconhecimento ao carboidrato consiste em uma sequéncia
de trés aminodcidos (GIn96-Pro97-Asp98) que usualmente se apresentam na
porcao carboxi-terminal da proteina (DRICKAMER, 1988).

Por conseguinte, lectinas podem ser definidas como proteinas ou
glicoproteinas que possuem um ou mais centros de ligagdo a carboidratos
(KASSAB, 1999). Esse CRD entdo se liga aos carboidratos presentes na
membrana eritrocitaria, caracterizando a chamada hemaglutinagao por lectinas,
de modo que, por conterem mais de uma cadeia, o0 CRD de cada cadeia da
lectina se liga a uma célula diferente, proporcionando a formacao de ligagdes
cruzadas, anteriormente evidenciadas na figura 1.

Apesar de o CRD, presente em cada subunidade, ser o sitio de ligacao
entre lectinas e carboidratos, a sua presenca pode nao ser um fator
determinante para que proteinas que o possuam apresentem atividade ligante
de carboidratos (DRICKAMER, 1993). Isso ocorre com as lectinas-like,
proteinas abundantemente encontradas em peconhas de serpentes, sendo que
algumas até possuem o CRD conservado, porém podem nao apresentar
atividade hemaglutinante. Dessa forma, é necessario que ocorra a interacdo do
CRD com dominios adicionais, a fim de se determinar a atividade de uma dada
lectina (DRICKAMER; TAYLOR, 1993).

As lectinas tipo C foram as primeiras lectinas de origem animal a serem
descobertas, porém mais de mil proteinas dessa classe ja foram estudadas
(ZELENSKY; GREADY, 2005). Uma das caracteristicas principais da classe,
que a diferencia das demais, é o fato de seu CRD apresentar uma estrutura
globular compacta (WEIS et al., 1991). Outro fator estrutural bastante relevante



€ o posicionamento da regido ligante de calcio em um super loop (ZELENSKY;
GREADY, 2005).

Lectinas tipo C ligantes de sacarideos, sobretudo de D-galactose sao
evidenciadas em diversas espécies animais e vegetais e caracterizam-se por
apresentar subunidades de 12-16 kDa, sugerindo uma grande manutencao de
caracteristicas estruturais ao longo da evolugédo. Dentre estas conservacdes
podem-se citar seu carater hidrofébico e a propensdo de formarem folhas B-
pregueadas. Além disso, sabe-se que essas lectinas também possuem
geralmente a regido N-terminal blogueada, fato que dificulta seu
sequenciamento (PATOUTAUD, 1897). O nivel de conservacdo entre as
diferentes lectinas tipo C é tdo grande que se compara a conservagao das
histonas, de modo que as lectinas de vertebrados teriam sofrido poucas
modificagdes durante sua evolugdo desde peixes até mamiferos (ZELENSKY;
GREADY, 2004, 2005). Considerando todas essas caracteristicas, acredita-se
que lectinas ligantes de D-galactose teriam surgido de um ancestral comum.
(PATOUTAUD, 1897).

Ainda acerca das lectinas tipo C, ha uma caracteristica muito
interessante, em que algumas dessas proteinas apresentam o CRD incompleto
ou ausente, mas a conservacao estrutural € tdo grande que as mantém
classificadas como lectinas tipo C. Essas proteinas, denominadas entdo de
lectinas tipo C-like, em geral ndo teriam a propriedade de se ligarem a
carboidratos e frequentemente sado encontradas em peconhas ofidicas
(ZELENSKY; GREADY, 2005). Pelo fato de apresentarem caracteristicas tao
peculiares e também com o objetivo de se evitar confusdes por nomenclatura
na literatura, lectinas tipo C-like atualmente estdo sendo designadas como
Snaclecs (CLEMENTSON, 2010). Quanto as suas caracteristicas funcionais, as
lectinas tipo C-like agiriam nos fatores da cascata de coagulagdo das vitimas
do envenenamento, podendo tanto os inibir quanto ativar. Estruturalmente, séo
compostas por um ou mais heterodimeros de massa variavel (14-15 kDa para a
cadeia A/subunidade a e 13-14 kDa para a cadeia B/subunidade ), ligados por
pontes dissulfeto, além de apresentarem atividade independente de Ca**
(MORITA, 2005a,b).
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Lectinas ligantes de D-galactose, provenientes de peconhas ofidicas,
geralmente possuem 135 aminoacidos em cada cadeia, s&o acidas (pl em
torno de 5) e apresentam o CRD e o loop ligante de calcio altamente
conservados. Além disso, sdo homodiméricas, sendo suas subunidades
conectadas por residuos de cisteinas na posicdo 86 de cada cadeia que
formam uma ponte dissulfeto (Figura 2). Acredita-se que ndo apenas as pontes
dissulfeto estabilizam a proteina, porém pontes de hidrogénio intermoleculares
e interagdes hidrofobicas estariam envolvidas nessa estabilidade
(GUIMARAES-GOMES et al., 2004).

Figura 2: Estrutura secundaria da BiL, uma lectina isolada da pegconha
de Bothrops insularis, complexada com o Ca®* (esfera cinza) e a galactose. A
ponte dissulfeto que liga as 2 cadeias esta representando em branco, ao centro
da figura. Modificado de GUIMARAES-GOMES et al. (2004).

De forma mais especifica, a analise do modelo tedrico acima proposto
para a BiL, revelou que estruturalmente os ligantes de célcio envolveriam a
cadeia lateral de atomos de oxigénio dos aminoacidos GIn96, Asp98, Glu104,
Asn119, assim como a cadeia principal do oxigénio da carbonila do Asp120.
Ainda mais, oxigénios dos grupamentos 3- e 4-hidroxil presentes na galactose
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complementariam a coordenacdo do calcio e formariam pontes de hidrogénio
com as cadeias laterais dos aminoacidos GIn96, Asp98, Glu104 e Asn119, de
modo que Ca®** e galactose se apresentam no mesmo loop da proteina. Uma
molécula de dgua também interagiria entre o grupo 2-hidroxil da galactose e a
GIn121 da lectina, contribuindo para sua estabilidade (Figura 3).

Tye200

Slu104

Figura 3: Dominio de reconhecimento ao carboidrato e loop ligante de
céalcio. A galactose esta representada em vermelho, o Ca®* em cinza. Os
aminoacidos envolvidos também estdo destacados. Retirado de Guimaraes-
Gomes et al. (2004).

A analise estrutural da RSL, uma lectina isolada da pegonha da cascavel
Crotalus atrox revelou que cada mondémero da proteina é formado por quatro
folhas B-pregueadas flanqueadas por duas a-hélices. Além do mais, 0s
residuos de cisteina de cada mondémero, responsaveis por estabilizar a
estrutura da proteina devido a formacgao de pontes dissulfeto, estdo localizados
nas posigcdes C3-C14, C31-C131, C38-C133 e C106-C123, além da ponte
intracadeia nas posigdes C86 de cada mondmero. Diferentemente de outras
lectinas de peconhas ofidicas, RSL apresenta complexado a sua estrutura um
ion sbédio que parece contribuir para a estabilidade do dominio de
reconhecimento ao carboidrato, posicionando-se no loop entre as folha B4 e B5
(WALKER et al., 2004).
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Figura 4: Diagrama de fitas da RSL. a-hélices estao representadas em
azul, folhas  pregueadas em roxo, e pontes dissulfeto intracadeia em amarelo.
O asteristico refere-se a Cys86 (envolvida na ponte dissulfeto intercadeias).
lons célcio e soédio estdo representados como esferas preta e laranja,
respectivamente. Lactose estd em cinza e vermelho. Retirado de WALKER et
al. (2004).

Dessa forma, podemos entdo evidenciar que lectinas tipo C possuem
estruturas altamente conservadas que influenciam diretamente nas suas

respectivas fungoes.
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1.4. Aplicacoes terapéuticas de lectinas tipo C

Devido a sua variedade de fungbes biolégicas, as lectinas podem
apresentar diversas aplicagdes biotecnolégicas. Deve-se ressaltar que, por se
ligar a carboidratos, em geral, qualquer lectina pode ser utilizada como uma
forma de se purificar glicoproteinas. Este € o caso da jacalina, uma lectina
purificada das sementes da jaca (Artocarpus heterophyllus), extensivamente

usada na purificacao de IgA, uma glicoproteina humana (KABIR, 1998).

Lectinas com caracteristicas estruturais comuns geralmente apresentam
atividades biol6gicas parecidas. Por exemplo, em relacdo ao grau de
oligomerizagao, de forma que lectinas monoméricas sao fungicidas, diméricas
possuem efeito antagbnico a insetos e lectinas tetraméricas apresentam
propriedades anti-virais (BANERJEE et al., 2011).

Uma aplicacéo farmacoldgica de lectinas € a agao anti-tumoral, de modo
que ja foi relatada inclusive uma lectina isolada do visco branco (PS76A2)
sendo terapeuticamente utilizada como uma forma de melhorar a qualidade de
vida de pacientes com a cancer de mama (SEMIGLAZOV et al., 2006). Ainda
mais, lectinas s&o comumente indicadas como uma terapia adicional a
quimioterapia e radioterapia, a fim de se minimizar seus efeitos colaterais
(SCHUMACHER et al., 2003; LIU et al., 2010). O principal mecanismo de acao
de lectinas em relagéo a células cancerosas seria a indu¢ao de apoptose, num
evento que envolve varios fatores apoptoéticos, tais como caspases, citocromo
C, fragmentacdo do DNA, despolarizagdo da membrana mitocondrial, dentre
outros. Dessa forma, varias vias de apoptose podem ser ativadas, porém
sempre € comum a participagdo das caspases (LAM; NG, 2011). Também &
bem relatada a ocorréncia de autofagia induzida por lectinas anti-tumorais (LIU
et al., 2010).

Essas lectinas anti-tumorais podem agir nos mais diversos tecidos. Por
exemplo, recentemente, a Concanavalina A foi sugerida para o tratamento de
hepatomas, a principal causa de morte na China e Taiwan, justificando a
urgéncia de um tratamento eficaz. O mecanismo de acao dessa lectina seria a

sua ligacdo a manose presente na superficie da célula cancerosa,
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internalizando a proteina até a mitocondria, onde ocorre autofagia e,
consequentemente morte celular (CHANG et al.,, 2007; LEI; CHANG, 2009).
Lectinas também podem ser utilizadas no tratamento de diversos outros tipos
de céancer, como leucemia, linfoma, cancer de pancreas, dentre outros
(SCHWARZ et al.,1999; WANG et al., 2000; MIYOSHI et al., 2001; DALLA-
PELLEGRINA et al., 2009, POLITO et al., 2009).

Outro efeito bem comum para lectina € o controle de patégenos,
bastante aplicavel para a agricultura, visto que algumas lectinas apresentam
atividade inseticida e outras sao fungicidas. A respeito das lectinas inseticidas,
elas podem agir aumentando a mortalidade ou retardando o desenvolvimento
do inseto. Sdo muito comuns em vegetais, como trigo, arroz, tabaco e batatas.
Acredita-se que 0 mecanismo de acao esteja relacionado ao fato de que, apds
o tratamento com lectina, as concentragdes de esterase aumentam na larva, ao

passo que a atividade das fosfatases acida e alcalina diminui (LAM; NG, 2011).

Lectinas fungicidas também sao bastante evidentes em plantas, sendo
relacionadas ao sistema de defesa contra o ataque de fungos. Essas lectinas
agiriam ligando-se a carboidratos presentes na superficie da parede celular do
fungo, regulando a sua colonizagao principalmente em rizomas e sementes de
plantas. Tal evento é bastante comum em merolectinas ligantes de quitina
(CHRISPEELS; RAIKHEL, 1991; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; LAM; NG,
2011).

Proteinas ligantes de carboidratos também seriam um potente agente
anti-HIV (virus da imunodeficiéncia humana), uma vez que inibem a infeccao
celular por bloquearem a entrada do virus na célula, além de previnirem a
transmissédo do virus de células infectadas para células ndo-infectadas. Essas
lectinas agiriam ligando-se as variadas glicoproteinas (por exemplo, gp120 e
gp141), abundantes no envelope celular viral, e, portanto, mudariam a estrutura
celular, de modo a impedir a ligacdo do virus com seus alvos. Além disso,
lectinas com acao anti-HIV teriam uma especificidade extensa, incluindo
manose, N-acetilglicosamina e galactose (BALZARINI, 2006; SWANSON et al.,

2010). Apesar de estudos ja mostrarem a eficiéncia do uso de lectinas para se
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melhorar a qualidade de vida de pacientes, é de suma importancia a
investigacdo de compostos naturais isolados que possam atuar como uma
fonte alternativa aos tratamentos atuais da doenca, em detrimento de tais
terapias ainda apresentarem resisténcia a agcao do virus, assim como diversos
efeitos colaterais (VO; KIM, 2010).

Ainda acerca da associagao entre lectinas e patégenos, destacam-se os
estudos com diferentes espécies de Leishmania. Alguns trabalhos ja tém
relatado a propriedade de lectinas em aglutinar formas promastigota de
Leishmania sp., devido a ligagdo da lectinas com receptores de galactose
presentes na superficie do parasito, muito importantes para a fixacdo da forma
infectante (promastigota) ao epitélio intestinal do vetor (MOURA et al., 2006;
MOURA, 2007; MEDEIROS et al., 2010). Por consequéncia, lectinas seriam
uma ferramenta muito valiosa na deteccdo de formas promastigota de
Leishmania sp., visto que a forma amastigota nao apresenta receptores de
galactose em sua superficie (WILSON; PEARSON, 1984).

Barral-Neto e colaboradores (1996) também demonstraram que a
administragéo in vivo da lectina extraida de sementes de Canavalia brasiliensis
tem efeito protetor na infecgcdo de L. amazonensis, resultado detectado por
mudancas na lesao cutanea caracteristica desse tipo de leishmaniose, apesar
da lectina nao ter sido muito eficiente na cura total da doenga. Foi sugerido que
o efeito protetor ocorreria em detrimento da interagdo da lectina com
glicoproteinas presentes na superficie do macréfago, que parecem ser
essenciais no processo de infeccao (BRAY, 1983). Recentemente, Afonso-
Cardoso e colaboradores também visualizaram que uma lectina extraida do
latex de Synadenium carinatum (ScLL) era capaz de reduzir em 65,5% a
associacao entre macrofagos e promastigotas de L. amazonensis, além de
diminuir o crescimento da forma intracelular amastigota, considerando-se que
tal lectina n&o apresentou carater citotoxico in vitro. Portanto, o efeito de
lectinas sobre diferentes formas de Leishmania sp. tem sido bastante relatado,
de modo que mais estudos devem ser realizados com o intuito de se
aprofundar os conhecimentos a respeito da acao terapéutica de lectinas sobre
a doenca.
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Outra fonte de lectinas, talvez ainda pouco explorada, apesar de bastante
promissora, sao as peconhas animais, sobretudo de serpentes. Lectinas
isoladas dessas pegonhas ja mostraram ter agdes terapéuticas como acao anti-
tumoral e acdo bactericida (BARBOSA et al.,, 2010, KASSAB et al., 2004a;
NUNES et al., 2011, PEREIRA-BITTENCOURT et al., 1999). Essa ultima,
bastante descrita para lectinas ligantes de sacarose de peconhas ofidicas
parece ter grande importancia para o aparato bucal da serpente, prevenindo
que ocorra infecgdo durante o processo digestivo apds o ataque a presa (DU;
CLEMENTSON, 2010).

BmLec, uma lectina purificada da pegonha da serpente Bothrops moojeni, é
um exemplo de lectina com atividade anti-bacteriana, atuando de modo a
diminuir o crescimento das bactérias em até 15%, por meio de alteracdes
estruturais na bactéria, que, por sua vez, incluem um elevado indice de
vesiculagao na membrana bacteriana, seguido de ruptura da mesma em alguns
casos. Dessa forma, BmLec induz a agregacao bacteriana, e, por conseguinte,
leva a precipitagdo de estruturas dessa membrana bacteriana, o que diminuiu
sua replicacdo (BARBOSA et al., 2010).

BIL, uma lectina ligante de galactose purificada da peconha de Bothrops
leucurus, também apresenta atividade anti-microbiana contra bactérias Gram-
positivas, patogénicas ao homem. Os autores sugerem que a lectina interage
com o peptidoglicano presente na parede celular dessas bactérias, mas que o
mesmo nao ocorre quando a proteina é testada em bactérias Gram-negativas.
(NUNES et al., 2011). Apesar de o mecanismo de acado de lectinas originadas
de peconhas ofidicas sobre bactérias ainda nao estar bem elucidado, ja se
pode inferir que as mesmas podem ser utilizadas como farmacos com acao

bactericida.

1.5. Peconhas ofidicas: Epidemiologia, caracteristicas do
envenenamento ofidico e composicao

Os acidentes ofidicos representam um sério problema de saude publica
nos paises tropicais, sobretudo durante os meses quentes e chuvosos, devido
a frequéncia com que ocorrem e a mortalidade que ocasionam, variando nas
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diferentes regides do planeta (PINHO; PEREIRA, 2001). Existem
aproximadamente trés mil espécies de serpentes em todo o mundo, das quais
10 a 14% sao consideradas peconhentas (PINHO et al., 2000). Por sua vez,
um animal é dito pegonhento quando possui glandulas produtoras de toxinas,
com ductos excretores, associadas ou ndo a um aparato inoculador (FREITAS,
1991).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (2007), o numero de
registros de ofidismo estd aumentando anualmente, com notificacées de
28.597 acidentes em 2005. A letalidade é de aproximadamente 0,4%, mais
evidenciada no envenenamento crotalico com indice de 1,87%. A maioria
desses acidentes deve-se a serpentes do género Bothrops (jararaca, jaracugu,
caicara, urutu, combdia, etc), compreendendo 90,5% dos casos registrados
com informacdo da espécie. Em seguida, estdo as serpentes do género
Crotalus (cascavéis), com 7,7% dos casos; Lachesis (surucucu, surucutinga),
com 1,4% e Micrurus (corais), com 0,4% (FUNDAGAO NACIONAL DE SAUDE,
2001). No Triangulo Mineiro e sul do Estado de Goias, cerca de 80% dos
acidentes ofidicos sdo causados pelas jararacas, enquanto que 20% s&o
causados pelas cascavéis, sendo raras as picadas pelas demais serpentes
(FRANCO et al., 2001).

O perfil epidemiolégico desses acidentes revela predominancia em
pessoas do género masculino, trabalhadores rurais, na faixa etaria de 15 a 49
anos, atingidos principalmente nos membros inferiores e picados geralmente
por jararacas (BOCHNER; STRUCHINER, 2003). Uma vez que as serpentes
do género Bothrops sao responsaveis pelo maior numero de picadas no pais, é
de grande interesse o estudo de sua peconha e os efeitos causados nas
vitimas. O envenenamento botropico é caracterizado por efeitos locais, tais
como dor, edema, equimose, sangramento, bolha, abscesso e necrose na
regido da picada (FUNDAGAO NACIONAL DE SAUDE, 2001). A magnitude
desses efeitos locais depende em suma da quantidade de peconha inoculada,
do tempo entre a picada e o inicio da soroterapia, além do eventual uso de
torniquete (FRANGCA, 1997). Por sua vez, as complicagbes sistémicas incluem
alteracdes na hemostasia, disturbios na coagulagdo sanglinea e na funcao
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plaquetaria, hemorragias e insuficiéncia renal aguda e, em casos mais graves,
choque (OLIVEIRA et al., 2003; TOKARNIA E PEIXOTO, 2006; RIBEIRO et al.,
2008). Os soros antibotrépicos neutralizam a maioria desses efeitos sistémicos,
mas nao sao muito eficazes na neutralizagdo daqueles locais (BATELLINO et
al., 2003).

Os efeitos tantos locais quanto sistémicos se devem a acdo dos
componentes da pegonha ofidica, que na sua maioria compreendem proteinas
(cerca de 94% da composicao da peconha bruta), podendo agir de forma
sinérgica ou isolada (PHUI YEE et al., 2004). Muitas dessas ja foram bem
caracterizadas, como serino- e metaloproteases, fosfolipases A, e L-
aminoacido oxidases, além daquelas que estdo recebendo mais destaque
atualmente, como hialuronidases, 5’ nucleotidases e lectinas tipo C (RAMOS E
SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; QUEIROZ et al., 2008).

A caracterizacdo de proteinas menos expressas foi possivel, apos a
revelacdo de sua presenca e importancia por técnicas mais recentes, que
constituem a denominada vendémica, ou seja, um estudo geral da composicao
de peconhas por meio de transcriptoma (analise da expressao tecidual de
genes que codificam toxinas) e proteoma (separagdo por eletroforese
bidimensional ou por cromatografia de fase reversa das proteinas evidenciadas
apds traducado em determinado tecido). A venémica também tem permitido a
descoberta de constituintes das pegonhas com aplicagdes em diagnéstico
clinico e desenvolvimento de drogas para tratamento de enfermidades, além de
contribuir para um melhor entendimento da evolugdo da pegonha e as
caracteristicas do envenenamento (CALVETE et al.,, 2007). Um desses
componentes, que ainda apresenta um efeito incerto no envenenamento
ofidico, sdo as lectinas tipo C. Geralmente, os trabalhos de ven6mica que
relataram a sua presenca enquadram as lectinas ligantes de sacarideos e as
lectinas tipo C-like na mesma classificacdo, o que torna o entendimento acerca
de sua porcentagem na composicao total da peconha um pouco confuso.

A porcentagem de lectinas em relacdo a composicao total da peconha,
revelada pelas técnicas de proteoma e transcriptoma, varia entre 14,5 a 1,5%,
sendo mais evidente na peconha de Bothrops insularis, em que dois clones
referentes a lectinas ligantes de D-galactose foram encontrados, enquanto os
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demais referem-se as lectinas tipo C-like (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO; HO,
2002). Os autores sugerem que as lectinas seriam de fundamental importancia
para a coagulabilidade do sangue da vitima, apds o envenenamento por essa
serpente. Tais diferencas podem ser atribuidas ao fato de que a serpente B.
insularis localiza-se em uma ilha, fato que justifica a sua diferenciada
composicdo da peconha (GUIMARAES-GOMES et al., 2004).

Por outro lado, as lectinas sdo menos representativas na peconha de
Bothrops alternatus, sugerindo que elas contribuiriam numa menor propor¢cao
para a coagulabilidade caracteristica dessa pegonha, ao contrario das demais
pegonhas botrépicas (CARDOSO et al.,, 2010). Também vale salientar que
lectinas ligantes de D-galactose ndo foram encontradas no transcriptoma da
peconha de Bothrops jararaca, apesar de afirmagdes anteriores descreverem a
sua presenca por isolamento da proteina pura, mostrando que peconhas
ofidicas de diferentes individuos podem variar a sua composicao, mesmo se
tratando da mesma espécie (CIDADE et al., 2006).

Dentre as serpentes do género Bothrops, originado na América Central e
posteriormente espalhado para América do Sul (VALDUJO et al., 2002), a
serpente Bothrops pauloensis tem sido foco de estudo de nosso grupo de
pesquisa ha algum tempo. Essa serpente tem grande importancia, pois se
distribui ao longo de todo o territorio brasileiro, excedendo apenas a Amazénia.
Assim, essa é uma serpente localizada em regides secas e semi-aridas,
incluindo o Triangulo Mineiro, evidenciada principalmente em areas de
atividade agricola de café e soja, durante o outono e inverno, fato
provavelmente relacionado ao aspecto reprodutivo do animal (VALE; BRITTES,
2008). B. pauloensis também é encontrada em outros paises sul-americanos,
incluindo a Bolivia (JANSEN, 2006).

Entretanto, a nomenclatura dessa serpente vem mudando ao longo do
tempo. Inicialmente, a mesma era incluida no complexo Bothrops neuwiedi,
sendo denominada Bothrops neuwiedi pauloensis desde sua descricdo por
Amaral (1925), de modo que Silva (2004) viu a necessidade de dividir o
complexo Bothrops neuwiedi, reclassificando-a em Bothrops pauloensis.
Porém, Fenwick e colaboradores (2009), baseados em evidéncias morfoldgicas
e moleculares, reclassificaram novamente Bothrops pauloensis em
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Bothropoides pauloensis, apesar de essa nova denominacdo ainda nao estar
sendo utilizada nas publicacées em Toxinologia.

O uso de toxinas naturais e seus derivados sao amplamente
relacionados a descoberta de farmacos que podem agir terapeuticamente
(TEMPONE, 2001). Muitos dos componentes da peg¢onha de Bothrops
pauloensis ja foram isolados e caracterizados, incluindo fosfolipases, uma
metaloprotease e uma serinoprotease semelhante a trombina (RODRIGUES et
al., 1998, 2000; RODRIGUES et al., 2007, 2009; COSTA et al., 2009). Portanto,
a descoberta de novos componentes dessa peconha é de grande importancia,
uma vez que podem ser usados farmacologicamente no tratamento de
doencas, além de representarem um enorme avanco para a compreensao do
envenenamento ofidico, por meio da relagao estrutura e funcao de proteinas e

peptideos.
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Capitulo 2:

Purificacdo e caracterizacdo quimica e
funcional de uma lectina tipo-C ligante de D-
galactose da peconha de Bothropoides
pauloensis (Bothrops pauloensis)
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Resumo: Lectinas tipo C sado proteinas caracterizadas por se ligarem a
carboidratos de forma nao-covalente. Estdo descritas em diversos organismos,
incluindo pegonhas ofidicas. Esse trabalho teve como objetivo isolar e a
caracterizar bioquimicamente uma lectina tipo C da pegonha de Bothropoides
pauloensis. A proteina denominada BplLec € especifica para D-galactose e
aglutinou eritrécitos de sangue de cachorro e gato. BpLec também apresentou-
se estavel em qualquer valor de pH e na presenca de cations divalentes,
apesar de sua atividade hemaglutinante ter sido abolida por temperaturas a
partir de 50 °C. E uma proteina homodimérica, com duas cadeias de massa
molecular relativa de 16,8 kDa cada, como estimado por MALDI TOF. Esta
proteina acida apresenta um ponto isoelétrico de 5,36. Sua estrutura primaria
de 132 aminoacidos em cada subunidade, determinada por degradacao de
Edman, confirmou que BplLec pretence a familia das lectinas tipo-C, além de
ter revelado uma alta identidade (entre 86% e 95%) quando comparada com
sequéncias de proteinas da mesma classe pelo banco de dados SWISS-PROT/
TREMBLs, utilizando os programas BLAST e ClustalW. Em relagdo as
aplicacdes farmacoldgicas, a proteina inibiu a proliferagdo da bactéria Gram-
positiva Staphyloccocus aureus, enquanto ndo teve nenhum efeito sobre a
bactéria Gram-negativa Escherichia coli. Ainda mais, BpLec é um potente
agente aglutinante de promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis. A purificagdo e a caracterizagdo de novas lectinas contribuem
para uma melhor compreensao sobre a estrutura e funcao dessas lectinas e a
sua participagdo no envenenamento ofidico.

Palavras-chave: Bactéria, Bothropoides pauloensis, lectina tipo C, Leishmania

(Leishmania) amazonensis.
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Abstract: C-type lectins are carbohydrate binding-proteins, which have been
described in many organisms, including snake venoms. In the present work, we
demonstrate the isolation and biochemical characterization of a C-type lectin
from Bothropoides pauloensis venom. The protein named BplLec is D-galactose
specific and agglutinates erythrocytes of blood from dog and cat. BpLec was
also shown to be stable in any pH range of 2-11 and in the presence of some
cationic ions, although its haemmaglutinating activity was abolished at
temperatures above 50 °C. BplLec is homodimeric, exhibiting two chains of
relative molecular mass of 16.8 kDa each, as estimated by MALDI TOF
analysis. The acid protein presents an isoeletric point of 5.36. The primary
structure of 132 amino acids for each subunit of BpLec, determined by Edman
degradation, revealed a high identity (between 95% and 86%) when compared
with the sequences of other related proteins. Regarding to pharmacological
applications, the protein was effective in inhibiting Gram-positive bacteria, but
not Gram-negative bacteria. In addition, BpLec was a potent agglutinating factor
of promastigote forms of Leishmania (Leishmania) amazonensis. This data
suggests an interaction between BplLec and galactose present in parasite

surface, which could alter some biological functions from the parasite.

Keywords: Bacteria, Bothropoides pauloensis, C-type lectin, Leishmania
(Leishmania) amazonensis.
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2.1. Introduction

Lectins are non-enzymatic proteins characterized by binding to
carbohydrates in a non-covalent, but reversible manner, without degrading them
(Kishore et al., 1997). The region within the protein responsible for this binding
is called carbohydrate recognition domain (CRD), a sequence usually found in
the C-terminal region of the protein (Drickamer, 1988). According to structural
informations, including those related to the CRD sequence, animal lectins may
be divided into five classes: C-type lectins, S-type lectins or galectins, I-type
lectins, P-type lectins and pentraxins (Barondes et al., 1994; Drickamer, 1988).

C-Type lectins are calcium dependent proteins, existent in different
organisms, from microorganisms, to plants and animals (Lis and Sharon, 1986;
Utarabhand et al., 2007). They have been extensively characterized specially in
plants, where their major feature of agglutinating erythrocytes was first identified
by Stillmark in 1888, after the discovery of ricin by Dixson in 1887. This
agglutinating property, described so far by Sumner and Howell in 1936, occurs
due to the interaction between the sugar existing in the surface of erythrocytes
and the carbohydrate recognition domain present in some lectins.

In animal venoms, particularly in snake venoms, C-type lectins are
grouped into those capable of agglutinating erythrocytes (true lectins or CTLs)
and C-type lectins-like (CLPs). The second group is a variant capable of acting
on platelet activation or inactivation and in the coagulation of the blood of the
prey (Morita, 2005). Once being very common in snake venoms, CLPs are also
known as Snaclecs (Clementson, 2010). In general, despite their agglutinating
property, the actual contribution of CTLs in envenoming remains under
investigation. However, it is known that galactose-binding lectins may induce
paw edema and increase vascular permeability in mice (Lomonte et al., 1990;
Panunto, 2006). Other effects may include activation and migration of
neutrophils, induction of platelet aggregation, increase in insulin secretion and
changes in perfusion pressure, in renal vascular resistance and in urinary flow
(Barbosa et al., 2010, Braga et al., 2006, Elifio-Esposito et al., 2011; Havt et al.,
2005).

In regard to biotechnological applications, D-galactose-binding lectins
may be usefully tools for treating cancer and infections by pathogenic Gram-
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positive bacteria (Kassab et al., 2004; Nunes et al., 2011, Pereira-Bittencourt et
al., 1999). Furthermore, by identifying the galactose present in glycoproteins on
the surface of promastigotes from different Leishmania species, lectins may
also be used as diagnostic agents for differentiating the infective form from the
others (Wilson and Pearson, 1984; Medeiros et al., 2011).

Although snake venom lectins usually correspond to 1% of the crude
venom or less, they have been isolated since the description of a thrombolectin
from Bothrops atrox venom, the first lectin isolated from snake venom, by
Gartner and colleagues (1980). Ever since, various works of isolation,
characterization and even molecular cloning have been published, mostly on
members of the former Bothrops genus (Gartner & Ogilvie, 1984; Hirabayashi et
al., 1991; Carvalho et al., 1998; Carvalho et al., 2002; Kassab et al., 2004; Havt
et al., 2005; Barbosa et al., 2010; Mendonga-Franqueiro, 2011; Nunes et al.,
2011).

Bothropoides pauloensis is a snake initially found in Central America, but
which has now spread to the south of the continent. This snake is also evident
in all Brazilian territory, except Amazonia (Valdujo et al., 2002; Vale e Brittes,
2008). Formely, following the description of Amaral (1925), it was denominated
as Bothrops neuwiedi pauloensis, then reclassified as B. pauloensis by Silva
(2004), and now is denominated as Bothropoides pauloensis because of
morphological and molecular evidence (Fenwick et al., 2009). Since B.
pauloensis is common in the Triangulo Mineiro region, in the State of Minas
Gerais, Brazil, the constituents of its venom have been characterized by our
research group also in order to screen for some further pharmacological
applications. In this work, we demonstrate the purification, chemical and
biological characterizations of BpLec, a C-type lectin D-galactose-ligand from
Bothropoides pauloensis (Bothrops pauloensis) snake venom, which may be
used as a diagnostic agent for promastigotes forms of Leishmania (Leishmania)

amazonensis.
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2.2. Material and methods

2.2.1. Material

Bothropoides pauloensis dried crude venoms were purchased from the
Bioagents Serpentarium (Batatais, SP, Brazil) and kept at 4 °C. Blood from cat,
dog, horse and ox were kindly supplied by Clinical Analysis Laboratory of
Veterinary Hospital of Federal University of Uberlandia (Minas Gerais, Brazil).

All reagents used were purchased from Sigma Chemichal Company (St
Louis, MO, USA) or Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brazil) and all the other
chemicals were also of analytical grade.

2.2.2. Isolation of type c lectin from Bothropoides pauloensis venom
(BpLec)

Crude dried venom from Bothropoides pauloensis was dissolved in Tris
saline buffer containing calcium chloride (CTBS: 150 mM NaC1, 20 mM Tris, 5
mM CaC1,, pH 7.4) and centrifuged twice at 2450 x g during 10 minutes each,
at 4°C, for excluding insoluble material. The sample was applied to an affinity
agarose column immobilized with D-galactose (0.5 x 4 cm, Pierce, USA) and
incubated for approximately one hour. The column, which was previously
equilibrated with CTBS, was initially eluted with the same buffer, as suggested
by Carvalho et al. (1998). For lectin elution, 0.4 M D-galactose was added to the
solution. Subsequently, in order to removing the carbohydrate, BpLec was
subjected to an exclusion chromatography on two coupled desalting G-25
columns (1.5 x 2.5 each, GE HealthCare, Sweden), equilibrated and eluted with
0.1 ammonium bicarbonate, at a flow rate of 0.5 mL/min, collecting 500 pL in
each tube.

Finally, BpLec was dissolved in 500 pL of solvent A (0.1% trifluoroacetic
acid and 5% acetonitrile) and applied to a HPLC system, using a reverse phase
column C2C18 (2.0 x 2.5 cm, GE HealthCare, Sweden), which was equilibrated
with the same solvent A and eluted with a concentration gradient of solvent B

(80% acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic acid) from 0 to 100% at a flow rate of
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0.5 mL/ min at room temperature. Protein fractions were monitored at 280 nm

and the protein quantification was performed according to Bradford (1976).

2.2.3. Biochemical characterization

2.2.3.1. Conventional Electrophoresis in polyacrylamide gel (PAGE)

Polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) under denaturant conditions
(SDS) was performed according to Laemmli (1970). Samples containing 10 ug
of protein were heated at 100 °C for 5 min and then run in Tris-glycine buffer pH
8.3 for approximately 45 min at 25 mA and 600 V. The gel was stained with
0,2% Coomassie brilliant blue R-250.

2.2.3.2. MALDI TOF mass spectrometry

A sample of BpLec was also submitted to mass spectrometric analyses,
using an AutoFlex Ill MALDI-TOF-TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) controlled by the FlexControl 3.0 software (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). The sample was mixed with sinapinic acid matrix
solution (1:1, v/v) directly onto a target plate (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) and dried at room temperature. The mean mass of the protein was
obtained in linear mode with external calibration, using the Protein Calibration
Standard (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). The Flex Analysis 3.0 software
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany) was used for the analysis of mass
spectrometric data.

2.2.3.3. Isoelectric focusing by 2D Electrophoresis

The isoleletric point of the isolated protein was determined as described
by the manufacturer, when 25 ug of BplLec was precipitated using the 2-D
Clean-up Kit (GE Healthcare). After 5 minutes of drying, the sample was
ressuspended in 200 mL rehydration buffer (6M urea, 2M thiourea, 2% ASB-14
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(w/v), 15 mM DTT, 0.002% blue bromophenol 1%), containing also 0,5% (v/v)
IPG Buffer, pH 3-10 (GE Healthcare). The rehydration was performed in the
IPGPhor Il system (GE Healthcare), under 40 volts, during 14 hours.
Polyacrylamide strips with immobilized pH gradient (pH from 3 to 10, 11 cm in
length) were submitted, after rehydration, to isoleletric focusing in the same
system, totalizing 34636 V/h.

Strips were focused in two phases in 10 mL of the equilibrium solution
(1.5 M Tris-HCI pH 8.8, 6M Urea, 30% glycerol, 2% w / v SDS, 0.002%
bromophenol blue 1% w / v) for 15 minutes. In the first phase, 10 mg/mL of
dithiothreitol (DTT) were added to the equilibrium solution. In the second, it was
added 25 mg/mL of iodoacetamide. Then, strips were submitted to SDS-PAGE
8-18% in the Multiphor Il system, as described by the manufacturer and the gel
was stained with 2% (w/v) Coomassie G-250. After 2D electrophoresis, the gel
was scanned in Image Scanner (GE Healthcare), using Image Master
LabScan™ v 5.0 program, with a resolution of 300 dpi. The analysis was
performed by Image Master 2D Platinum v 6.0 program (GE Healthcare).

2.2.3.4. Theoretical isoelectric point and molecular mass

Theoretical isoelectric point and molecular mass were computed with
ProtParam tool, by wusing an in silico analysis available in

(http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html) (Gasteiger et al., 2005).

2.2.3.5. Sequence determination

The lectin (1.0 mg) was reduced and alkylated with 4-vinyl pyridine, as
described by Wilson and Yuan (1989). BpLec was dissolved in 1 ml of 0.1 M
Tris-HCI (pH 8.6), 6 M guanidine-HCI. After addition of 30 pL B-
mercaptoethanol under nitrogen, the sample were incubated first at 50 °C for 4
h, then with 40 uL of 4-vinyl pyridine in the dark at 37°C for 2 hours and
subsequently desalted on a P10 column (GE, healthcare). The S-
pyridylethylated proteins were cleaved with trypsin (2%. w/w, enzyme:substrate
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in 1 mL of 0.1 M ammonium bicarbonate, pH 7.9) for 4.5 h at 37 °C. The
cleavage products were separated on a Vydac C18 small pore column (4.6 x
250 mm) in a linear gradient of 0—-50% acetonitrile in 0.1% aqueous TFA and
sequenced using a Shimadzu PPSQ-21A protein sequencer. The primary
structure of BpLec was compared with the sequences of other related proteins
in the SWISS-PROT/ TREMBL data bases using the FASTA 3 and BLAST
programs. BplLec sequence was deposited in SwissProt database (P86970).

2.2.4. Functional characterization

2.2.4.1. Haemagglutinating activity

Haemagglutination assay was performed as described by Carvalho and
colleagues (1998) by serial twofold dilution on a 96-well microtiter U-shaped
plate. Different animal bloods (cat, dog, horse, mouse and ox) were washed
three times (centrifugated at 950 g, during 10 minutes at 25 °C) in CTBS in
order to separate platelets and erythrocytes. In each well, 25 pL of erythrocytes
(2% v/v suspension) and 50 pL of BpLec (800ug/mL) were added. The
suspension was incubated for at least two hours at 4 °C and subsequently the
haemagglutination was visually observated.

Lectin activity was defined, in units of haemmaglutinating, as described
by Kilpatrick and Yeoman (1978), considering that the activity is reciprocal of
the titre. Nevertheless, for 50 puL of BpLec, for instance, in a dilution of of 1/16,
the activity was expressed as 16 units/50 pL. The specific activity was also

expressed in units per mg of protein.

2.2.4.2. Carbohydrate binding specificity

A similar procedure was accomplished for testing the carbohydrate
specificity of BpLec. In this assay, the lectin was incubated with TBS buffer
containing different sugars in a maximum concentration of 64 mM, which were
formerly twofold serially diluted in the 96 microwell-plate. The concentration of
BpLec was adjusted for 0.5 pug of protein in each well. The solution was
incubated during 30 minutes before adding 25 uL of erythrocytes from dog

41



blood (2% v/v suspension) and the inhibition of haemagglutination was
analyzed as described in item 2.4. Results were expressed as the minimal
concentration of carbohydrate required to inhibit haemagglutinating doses of the

lectin.

2.2.4.3. BpLec stability at different pH values and temperatures

This assay was carried out as described by Moura and colleagues
(2006). First, in order to evaluate the effect of temperature on
haemagglutinating activity, 0.5 pg of lectin (10 ug/mL) were incubated at 4, 25,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 and 100 °C for 1 h at each temperature and the
haemagglutinating activity was subsequently analyzed.

The effect of pH on the lectin activity was observed by haemagglutinating
assay of the lectin after incubation of the same protein concentration (10 pg/mL)
with buffers of different pH ranging from pH 2.0 to pH 11.0: 50 mM glycine—HCI
buffer (pH 2.0 and 3.0), 50 mM acetate buffer (pH 5.0), 50 mM Tris—HCI buffer
(pH 7.5, 8.0, 8.75 and 10.0), and 50 mM glycine—NaOH buffer (pH 11.0) over

one hour.

2.2.4.4. The effects of some divalent cations on BpLec stability

As described by Hamako and colleagues (2007), the effects of BpLec
upon some cationic ions was evaluated by incubating the protein (80 pg/mL)
with TBS containing 10 mM of metal ion solutions (BaCl,, CaCl,, HgCl>, MgCl.
and ZnCl) at pH 7.5, for 1 h at 25 °C. Subsequently, the haemagglutinating
assay was performed and the titre of activity, measured as a percentage, was

scored after two hours.

2.2.4.5. Antibacterial activity
To determine the minimum inhibitory concentrarion (MIC) of BpLec upon
bacteria growth, Gram-positive (Staphylococcus aureus ATCC25923) and
Gram-negative (Escherichia coli ATCC25922) bacterial strains were cultivated
in 10 mL of Mueller-Hinton broth (Himedia, India) at 37 °C under continuous
shaking, until the optic density reached 1.0 by the reading at 600 nm. Then,
each initial bacterial suspension was diluted in fresh Mueller-Hinton broth, in
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ratios of 1:50 for Gram-negative and Gram-positive to 1:100, corresponding to 2
to 5 x 10° colony forming units (CFU)/mL. In a 96-well plate, 50 pL of each
bacterial suspension were added, followed by the addition of 50 pL of BpLec (in
a maximum concentration of 0.5 mg/mL). MILLI-Q water was considered as the
positive control of maximum bacteria growth and 0.4% (v/v) formaldehyde was
the negative control of absence of bacterial proliferation. All samples were
incubated at 37°C during 22 hours and finally analyzed at 595 nm in EL800
reader (Biotek, USA). MIC was defined as the lowest lectin concentration
capable of inhibiting the growth of 50% or more of microorganisms relative to
the positive control (Amsterdam, 1996).

2.2.4.6. Effects of BpLec on promastigote forms of Leishmania
(Leishmania) amazonensis

Promastigote forms of Leishmania (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) were maintained in a biochemical oxygen demand chamber
(B.O.D.) at 23%£0.5 °C, growth in Schneider medium (LGC Biotecnologia, Brazil)
containing penicillin (100 Ul/mL) and streptomycin (100 pg/mL). This medium
was also supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Cultilab, Campinas,
SP, Brazil) and inactivated by heating. For assessing the action of BpLec in L.
amazonensis, the activity was performed according to Moura et al. (2006) and
Medeiros et al. (2010). Briefly, parasites were washed three times in PBS,
followed by treatment with 0.4% trypsin, during 45 minutes at 37 °C. Then, the
solution was washed in phosphate buffered saline (PSB) and fixed for 20 hours
at 4 °C with PBS 2% formaldehyde. Later, promastigotes were stained with
0.1% Coomassie brilliant blue for 90 min and the concentration adjusted to a
suspension of 5x10” cells/mL, in a solution of 0.4% formaldehyde. The
agglutination activity was assayed in a microtiter 96-well plate, where 25 uL of
L. amazonesis promastigotes solution were added and 25 pL of lectin in
different concentrations (25 pg, 5 pg or 1 pg) with and without 0,4M D-
galactose. This new solution was incubated during 24 hours at 5 °C and finally

analyzed and photographed in a microscope (Instrutherm, Brazil).
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2.3. Results

2.3.1. Lectin isolation and chemical characterization

BpLec was shown to be a C-type lectin D-galactose ligand, which was
efficiently purified from Bothropoides pauloensis snake venom by using an
affinity chromatography, with a reliable percentage of purity (Figure 1). The yield
of lectin obtained of 65 mg from crude venom was 370 ug of BpLec,
representing 0.5% of total crude snake venom (Table 1). The homodimeric
protein showed relative molecular mass of 33.65 kDa, in which each subunit
presents 16.8 kDa, determined by MALDI-TOF analysis (data not shown). The
putative molecular mass of each subunit computed in silico was 16.2. Its
isoeletric point determined by 2D is 5.36, whereas the theoretical pl was found
to be 5.17.

The amino acid sequence of the protein was determined by automated
Edman degradation of the native molecule and smaller peptides obtained from
a digest of the S-reduced and alkylated protein with trypsin. The sequence of
BpLec of 132 amino acids 132 amino acids for each monomer was subjected to
BLAST and ClustalW programs, revealing a high identity when compared with
C-type lectins from other snake venoms (Figure 2). Relevant conserved amino
acids, such as Cys residues and the carbohydrate recognition domain are
marked in red and in green, respectively.

2.3.2. Biological characterization

2.3.2.1. Haemagglutinating assays

Table 2 points out that BplLec presents specificity for agglutinating
erythrocytes from dog and cat blood at minimum concentrations of 5 ug/mL and
80 ug/mL, respectively. Otherwise, it has no effects in agglutinating erythrocytes
from horse, ox and mice (BALB/c) bloods. Since the blood from dog was the
most effective for utilizing low protein doses, it was chosen for the further

haemagglutinating procedures.
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Table 3 exhibits the inhibition of BpLec by some carbohydrates, revealing
that this lectin is specific for lactose and D-galactose, since other carbohydrates
did not inhibit the protein in concentrations up to 64 mM.

BpLec showed a strong stability at different pH values (2.0; 3.0; 5.0; 7.5;
8.0; 8.75; 10 and 11.0) and in the presence of divalent ions (Ba*, Ca®*, Hg*",
Mg and Zn?"). BpLec was found to be relatively thermostable, as only
temperatures above 50 °C abolished lectin activity (Figure 3).

2.3.2.2. Antibacterial activity

BpLec was capable of inhibiting Gram-positive bacteria at the minimum
concentration of 31.25 pg/mL, whereas no effect was noticed for Gram-negative
bacteria, after 22 hours of incubation.

2.3.2.3. Agglutinating activity of Leishmania (Leishmania) amazonensis

BpLec was not cytotoxic to promastigote forms of Leishmania (L.)
amazonesis cells (data not shown), but was capable of agglutinating these cells
after 24 hours of incubation (Figure 4). BpLec in a concentration of 25 ug
demonstrated a stronger capability of agglutinating parasites than other doses
(5 pg and 1 ug), since a large agglomerate was detected. All lectin samples
incubated with 0.4 M D-galactose did not agglutinate L. (L.) amazonensis cells
in the same proportion as positive controls. In the negative control with only the
parasites and PBS, rosettes were not visualized.

2.4. Discussion

C type lectins are proteins in highlight since the isolation of thrombolectin
from Bothropoides atrox snake venom by Gautner (1980), a work which set off
perspectives about new discoveries in regard to the structure and function of
lectins in envenoming and their potential therapeutic applications as well. In
snake venoms, lectins are divided into the ones which are a saccharide ligands
and C-type lectins-like. This first group which is usually composed of
homodimers of about 30 kDa, requires calcium ions for being active and
corresponds to 1% or less of the total composition of crude venom, although it
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was related a yield of 2.5% for the lectin Bothrops neuwiedi snake venom
(Komoris et al., 1999; De-Simone et al., 2006). BpLec, the lectin here
characterized, was purified from de B. pauloenis snake venom by using an
agarose affinity resin immobilized with D-galactose. This protein presents a
relative molecular mass of 33.65 kDa (16.8 kDa for each subunit) and an
isoeletric point of 5.36 (Figure 1). The theoretical pl and molecular mass were
5.17 and 16.2 kDa, respectively. Although both in silico data showed a slight
difference when compared with two-dimensional and MALDI-TOF analysis, all
results confirmed that BplLec is an acid protein with around 32 kDa. These
results are totally consistent with the D-galactose-binding lectins from snake
venoms which have been previously described (Carvalho et al, 1998, Havt et
al., 2005, Hamako et al., 2007, Barbosa et al, 2011, Mendonca-Franqueiro,
2011). As shown by table |, BpLec corresponds to 0.5% of the B. pauloensis
crude venom, corroborating the low expression of lectins when compared with
other proteins from snake venoms. The same percentage of yield was found for
BiL, a lectin isolated from B. insularis snake venom (Guimardes-Gomes et al.,
2004).

The primary structure determination by Edman degradation and
subsequent alignment confirmed that BpLec, a protein composed of 132 amino
acids for each subunit, belongs to the class of proteins named C type lectins,
presenting a high identity (between 95% and 86%) when compared with the
sequences of other related proteins. The nine cysteine residues, evident in all
aligned sequences, were marked in red. These residues are of great
importance for the stability of the protein, due to the formation of disulfide
bridges between them. It also seems likely that this relatively high content of
disulphide bridges may be involved in making the snake venom lectins more
resistant to the proteolytic enzymes from the blood and tissue fluids of the
envenomed victim and those also present in the venom itself (Guimaraes-
Gomes et al., 2004). According to Hirabayashi and collegues (1991), snake
venom lectins contain eight intrasubunit dissulfide bridges in positions (Cys3-
Cys14, Cys31-Cys131, Cys38-Cys133, and Cys106-Cys123), whereas the
Cys86 from each subunit would be involved in the linkage of the chains. In
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addition, the carbohydrate recognition domain, common to galactose-binding
proteins from snake venoms, is consisted of three amino acids (GIn96-Pro97-
Asp98) and is normally present in the C-terminal portion of the protein
(Drickamer, 1988; Abreu et al., 2006). BpLec shows all the residues mentioned
above, demonstrating the high conservation among these proteins in diverse
snake venoms over the world.

In relation to functional characteristics, the lectin here described was
capable of agglutinating erythrocytes from dog and cat in concentrations of 5
png/mL and 80 ug/mL, respectively (Table Il). Erythrocytes from horse, ox and
mouse (Balb/c) were not agglutinated by lectin concentrations up to 800 pg/mL.
BpLec is a D-galactose and lactose ligand (Table Ill), as established by the
inhibition of haemagglutination with diverse carbohydrates, an assay very used
in the lecture to set the specifity of lectins (Marques and Barraco, 2000).
Different pH values and divalent cations were not capable of altering the
haemagglutinating activity of BpLec, whilst temperatures above 50 °C abolished
completely the protein activity (Figure 3). Some works had described this loss in
protein stability in consequence of heating (Dresch et al., 2008; Franqueiro-
Mendonga et al., 2011; Yan et al., 2005). On the other hand, unlike BpLec,
other C-type lectins may also lose their activity when tested in pH values more
acid and basic (Dresch et al., 2008; Kabir et al., 2011; Yang et al., 2007), but
the BpLec stability upon any pH value here assayed was related by Moura and
colleagues (2006). The loss of activity of BpLec at temperatures higher than 50
°C might be related to the oxidation of some dissulfide bridges, resulting in the
loss of protein stability. Otherwise, the differents pH would not be able to cause
the same effect in cysteines linkages. It is known that C type lectins require
Ca?* for activity, but other divalent cations may have the same effect (Hamako
et al., 2007). BpLec showed a considerable activity towards some divalent ions
(Ba?*, Ca**, Hg*", Mg®* and Zn?*), considering that none of them were capable
of completely abolish lectin activity.

BpLec was effective in inhibiting Gram-positive bacteria growth
(Staphylococcus aureus) at a minimum concentration of 31.25 ug/mL, while no
inhibition was visualized for Gram-negative bacteria (Escherichia coli) (Table
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IV). The same effect was described for BIL, a lectin isolated from Bothrops
leucurus snake venom (Nunes et al., 2011). The authors suggest that lectins
are not capable of crossing the outer membrane of Gram-negative bacterias to
reach the periplasmactic space, so that they have no effects. Meanwhile, lectins
could interact with the peptidoglycan present in Gram-positive bacteria cell wall,
justifying their inhibitory activity towards Staphylococcus aureus and other
pathogenic Gram-positive bacteria. This bactericidal activity seems to be also
important in the oral apparatus of the snake, preventing the animal from
infection during the ingestion of its prey (Du and Clementson, 2010).

Figure 4 shows the effect of BpLec upon promastigotes from Leishmania
(Leishmania) amazonensis, so that, the protein (1 pg, 5 ug and 25 pg) induced
the parasite agglutination. In addition, when the different concentrations of lectin
were incubated with 0.4 M D-galactose, its haemagglutinating effect upon L. (L.)
amazonensis promastigotes was partially abolished, indicating a probable
interaction between the carbohydrate recognition domain, present in the lectin,
and the surface of the parasite. The same action was described for lectins from
the Cinachyrella apion and Cliona varians sponges (Moura et al., 2006;
Medeiros et al., 2010), although nothing has been published yet about this
agglutinating property of snake venoms upon Leishmania sp. It is believed that
lectins agglutinate the promastigotes due to the presence of glycoproteins
containing galactose in the surface of the parasite in this stage, which are
responsible for adhering the parasite to the host. Therefore, it is possible to
suggest that lectins could be used as biological tools in the diagnostics of
Leishmania sp. promastigotes, once the agglutinating capability might enable
the differentiation among promastigotes and amastigotes forms of Leishmania
sp., as proposed by Wilson and Pearson (1984). Finally, Chang (1981) related
the importance of carbohydrate ligand proteins in the interaction between
macrophage and parasite, showing that such proteins indeed interfere in the

infectant form of Leishmania sp.

The precise role of D-galactose ligand lectins in the envenoming is still
uncertain. At the moment it is known that they display a cytotoxic character,
edematous and are capable of increasing the vascular permeability of the victim
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(Lomonte et al., 1990; Panunto, 2006; Mendonca-Franqueiro, 2011). Such
characteristics are related to the bothropic envenoming effects in the prey,
indicating a probable functional contribution of lectins. Moreover, another
activities have been described for this class of proteins from snake venoms,
such as activation and migration of neutrophils, induction of platelet
aggregation, increase in insulin secretion and changes in perfusion pressure, in
renal vascular resistance and in urinary flow, among many other actions
(Barbosa et al., 2010, Braga et al., 2006, Elifio-Esposito et al., 2011; Havt et al.,
2005). With respect to possible therapeutic applications, some works had
suggested the use of lectins as potential anti-tumor and anti-bacterial drugs
(Barbosa et al., 2010, Kassab et al.,, 2004; Nunes et al., 2011, Pereira-
Bittencourt et al., 1999).

2.5. Conclusions

In summary, we have isolated a C-type lectin D-galactose ligand from
Bothropoides pauloensis snake venom, very similar to others previously
described in the literature, which shows agglutinating property against
promastigote forms of Leshmania (L.) amazonensis and inhibits Gram-positive
bacteria growth. These findings, put out together with all lectin data from snake
venoms might enable some better comprehension about protein structure and
its function in the envenoming, which is still very obscure. Also, by screening
the regions responsible for its activity against bacteria and promastigotes, it will
be possible to design pharmacological drugs with structural similarity.
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Figure 1: Purification steps of BpLec and its biochemical characterization. (A)
Purification of type c lectin from Bothropoides pauloensis snake venom in an
affinity column of agarose immobilized with D-galactose (0.5 x 4 cm, Pierce,
USA), equilibrated and initially eluted with tris saline buffer containing calcium
chloride (150 mM NaC1, 20 mM Tris, 5 mM CaC1,, pH 7.4), followed by
addition of 0,4 M D-galactose to BplLec elution. (B) Reverse phase
chromatography on a C2C18 column (2.0x2.5 cm, GE Health Care, Sweden),
equilibrated with solvent A (0.1% trifluoroacetic acid and 5% acetonitrile) and
eluted with a concentration gradient of solvent B (80% acetonitrile and 0.1%
trifluoroacetic acid) from 0 to 100% at a flow rate of 0.5 mL/min at room
temperature. (C) SDS-PAGE at 12%. M.W.: molecular weight markers MW-
SDS-70 (Sigma, St Louis, MO, USA), 1: native BpLec; 2: BpLec treated with -
mercaptoetanol. (D) Isoeletric point of BpLec.
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CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

Bothrops_pauloensis
Bothrops_insularis_Q60X33
Bothrops_jararacussu_P83519
Lachesis_muta_Q9PSM4
Bitis_arietans_AABR36170.1
Crotalus_ruber_P84987

Bothrops_pauloensis
Bothrops_insularis_Q60QX33
Bothrops_jararacussu_P83519
Lachesis_muta_Q9PSM4
Bitis_arietans_AABR36170.1
Crotalus_ruber_P84987

Bothrops_pauloensis
Bothrops_insularis_Q60QX33
Bothrops_jararacussu_P83519
Lachesis_muta_Q9PSM4
Bitis_arietans_AAB36170.1
Crotalus_ruber_P84987

Figure 2: Alignment of amino acid sequence of BpLec (P86970) with other C-
type lectins from snake venoms: Bitis arientans (Q9PSNO), Bothrops insularis
(Q6QX33) (sequence from cDNA corresponding for the mature protein);
Bothrops jararacussu (P83519), Crotalus ruber (P84987), Crotalus atrox
(P21963), Lachesis muta (Q9PSM4). Cys residues are highlighted in red;
carbohydrate recognition domains residues are marked in green. (*) Identical
residues; (:) strongly similar residues; (.) weakly similar residues; (—) indicate
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NNCPPDWLPMNGLCYKIFDELKAWEDAERFCRKYKPGCHLASFHQYGESL
NNCPLDWLPMNGLCYKIFNQLKTWEDAEMFCRKYKPGCHLASFHLYGESL
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Figure 3: Stability of BpLec in diverse conditions. Effects of (A) temperature,
(B) pH and (C) divalent cations on its haemagglutinating activity, using
erythrocytes from blood of dog.
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Figure 4: Agglutinating properties of BpLec upon Leishmania amazonensis
promastigotes. (A) 25 pg of BpLec; (B) 5 ug of BpLec, (C) 1 pug of BpLec; (D) 25
ug of BpLec incubated with 0.4 M D-galactose, (E) 5 pg of BpLec incubated
with 0.4 M D-galactose, (F) 1 pug of BpLec incubated with 0.4 M D-galactose;
Negative control of promastigotes with phosphated buffer saline.
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Tables:

Table I: Recovery profile of BpLec purification and specific activities

Fraction Total protein ~ Recovery Total Specific Purification
(mgq) (%) activity activity fold
(HU/mL) (HU/mg)
Crude venom 65.0 100 10400000 8000 1
BpLec 0.366 0.5 936960 128000 16

Table II: Minimum hemagglutinating concentration of BpLec on different animal

erythrocytes.
Intact Minimum hemagglutinating
erythrocytes concentration

Cat 80 pg/mL

Dog 5 pg/mL

Horse -

Mice -
Ox -
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Table lll: Carbohydrates effects on haemmaglutination induced by BpLec from
Bothrops pauloensis snake venom. Minimum concentration which inhibits the
activity (MIC).

Carbohydrate MIC (mM)
D-galactose 8
Frutose > 64
Lactose 1
Maltose > 64
Mannose > 64
Sucrose > 64

Table IV: Minimum inhibitory concentrations (MIC)* of BpLec upon bacteria

Bacteria MIC
Escherichia coli -
Staphylococcus aureus 31.25

*MIC was defined as the minimum concentration of BpLec capable of inhibiting 50% of bacteria
proliferation
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