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O antigo símbolo uroboro (a serpente que enrolada em um círculo, morde a 

própria cauda) está presente milenarmente em várias culturas em todo o mundo. Este 

símbolo personifica os poderes renovadores da natureza, ou a natureza cíclica e 

interminável da vida. O seu significado pode ser entendido também como o centro do 

mundo, que se localiza entre os pares de opostos e a união dos princípios contrários. 

O uroboro representa o tempo e a continuidade da vida, como símbolo da auto-

fecundação; ou a idéia primitiva de uma natureza que provê a si própria e continuamente 

volta, dentro de um padrão cíclico, ao seu próprio início. 

 

   Chevalier, J. e Gheerbrant, A. Dicionário de 

símbolos (mitos, sonhos, costumes, gestos, formas, 

figuras, cores, números). 12 ed, Rio de Janeiro: 

José Olympio, 1998 (adaptado). 

 



 

 

 

Resumo 

 

Lectinas são proteínas com a propriedade de ligarem-se à açúcares de modo 
específico e reversível, mediando vários processos biológicos. Uma lectina tipo-C (BiL) foi 
purificada a partir do veneno da serpente Bothrops insularis por técnicas cromatográficas, 
como um homodímero de 32 kDa. BiL liga-se preferencialmente à galactose de maneira 
dependente de cálcio. A estrutura primária desta lectina foi determinada a partir do 
seqüenciamento do N-terminal e de um peptídeo interno por degradação de Edman, além do 
mapa tríptico analisado por espectrometria de massas. O modelo teórico de BiL utilizou como 
molde a estrutura cristalina da lectina da serpente Crotalus atrox, identificando-se os 
aminoácidos que interagem diretamente com galactose e cálcio. A comparação imunoquímica 
utilizando anticorpos policlonais de coelho gerados contra a proteína nativa ou desnaturada, 
revelou uma reação cruzada de BiL com lectinas purificadas de plantas da ordem Fabales. A 
região de BiL localizada entre os aminoácidos Gli62-Lis73 foi identificada como um epítopo 
comum entre esta e a lectina da leguminosa Lens culinaris. A proteína foi expressa utilizando 
o vetor pET-14b na bactéria hospedeira E. coli BL21 (DE3) em meio contendo glicose 2 %. A 
lectina recombinante (BiLr) foi purificada a partir dos corpos de inclusão e re-enovelada sob 
um gradiente decrescente de uréia na presença de galactose, tendo preservado sua capacidade 
hemaglutinante. Finalmente, soro humano foi aplicado a uma coluna de afinidade contendo 
BiLr imobilizada e foi revelada a presença de bandas de proteínas séricas, sugerindo que estas 
interagem com a lectina recombinante. 

 

LECTINA TIPO-C, MAPEAMENTO IMUNOQUÍMICO, EXPRESSÃO HETERÓLOGA. 



 

 

 

 

Abstract 

 

Lectins are proteins that specifically and reversibly bind sugars, mediating some 
biological processes. A C-type lectin (BiL) was purified from Bothrops insularis snake venom 
using chromatographic techniques, as a homodimer of 32 kDa. BiL binds preferentially 
galactose in a calcium dependent manner. The primary structure of this lectin was determined 
from N-terminal and internal peptide by Edman sequencing degradation and mass 
spectrometry fingerprint. The theoretical model of BiL using the crystal structure of Crotalus 
atrox snake lectin as model, allowed the identification of the amino acids residues that 
directly interact with galactose and calcium. The immunochemical comparison using 
polyclonal rabbit antibodies against either native or denatured protein, revealed a cross 
reaction of BiL with lectins purified from plants of the Fabales order. The region of BiL 
extending from the Gly62 to the Lys73 amino acids residues showed an epitope common with 
the lectin from common lentil (Lens culinaris). The protein was expressed using a pET-14b 
vector in E. coli BL21 (DE3) in a medium containing 2 % of glucose. The recombinant lectin 
(BiLr) purified from inclusion bodies and refolded by decreased urea gradient in presence of 
galactose, still possessed hemagglutination activity. Finally, human serum applied to a BiLr 
affinity column revealed the presence of several seric proteins bands, suggesting that seric 
proteins might interact with the recombinant lectin. 

 

C-TYPE LECTIN, IMMUNOCHEMICAL MAPPING, HETEROLOGOUS EXPRESSION. 
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1. INTRODUÇÃO 



 

1.1 Epidemiologia e identificação das serpentes peçonhentas brasileiras 

 

As serpentes são os mais comuns animais peçonhentos que causam acidentes, 

constituindo grave problema de saúde pública para os países em desenvolvimento devido 

a incidência, gravidade e seqüelas deixadas nos acidentados, além do prejuízo econômico 

por atingir a população economicamente ativa. Os dados sobre acidentes com animais 

peçonhentos mais recentemente publicados (Fundação Nacional de Saúde, 2001) revelam 

que, entre os anos de 1990 e 1993, os acidentes ofídicos com o gênero Bothrops 

corresponderam a aproximadamente 73,1  % dos casos, outros 6,2 % referem-se ao 

gênero Crotalus, 1,1 % são relativos ao Lachesis e apenas 0,3 % referem-se às serpentes 

do gênero Micrurus (Tabela 01). 

Os cuidados necessários ao paciente picado por serpente peçonhenta têm caráter 

emergencial e específico, devendo o paciente obter assistência em locais que são 

referência neste tipo de atendimento para receber a assistência adequada por profissionais 

de saúde capacitados (Fundação Nacional de Saúde, 2001). São variáveis para determinar 

a gravidade do acidente ofídico, características do paciente (como idade e rapidez no 

atendimento) e da serpente (como idade, tamanho e espécie). A espécie do animal 

causador do acidente é fundamental para determinar o tipo de cuidado e o tratamento que 

o paciente acidentado vai necessitar (Fundação Nacional de Saúde, 2001). Essa 

identificação fica facilitada se preservados os critérios clínicos (sintomatologia do 

paciente) e pelo reconhecimento da espécie causadora do acidente a partir da morfologia 

externa. A importância da correta identificação é a dispensa imediata dos pacientes 

picados por serpentes não-peçonhentas, além de viabilizar o reconhecimento das espécies 

de importância para a saúde regional, levando à indicação mais precisa do antiveneno a 

ser administrado.  



 

A herpetofauna brasileira possui apenas duas famílias reconhecidamente 

peçonhentas, a família Elapidae e a Viperidae. A família Elapidae engloba apenas o 

gênero Micrurus, com serpentes conhecidas popularmente como corais. O Brasil possui 

como representantes principais desta família, as espécies Micrurus corallinus, Micrurus 

frontalis e a Micrurus lemniscatus (Fundação Nacional de Saúde, 2001), sendo animais 

de pequeno e médio porte (até 1,2 m de comprimento), com anéis vermelhos, pretos e 

brancos em qualquer tipo de combinação. A família Viperidae é constituída pelos gêneros 

Crotalus, Lachesis e Bothrops. O gênero Crotalus no Brasil é representado pela espécie 

Crotalus durissus, conhecida comumente por cascavel, sendo animais que denunciam sua 

presença pelo ruído característico do guizo ou chocalho na extremidade distal do corpo. 

O gênero Lachesis possui a espécie Lachesis muta, sendo os animais deste gênero 

conhecidos popularmente como surucucus e caracterizando-se por ter grande porte 

(chegando até 3,5 m de comprimento), sendo a maior serpente peçonhenta das Américas 

(Fundação Nacional de Saúde, 2001). Finalmente, o gênero Bothrops engloba as 

serpentes conhecidas popularmente como jararacas (ver Figura 01 - Painel A, as serpentes 

brasileiras deste gênero), com coloração que varia do cinza ao verde (Fundação Nacional 

de Saúde, 2001). A maior gravidade do acidente ofídico é causada por serpentes 

elapídicas, seguidas pelas crotálicas, botrópicas e laquéticas. 



 

 

 

 

 

 

Tabela 01. Distribuição dos acidentes ofídicos, segundo o gênero da serpente envolvido. 

 

Brasil, 1990-1993 

Distribuição nº de acidentes % 

Bothrops 59.619 73,1 

Crotalus 5.072 6,2 

Lachesis 939 1,1 

Micrurus 281 0,3 

Não informados 13.339 16,3 

Não peçonhentos 2.361 3,0 

Fonte: Fundação Nacional de Saúde, 2001. 

 



 

1.2 O gênero Bothrops e a espécie Bothrops insularis 

 

O gênero Bothrops compreende cerca de 30 espécies, sendo algumas delas 

distribuídas por todo território nacional (Figura 01, Painel A), o que explica a maioria de 

acidentes no Brasil serem causados por este gênero. As serpentes desta família habitam 

principalmente zonas rurais e periferias de grandes cidades, ambientes úmidos como 

matas e campos cultivados, locais onde haja facilidade para proliferação de roedores, que 

constituem sua alimentação básica, além de lagartos e anfíbios (Fundação Nacional de 

Saúde, 2001). 

A espécie Bothrops insularis (Figura 01, Painel B), também conhecida como 

jararaca ilhoa, foi descrita pela primeira vez em 1921 pelo herpetólogo Afrânio do 

Amaral (1894-1982), sendo restrita à uma ilha chamada Queimada Grande localizada no 

litoral sul de São Paulo (Figura 01, Painel C). Apesar de possuir a maior concentração de 

serpentes por metro quadrado do mundo, o isolamento geográfico enquadra esta serpente 

em risco crítico de extinção.  

O veneno de B. insularis apresenta variação quali-quantitativa nas substâncias 

que o compõem, quando comparada com os seus parentes no continente. Diferentemente 

de outras espécies botrópicas, que predam roedores, esta serpente se alimenta 

principalmente de aves migratórias (Duarte et al, 1995). Em várias espécies botrópicas do 

continente, incluindo a Bothrops jararaca, os indivíduos jovens têm hábitos arborícolas, 

mas os adultos são quase exclusivamente terrestres. Já os adultos da Bothrops insularis 

são predominantemente arborícolas (portanto de tamanho de menor), além de terem 

hábitos diurnos, o que estaria relacionado à sua alimentação, sendo o seu veneno cinco 

vezes mais potente para matar uma ave e três vezes mais potente para matar um mamífero 

que a Bothrops jararaca. 



 

O modelo aceito atualmente para explicar a diferenciação desta espécie com as 

outras jararacas do continente é a especiação alopátrica (Mayr, 1963), onde duas 

populações separadas por alguma barreira geográfica podem sofrer diferenciação ao 

longo do tempo, tornando-se espécies distintas. Desta forma, as características 

particulares do veneno desta serpente tornam o estudo do seu veneno muito valioso não 

só do ponto de vista biológico como do ponto de vista do estudo de novos princípios 

ativos de interesse biotecnológico. 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 01. Espécies brasileiras da família Viperidae pertencentes ao gênero Bothrops, B. 

insularis e ilha da Queimada Grande. Em negrito no painel A está destacada a espécie 

brasileira, cujo veneno foi utilizado nesta tese. No painel B, a serpente B. insularis 

(crédito: Sherman A. Milton) e em C, localização geográfica da ilha da Queimada 

Grande. O detalhe no painel C indica a região aproximada que estaria localizada a ilha 

(retângulo vermelho) e na fotografia maior pode ser observada a cobertura de Mata 

Atlântica e ao centro um farol sinalizando a ilha da Queimada Grande (disponível em 

<http://www.itanhaem.sp.gov.br/>). 
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1.3 Quadro clínico e composição do veneno botrópico 

 

O quadro clínico dos empeçonhamentos por serpentes do gênero Bothrops, 

envolve efeitos sistêmicos que incluem sangramento generalizado (como epistaxe e 

gengivorragia) e a alteração no tempo de coagulação (devido à ação coagulante deste 

veneno), cefaléia, diarréia, náuseas, vômitos, sudorese e hipotensão arterial; podendo ter 

como complicações o choque e a insuficiência renal aguda. Todavia, o veneno botrópico 

caracteriza-se principalmente por manifestações locais (o que explica a baixa mortalidade 

no acidente com serpentes deste gênero). Estas manifestações locais são ocasionadas 

pelos efeitos: proteolítico e hemorrágico. A ação proteolítica caracteriza-se por edema, 

dor, bolhas, necrose e abscesso locais; já a ação hemorrágica manifesta-se por 

hemorragias devido a lesões vasculares e equimoses. Estes efeitos locais podem ter como 

complicações a infecção local e a síndrome compartimental no local da lesão, podendo 

levar a perda do membro afetado (Fundação Nacional de Saúde, 2001).  

Estas manifestações clínicas ocasionadas por picadas de serpentes deste gênero, 

são causadas por uma composição química altamente complexa, tratando-se de um 

conjunto rico de elementos que variam não apenas com a espécie, mas também, dentro da 

espécie com a idade, estado metabólico do animal, estação do ano e outros fatores 

(Cardoso et al, 2003). De um modo geral, os venenos de serpentes contêm cerca de 90 a 

95 % de proteínas e peptídeos (Figura 02). Os outros 5 % são compostos por aminoácidos 

e lipídeos livres, carboidratos sob a forma de glicoproteínas, aminas biogênicas, 

nucleotídeos e cátions metálicos (principalmente o sódio), além do cálcio e o zinco como 

cofatores de proteínas do tipo metaloproteases (Russel, 1980; Tu, 1988). O citrato (e 

outros ácidos orgânicos) também está presente em venenos de serpentes, sendo 

importante por quelar metais divalentes, como o cálcio e o zinco, que seriam necessários 



 

para a atividade de algumas enzimas, representando um importante mecanismo de 

proteção para as serpentes contra os componentes do seu próprio veneno (Francis et al, 

1992).  

As proteínas encontradas nos venenos de serpentes da família Viperidae podem 

ser divididas em 5 classes principais (Braud et al, 2000): serinoproteases, 

metaloproteases, fosfolipases A2 (PLA2), lectinas do tipo-C e as desintegrinas. As três 

primeiras classes apresentam geralmente atividade enzimática (também apresentam esta 

atividade outros componentes protéicos como fosfoesterases, hialuronidases, L-

aminoácidos oxidases, NAD nucleotidases e acetilcolinesterases), enquanto as 

desintegrinas e as lectinas tipo-C são desprovidas de atividade hidrolítica (Russel, 1980; 

Tu, 1988). Muitos constituintes protéicos dos venenos apresentam multidomínios (como 

as metaloproteases), isto quer dizer que, além do domínio catalítico, possuem um ou mais 

domínios não catalíticos que exercem papel importante na função da molécula. As 

metaloproteases podem ter o domínio catalítico associado ou não a outros domínios, 

como: desintegrina, domínio rico em cisteína e lectina tipo-C (Chen et al, 2003; Kamiguti 

et al, 1998). Outros componentes predominantes nos venenos são os peptídeos, que 

podem apresentar atividades neurotóxica, miotóxica, cardiotóxica, citotóxica ou atuar 

como inibidores da agregação plaquetária (Russel, 1980; Tu, 1988; Stocker et al, 1990; 

Niewiarowski et al, 1994). 

Evidentemente, para as ações desencadeadas pelo envenenamento botrópico 

(coagulante, proteolítica e hemorrágica) as famílias de toxinas podem atuar 

sinergicamente induzindo um efeito no empeçonhameno por este gênero. Todavia, apesar 

da complexidade do veneno, cada família possui componentes que já foram identificados 

e tem função provável atribuída a cada uma destas ações. No veneno da serpente 

botrópica Bothrops insularis, as serinoproteases (Selistre e Giglio, 1987) estão 



 

armazenadas na glândula de veneno na forma inativa de zimogênio e quando injetadas na 

circulação são convertidas a enzimas ativas e utilizam como substrato preferencial o 

fibrinogênio e a fibrina, similar a enzima fisiológica trombina, porém de maneira 

exacerbada. Este efeito consume consideravelmente o fibrinogênio circulante, tornando o 

sangue incoagulável. As serinoproteases têm sido descritas também como indutoras da 

secreção de insulina e possuem efeito nefrotóxico (Machado-Braga et al, 2007). Já as 

metaloproteases (Selistre et al, 1990) - principalmente as que possuem os domínios 

desintegrina e rico em cisteína adicionais - e os fatores de crescimento (Junqueira-de-

Azevedo et al, 2001) agem diretamente na vasculatura, seja destruindo as células ou 

aumentando a permeabilidade. As metaloproteases podem ainda ter efeito 

fibrino(geno)lítico e ativador de protrombina independente do complexo protrombinase 

(Modesto et al, 2005), contribuindo também para o sangramento local e sistêmico 

característico dos acidentes com este gênero de serpentes.  

Ainda na descrição dos componentes do veneno de B. insularis, as proteínas da 

família das fosfolipases A2, além da já descrita ação miotóxica e causadora de edema (da 

Cruz et al, 2001; Cogo et al, 2006), demostraram também efeito nefrotóxico (Braga et al, 

2008b) e de bloqueio da sinapse neuromuscular (Cogo et al, 1998; Cogo et al, 2006). 

Outra enzima deste veneno que também tem efeito nefrotóxico é a L-aminoácido oxidase 

(Braga et al, 2008a). Proteínas que compõem a família das lectinas do tipo-C possuem já 

descritas a capacidade se se ligarem a açúcares (Guimarães-Gomes et al, 2004, publicado 

a partir deste presente estudo), efeitos nefrotóxicos (Braga et al, 2006) e de inibição da 

coagulação por inibir a atividade da trombina (Oliveira-Carvalho et al, 2008). A presença 

de moléculas da família das desintegrinas (presentes como domínios de metaloproteases), 

foi demonstrada a partir do sequenciamento sistemático da biblioteca de cDNA (estudo 

do transcriptoma), que foi construída a partir da glândula de um espécime da serpente B. 



 

insularis, um tecido altamente especializado na produção de toxinas (Junqueira-de-

Azevedo e Ho, 2002). Finalmente, em B. insularis também foram identificados peptídeos 

(Cintra et al, 1990; Wermelinger et al, 2005), reconhecidamente causadores das ações 

sistêmicas descritas em venenos de serpentes peçonhentas de modo geral, como a 

hipotensão arterial e o choque, devido à potencialização do efeito fisiológico da 

bradicinina.  



 

  

 

 

Fonte: Ramos, 2001 (adaptado). 

 

Figura 02. Composição protéica e peptídica dos venenos viperídicos. Em negrito, as 

moléculas já purificadas do veneno da serpente Bothrops insularis. 
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1.4 A superfamília das lectinas 

 

1.4.1 Considerações gerais 

  

Lectinas são proteínas descritas inicialmente em 1954 por Boyd e Slapeigh, 

definidas como proteínas ligantes de carboidratos, que reconhecem especificamente 

diversas estruturas de açúcares e são mediadoras de uma variedade de processos 

biológicos, como interações célula-célula e célula-patógenos, turnover de glicoproteínas 

séricas e resposta imune inata (Vijayan e Nagasuma, 1999). Como estas proteínas 

apresentam em sua estrutura mais de um sítio de reconhecimento de carboidratos (CRDs), 

carboidratos de células diferentes podem se ligar a elas, causando um efeito conhecido 

como aglutinação (ou hemaglutinação no caso de eritrócitos). Para a maioria das lectinas, 

esta capacidade é dependente de íons cálcio.  

Os carboidratos exercem reconhecidamente um importante papel estrutural 

como componentes do glicocálix, estrutura de glicoproteínas, endereçamento de proteínas 

para exportação (Vijayan e Nagasuma, 1999) e também no reconhecimento célula-célula 

e célula-matriz celular (Drickamer, 1988; Kimura et al, 1995; Kimura et al, 2000). 

Todavia, as lectinas por não terem a sua função biológica elucidada a sua classificação 

muitas vezes é confusa e incompleta, por ser demasiadamente ampla (Tabela 02). De 

acordo com a conformação estrutural e a seqüência primária adotada pelo CRD, as 

lectinas podem ser divididas em famílias (Arason, 1996): lectinas de legume, de cereal, 

tipo-P, tipo-S (ou galectinas), pentaxinas e as lectinas do tipo-C. As famílias de lectinas 

diferem no número e tamanho das subunidades, número de CRD por subunidades, no 

requerimento de íons e na especificidade por carboidratos, tendo em comum pelo menos 

um CRD por molécula (Tabela 02).  



 

Do ponto de vista estrutural, lectinas são comumente compostas de oligômeros 

com um número variável de subunidades mantidas unidas por pontes dissulfetos ou 

associações não covalentes, como é o caso das lectinas da família das leguminosas e das 

tipo-S (Arason, 1996). As estruturas resolvidas já disponíveis têm mostrado uma grande 

diversidade estrutural entre as moléculas das diferentes famílias. As lectinas de legumes, 

por exemplo, não possuem α-hélices e contêm uma abundância de folhas-β antiparalelas. 

De outra maneira, o CRD das lectinas tipo-C possui duas α-hélices e duas folhas-β, além 

de algumas regiões variáveis (loops), sendo que o sítio de interação a carboidratos está 

localizado em um desses loops e estreitamente relacionado com o sítio de ligação ao 

cálcio. Dessa maneira, as diferentes especificidades ao açúcar ligante (Tabela 02) são 

explicadas por mínimas variações estruturais, próximas ao sítio de ligação ao carboidrato. 

Como já dito anteriormente esta superfamília de proteínas não tem função 

biológica totalmente esclarecida. Todavia, das quatro famílias de lectinas identificadas no 

reino Metazoa (tipo-P, tipo-S, pentaxinas e tipo-C), duas famílias (pentraxinas e lectinas 

tipo-C) são apontadas por terem moléculas com a capacidade de reconhecer moléculas 

próprias ou não-próprias do organismo ao qual pertencem, ou resposta imune inata 

(Arason, 1996). Um exemplo é a colectina, uma proteína solúvel e disposta no espaço 

extracelular bastante estudada, que participa do mecanismo de defesa contra patógenos, 

através da ativação do sistema complemento. De outra maneira, as selectinas são 

proteínas transmembranas envolvidas na interação adesiva entre leucócitos (L-selectinas) 

e células do endotélio vascular (E- e P- selectinas), constituindo um importante passo 

para a migração de leucócitos durante o processo inflamatório. 
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1.4.2 Lectinas tipo-C de venenos de serpentes botrópicas 

 

Dentro da superfamília das lectinas, as lectinas tipo-C de venenos de serpentes são 

uma grande subfamília de toxinas, que possuem homologia em seqüência primária e domínio 

de reconhecimento de carboidratos (CRD) bastante conservado. A primeira lectina tipo-C 

caracterizada foi a trombolectina (Gartner et al, 1980), purificada do veneno da serpente 

Bothrops atrox. Desde então, as lectinas tipo-C vêm sendo isoladas e estudadas nos venenos 

de outras serpentes botrópicas (Tabela 03) e de outros gêneros.  

Também pertencem a esta subfamília, proteínas com estrutura similar a lectinas tipo-

C “verdadeiras”, porém com apenas parte do CRD conservado, adquirindo novas funções 

biológicas, em detrimento da capacidade de se ligar a açúcares. Estas lectinas são conhecidas 

como lectinas tipo-C símiles.  

Uma descrição abrangente desta família de proteínas de venenos de serpentes 

encontra-se no capítulo em anexo nesta tese entitulado “Snake venom C-type lectins and C-

type lectins-like proteins: Conserved structural scaffold, multiple activities” que faz parte do 

livro “ANIMAL TOXINS: STATE OF THE ART. Perspectives in Health and Biotechnology” 

que aguarda publicação em breve. 

 

a) Estrutura 

Com relação às lectinas tipo-C “verdadeiras” (que possuem a capacidade de se 

ligarem a açúcares), sabe-se que estas proteínas são diméricas como as lectinas botrópicas já 

descritas (Gartner et al, 1980; Lomonte et al, 1990c; Ozeki et al, 1994; de Carvalho et al, 

2002; Havt et al, 2005) ou decaméricas, como a lectina tipo-C purificada do veneno da 

serpente crotálica Crotalus atrox (Walker et al, 2004). Suas subunidades têm ~ 14kDa de 

massa molecular, com um CRD por subunidade, o que lhes permite aglutinar células ligando-



 

se preferencialmente a galactose na presença de cálcio. O íon cálcio não está envolvido 

diretamente na ligação com o carboidrato, mas contribui para a manutenção estrutural do 

domínio CRD, sendo essencial para sua atividade (Kimura et al, 1995; Kimura et al, 2000).  

As lectinas tipo-C símiles são heterodiméricas, com suas subunidades ligadas por 

ponte dissulfeto. Estas lectinas apresentam homologia estrutural com as lectinas tipo-C 

“verdadeiras”, sendo em sua maioria também dependentes de cálcio. No tocante à elucidação 

da estrutura terciária, as lectinas símiles botrópicas vêm sendo estudadas por análise da 

difração de raios-X (Sen et al, 2001) e por modelagem molecular com a construção de um 

modelo teórico (Oliveira-Carvalho et al, 2008; Monteiro et al, 2003), em detrimento das 

lectinas “verdadeiras” botrópicas que não possuem estrutura elucidada. As características que 

distinguem estas classes de moléculas botrópicas (lectinas “verdadeiras” e lectinas símiles) 

ainda não estão esclarecidas, principalmente pela pouca informação em nível estrutural. 

Os escassos trabalhos disponíveis que identificaram as estruturas de lectinas tipo-C 

“verdadeiras” são de serpentes que não pertencem ao gênero Bothrops: o das serpentes 

Crotalus atrox (Walker et al, 2004) e Deinagkistrodon acutus ou Agkistrodon acutus (Xu et 

al, 2004). Estes trabalhos indicam que a interface entre as subunidades, podem levá-las à 

torções específicas e favorecer determinadas interações moleculares. Neste sentido, se torna 

fundamental aumentar o número de informações relativas à estrutura tridimensional das 

lectinas “verdadeiras”, a fim de compará-las com as estruturas já elucidadas das lectinas 

símiles e dessa maneira, entender melhor a diferença na atividade biológica entre elas. 

 

b) Atividade biológica 

Lectinas tipo-C estão presentes no veneno bruto de vários gêneros de serpentes, 

inclusive o Bothrops (Tabela 03) e por possuírem um CRD por subunidade, os açúcares se 

ligam a sua estrutura na presença de íons cálcio. Sousa et al, em 2001 demonstraram que a 



 

atividade hemaglutinante de B. jararaca pode ser degradada pela presença de diversas 

proteases presentes no próprio veneno. Quando o veneno bruto foi submetido à pré-incubação 

em pH 5,0 não ocorreu perda da capacidade de causar a hemaglutinação, independente do 

tempo de incubação. Entretanto, quando o pré-tratamento foi feito em pH 8,8 a perda gerada 

da capacidade hemaglutinante já nas primeiras 24 h foi de 93 %. Este fato se deve a uma 

redução alta (cerca de 90 %), mas não total da capacidade proteolítica do veneno em pHs mais 

baixos quando comparadas a faixas mais elevadas de pHs. 

Além da capacidade hemaglutinante dependente de cálcio, outras atividades têm sido 

identificadas no veneno botrópico. A lectina do veneno de B. atrox (Ogilvie et al, 1989) é 

capaz de induzir a agregação de plaquetas humanas, sendo este efeito inibido por lactose. 

Efeitos nefrotóxicos foram encontrados para as lectinas de B. insularis (Braga et al, 2006) e 

B. pirajai (Havt et al, 2005). Ambas lectinas alteraram os parâmetros renais, por um 

mecanismo ainda não esclarecido. A lectina purificada da serpente botrópica B. jararacussu é 

a mais estudada quanto ao entendimento da atividade biológica destas proteínas. Um 

experimento in vivo usando a lectina purificada desta serpente produziu uma leve hipotensão 

em ratos (Panunto et al, 2006), que rapidamente retornou ao nível pressórico basal. Esta 

mesma lectina (Panunto et al, 2006) produziu um efeito edematogênico, causando um edema 

discreto, porém persistente quando injetada na pata de camundongos de maneira similar a 

lectina da serpente B. godmani (Lomonte et al, 1990c). A lectina de B. jararacussu 

apresentou também, um efeito inibitório do crescimento e proliferação de várias células de 

linhagens tumorais (Pereira-Bittencourt et al, 1999; de Carvalho et al, 2001). Apesar de não 

interferir na adesão das células tumorais à matriz extracelular, esta lectina impede a 

progressão do tumor por um mecanismo também ainda não esclarecido. 

Do ponto de vista de animais invertebrados, tem sido relatado que as lectinas 

presentes no soro ou extrato corporal total destes animais poderiam funcionar como uma 



 

molécula de defesa (Arason, 1996). Esta função ainda não foi correlacionada a lectinas de 

venenos de serpentes. De outra maneira, lectinas tipo-C de serpentes botrópicas são 

desprovidas de atividade hemorrágica e fosfolipásica (Lomonte et al, 1990c; Panunto et al, 

2006), miotóxica, mitogênica (Lomonte et al, 1990c), hemolítica ou proteolítica (Panunto et 

al, 2006). Apesar das várias atividades descritas para estas proteínas purificadas de venenos 

de serpentes botrópicas, o papel de lectinas tipo-C no envenenamento ainda não está 

elucidado. O que tem sido proposto é que estas proteínas juntamente com as lectinas tipo-C 

símiles - que inibem trombina e outros fatores da coagulação (Castro et al, 1999) - ajudam a 

causar a desordem hematológica típica do acidentado por serpente peçonhenta, desordem esta 

particularmente evidente nos acidentes com as serpentes do gênero Bothrops. 



 

 

 

 

 

Tabela 03. Lectinas tipo-C “verdadeiras” descritas em serpentes botrópicas. 

Espécie 
Nome da 

proteína 
Seqüência Estrutura 

Atividade 

biológica 
Referências 

B. atrox 
BaL ou 

Trombolectina 
+ - 

- Hemaglutinação 

- Induz a 

agregação 

plaquetária 

Gartner et al, 

1980; Ogilvie et al, 

1989 

B. godmani BgL -  - 
- Hemaglutinação 

- Induz o edema 

Lomonte et al, 

1990c 

B. insularis* BiL + + 
- Hemaglutinação 

- Nefrotóxica 
Braga et al, 2006 

B. jararaca BjL + - - Hemaglutinação Ozeki et al, 1994 

B. jararacussu Bjcul + - 

- Hemaglutinação 

- Hipotensora 

- Inibe tumores 

- Induz o edema 

de Carvalho et al, 
2001; de Carvalho 

et al, 2002; 
Panunto et al, 
2006; Pereira-

Bittencourt et al, 
1999 

B. pirajai BpL - - 
- Hemaglutinação 

- Nefrotóxica 
Havt et al, 2005 

 
(*) Em negrito, a serpente B. insularis, cuja lectina tipo-C é objeto de estudo desta presente 
tese, será descrita com mais detalhes posteriormente. 



 

c) Imunoreatividade 

Vários pesquisadores têm realizado estudos imunoquímicos utilizando o veneno 

bruto ou as proteínas purificadas de venenos de serpentes na produção de anticorpos. De um 

modo geral, as reações cruzadas são geralmente encontradas entre espécies do mesmo gênero 

(Ménez, 1985; Berger e Bhatti, 1989). Para identificar quais proteínas de venenos de 

serpentes têm sido mais utilizadas como antígenos para a produção de anticorpos, a serem 

usados em experimentos imunoquímicos, foi realizado um levantamento bibliográfico no 

Pubmed (disponível em <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/>). Para tal, foram 

utilizadas <bothrops antibody> ou <bothrops antibodies> como palavras chaves a serem 

encontradas no título ou resumo. No caso dos trabalhos com serpentes do gênero Bothrops, 

uma das primeiras publicações encontradas foi feita por Theakston et al (1983) realizando 

estudos imunoquímicos com o veneno bruto. Publicações posteriores foram identificadas, 

onde os venenos brutos das serpentes botrópicas têm sido estudados para entendimento da 

reação cruzada entre as espécies e da capacidade inibitória in vivo e in vitro dos antisoros 

contra os efeitos dos venenos totais. Até o ano de 2008, foram publicados e estão 

disponibilizados no Pubmed, 41 trabalhos com esta temática (Gutiérrez et al, 1985; Chippaux 

e Theakston, 1987; Gutiérrez et al, 1988a; Gutiérrez et al, 1988b; Estrada et al, 1989; da Silva 

et al, 1990; Domingos et al, 1990; Rocha et al, 1992; Ferreira et al, 1992; Cardoso et al, 

1994; Morais et al, 1994; Alonso et al, 1995; Bogarín et al, 1995; Barbosa et al, 1995; 

Rucavado e Lomonte, 1996; Rucavado et al, 1996; Otero et al, 1996; Almeida et al, 1998; 

León et al, 1998; Maria et al, 1998; Heneine et al, 1998; Gutiérrez et al, 1998; Rodriguez-

Acosta et al, 1998; Heneine et al, 1999; Fernandes et al, 2000; Muniz et al, 2000; Colombini 

et al, 2001; Maria et al, 2001; Saravia et al, 2001; Sousa et al, 2001; Picolo et al, 2002; 

Battellino et al, 2003; de Roodt et al, 2003; León et al, 2005; Serrano et al, 2005; Morais e 

Massaldi, 2005; Thomas et al, 2006; de Roodt, 2006; Lira et al, 2007; Chaves et al, 2007; 



 

Zychar et al, 2008). Este constante interesse é explicado pela já comentada importância 

epidemiológica dos acidentes com serpentes deste gênero. Desta maneira, há o constante 

interesse no melhoramento e na escolha mais adequada dentre os antisoros disponíveis, de 

maneira que este neutralize de maneira completa e eficiente os venenos das várias espécies de 

serpentes botrópicas. 

Nos experimentos que utilizam como objeto de estudo os anticorpos gerados contra 

as proteínas purificadas, as fosfolipases (Lomonte et al, 1985; Lomonte et al, 1987a; 

Lomonte et al, 1987b; Lomonte e Kahan, 1988; Lomonte et al, 1990a; Lomonte et al, 1990b; 

Moura-da-Silva et al, 1991; Lomonte et al, 1991; Francis et al, 1991; Lomonte et al, 1992; 

Lomonte et al, 1994a; Lomonte et al, 1994b; Díaz et al, 1994; Díaz et al, 1995; Calderón e 

Lomonte, 1998; Calderón e Lomonte, 1999; Soares et al, 2000a; Soares et al, 2000b; 

Andrião-Escarso et al, 2000; Angulo et al, 2001; Kanashiro et al, 2002; Andrião-Escarso et 

al, 2002; Núñez et al, 2004; Soares et al, 2004; Tamarozzi et al, 2006) e as metaloproteases 

(Mandelbaum et al, 1989; Barros et al, 1998; Moura-da-Silva et al, 1999; Kamiguti et al, 

2000; Franceschi et al, 2000; Harrison et al, 2000; Rodrigues et al, 2001; Souza et al, 2001; 

Corrêa et al, 2002; Harrison et al, 2002; Maruyama et al, 2002; Tanjoni et al, 2003a; Tanjoni 

et al, 2003b; Harrison et al, 2003b; Mazzi et al, 2004; Bello et al, 2006; Rafael et al, 2008; 

Moura-da Silva et al, 2008) são as proteínas mais bem estudadas. Além destas duas famílias 

de proteínas de venenos, os experimentos imunoquímicos foram realizados em menor 

quantidade com outras moléculas purificadas de serpentes botrópicas: as serinoproteases tipo 

trombina (Nishimura et al, 1983; Claus and Mebs, 1989; Petretski et al, 2000; Sant’Ana et 

al, 2007), os peptídeos potenciadores de bradicinina (Tsuruta et al, 2006) e as L-

aminoácido oxidases (Stábeli et al, 2005). As lectinas tipo-C também receberam pouca 

atenção nestes estudos. Apenas cinco artigos foram publicados até a presente data utilizando 



 

estas proteínas botrópicas (Figura 03). Para entender melhor do que tratam tais artigos eles 

serão comentados com mais detalhes a seguir. 

Com a finalidade de comparar e estabelecer uma relação entre estrutura e função de 

lectinas tipo-C de venenos botrópicos, anticorpos gerados contra a lectina símile botrojaracina 

(um inibidor de trombina purificado do veneno da serpente B. jararaca) foram usados em 

experimentos para identificar uma imunoreatividade com outras lectinas símiles de venenos 

botrópico (botrocetina, proteína ligante dos fatores IX e X da coagulação) e crotálico 

(convulxina) e com a lectina tipo-C “verdadeira” de Bothrops jararaca (Monteiro et al, 1998; 

Castro et al, 2003). A reação contra a lectina tipo-C não foi bem reconhecida pelos 

anticorpos, apesar de ambas pertencerem à mesma espécie. Este resultado demonstra que 

existem diferenças na superfície de lectinas tipo-C e lectinas tipo-C símiles que afetam o 

reconhecimento por anticorpos e poderiam estar relacionadas às diferentes atividades 

biológicas entre estes grupos de proteínas. Utilizando anticorpos contra a mesma lectina 

símile botrojaracina, outras lectinas tipo-C símiles foram identificadas nas serpentes B. 

alternatus, B. atrox, B. cotiara, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwiedi e Lachesis muta 

(Castro et al, 1998; Castro et al, 1999). 

A reação cruzada de anticorpos dirigidos contra lectinas tipo-C com diferentes 

classes de proteínas do mesmo veneno, também foi demonstrado (Gomes et al, 2007). Desta 

maneira, anticorpos contra a lectina de B. jararacussu foram imobilizados a uma resina. Após 

ser aplicado o veneno bruto nesta coluna de afinidade a esta lectina, duas frações majoritárias 

foram identificadas como sendo: a própria lectina de B. jararacussu e a fosfolipase A2 - PLA2. 

Esta última teve sua identificação através da reação cruzada com anticorpos anti-crotoxina 

(uma PLA2 de C. durissus terrificus). Além disso, anticorpos gerados contra esta fração 

majoritária foram capazes de proteger camundongos contra o efeito letal dos venenos de B. 

jararacussu e C. durissus terrificus. 



 

De outro modo, experimentos adicionais foram feitos utilizando anticorpos contra 

lectinas de outros gêneros de serpentes, modulando a atividade de lectinas botrópicas. Nestes 

experimentos, a capacidade da lectina do veneno de B. atrox em induzir a agregação de 

plaquetas humanas foi aumentada pela presença de anticorpos contra a lectina de L. muta 

(Ogilvie et al, 1989) e sua atividade hemaglutinante foi inibida por anticorpos gerados contra 

uma lectina de também outro gênero de serpente: a A. p. leukostoma (Gartner e Ogilvie, 

1984). Todavia, o mecanismo da potencialização ou inibição dos anticorpos sob a atividade 

das lectinas, ou ainda as regiões envolvidas nesses efeitos, ainda não foram esclarecidos. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 03. Número de artigos que utilizam anticorpos gerados contra proteínas purificadas de 

venenos botrópicos. 
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d) Expressão heteróloga 

As proteínas da família das lectinas tipo-C são pouco abundantes no veneno bruto 

(menos de 1 % dentre o conteúdo protéico), o que prejudica a realização de experimentos 

estruturais e biológicos in vivo. Desta maneira, técnicas de biologia molecular são necessárias 

para aumentar de maneira satisfatória a concentração destas proteínas, além de facilitar 

estudos futuros da relação estrutura-atividade por mutagênese sítio-dirigida. A produção de 

uma biblioteca de cDNA permite a geração de clones para a posterior expressão das proteínas 

de interesse que estão pouco presentes no veneno. Seguindo a tendência geral e também neste 

contexto, mais lectinas tipo-C símiles tiveram suas seqüências deduzidas por seqüenciamento 

de cDNA que lectinas tipo-C verdadeiras (Leduc e Bon, 1998; Chung et al, 1999; Chen et al, 

2000; Shin, et al, 2000; Koh, 2000; Wei et al, 2002; Koo et al, 2002; Lee et al, 2003; Okuda 

et al, 2003; Zhong et al, 2006; Arpijuntarangkoon et al, 2007). Estas lectinas desprovidas de 

capacidade de se ligar a açúcares, também vêm sendo mais expressas em sistemas 

heterólogos. As lectinas tipo-C símiles têm sido expressas utilizando Pichia pastoris (Hu et 

al, 2005), Escherichia coli (Zha et al, 2004) ou COS (Arocas et al, 1997) como vetores.  

A primeira publicação de seqüência de cDNA de uma lectina verdadeira foi a do 

veneno de Trimeresurus stejnegeri (Xu et al, 1999). Outras serpentes também tiveram as 

seqüências de suas lectinas tipo-C determinadas pelo seqüenciamento dos nucleotídeos do 

cDNA, como as serpentes Echis ocellatus, E. pyramidum leakeyi, E. carinatus sochureki e B. 

arietans (Harrison et al, 2003a). Em serpentes elapídicas, as bibliotecas de cDNAs 

construídas a partir das glândulas de veneno das serpentes Bungarus fasciatus e Bungarus 

multicinctus, revelaram as primeiras lectinas tipo-C desta família, sendo chamadas de BFL-1, 

BFL-2 e BML, respectivamente (Zha et al, 2001). Após estes experimentos iniciais, a 

clonagem dos genes e expressão em E. coli de dois clones de Bungarus multicinctus (BML-1 

e BML-2), com seqüência similar a outras lectinas tipo-C de venenos de serpentes (Lin et al, 



 

2007), produziram lectinas recombinantes com as suas capacidades hemaglutinantes 

preservadas. 

Ainda nos experimentos de biologia molecular para o estudo de lectinas tipo-C 

verdadeiras, as seqüências tags expressas (ESTs) da biblioteca de cDNA construída com a 

glândula de veneno de um espécime da serpente B. jararaca, geraram 8,3 % de transcritos 

para lectinas (Cidade et al, 2006). Todavia, este resultado foi diferente ao apresentado para as 

serpentes Agkistrodon acutus (Qinghua et al, 2006) e Bitis arietans (Juárez et al, 2006), onde 

os ESTs seqüenciados corresponderam a 5,22 % e 13,2 % de clusters para lectinas, 

respectivamente. Outra serpente botrópica, a Bothrops jararacussu teve os transcritos 

expressos da sua glândula de veneno seqüenciados e alguns clones de cDNA foram 

identificados (Kashima et al, 2004). Foram encontrados 5 % de transcritos que codificam 

seqüências de lectinas, inclusive a que liga-se a galactose. Um clone correspondente a uma 

lectina tipo-C de Bothrops jararacussu foi expresso utilizando E. coli como vetor heterólogo, 

a partir de sua purificação em corpos de inclusão (Kassab et al, 2004). O homodímero desta 

lectina foi utilizado para experimentos estruturais e ensaios biológicos, tendo conservado a 

sua capacidade hemaglutinante. 

Análises da glândula de veneno de um espécime de outra serpente botrópica, a B. 

insularis, identificaram seqüências tags expressas (ESTs) que foram agrupadas em clusters. A 

partir da análise dos clusters referentes às proteínas tóxicas, 14,5 % foram identificados como 

proteínas da família das lectinas tipo-C (Junqueira-de-Azevedo e Ho, 2002). Posteriores 

experimentos de clonagem, seqüenciamento e expressão foram realizados utilizando alguns 

clones da biblioteca de cDNA desta serpente. A expressão de uma proteína similar ao fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF) (Junqueira-de-Azevedo et al, 2001) e uma proteína 

ligante de cálcio denominada calglandulina, (Junqueira-de-Azevedo et al, 2003) foram 

realizadas utilizando E. coli como vetor de expressão heterólogo. Além destas proteínas, uma 



 

lectina tipo-C desta serpente também foi subclonada e expressa. Esta lectina é o objeto de 

estudo desta tese, que está organizada em três partes e cujos objetivos estão descritos a seguir. 



 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 



 

2.1 Objetivos I 

 

2.1.1 Objetivos gerais I 

 

Devido à presença da família das lectinas tipo-C na biblioteca de cDNA da glândula 

de veneno da serpente Bothrops insularis, visamos nesta tese aprofundar o estudo deste 

veneno através de duas abordagens: 

a) Isolar e caracterizar uma lectina verdadeira tipo-C do veneno da serpente Bothrops 

insularis. 

 

2.1.2 Objetivos específicos I 

 

a) Purificar uma lectina verdadeira tipo-C de Bothrops insularis (BiL) utilizando 

técnicas cromatográficas de purificação de proteínas. 

b) Caracterizar a proteína isolada quanto às suas propriedades físico-químicas e a sua 

capacidade hemaglutinante. 

c) Determinar sua estrutura primária, comparando-a com a seqüência deduzida do 

clone obtido a partir da biblioteca de cDNA. 

d) Construir um modelo teórico da estrutura terciária desta lectina. 

 

 

 

 

 

 



 

2.2 Objetivos II 

 

2.2.1 Objetivos gerais II 

 

A lectina da planta Lens culinaris foi utilizada como controle negativo em um 

experimento de Western blot, porém foi reconhecida pelo soro de um coelho imunizado com 

BiL. Diante da constatação deste reconhecimento inesperado, foram definidos os objetivos de: 

 

a) Realizar um estudo imunoquímico utilizando anticorpos anti-BiL. 

b) Comparar o reconhecimento imunoquímico entre BiL e lectinas de plantas. 

 

2.2.2 Objetivos específicos II 

 

a) Obter e purificar anticorpos anti-lectina (classe IgG) através da imunização de 

coelhos com a lectina BiL em estado nativo e desnaturado. 

b) Identificar a imunoreatividade cruzada em lectinas de diferentes ordens de plantas 

utilizando IgGs anti-BiL. 

c) Identificar por espectrometria de massas peptídeos comuns imunoreativos entre 

BiL e a lectina da leguminosa Lens culinaris. 

 

 

 

 

 



 

2.3 Objetivos III 

 

Ampliar os estudos biológicos e estruturais de BiL é complicado dadas a dificuldade 

de obtenção do veneno bruto de B. insularis e a sua baixa concentração neste veneno. Sendo 

assim, para obter quantidade suficiente desta lectina superando tais entraves, experimentos de 

expressão heterológa são necessários. Para tal, foram definidos os objetivos descritos abaixo: 

 

 

2.3.1 Objetivos gerais III 

 

a) Expressar BiL em sistema procarioto. 

b) Identificar proteínas séricas que interagem com BiLr. 

 

 

2.3.2 Objetivos específicos III 

 

a) Transformar bactérias E. coli XL1-Blue com o clone pGEM11Zf que contêm a 

seqüência nucleotídica de BiL. 

b) Amplificar por PCR, purificar o inserto de BiL e subclonar em vetor de 

seqüenciamento pGEM-T easy para confirmar a sua seqüência. 

c) Clonar o inserto em vetor pET-14b utilizando bactéria E. coli BL21 (DE3) como 

vetor de expressão procarioto. 

d) Purificar a proteína recombinante utlizando as técnicas cromatográficas de 

afinidade e filtração em gel. 

e) Re-enovelar a lectina gerando um homodímero com capacidade hemaglutinante. 



 

f) Identificar glicoproteínas do soro humano que interagem com a lectina 

recombinante. 



 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAIS E 

MÉTODOS 



 

3.1 Obtenção das lectinas 

 

3.1.1 Purificacação da BiL 

 

O veneno bruto da serpente Bothrops insularis que foi utilizado nesta tese foi doado 

por pesquisadores do Instituto Butantan (São Paulo/Brasil) e corresponde a uma reunião de 

venenos de vários indivíduos coletados na ilha da Queimada Grande, SP – Brasil. O veneno 

(53 mg) foi aplicado na coluna de afinidade thiodigalactose TDG-Sepharose, equilibrada com 

solução CTBS. 

Para a montagem da coluna de afinidade (TDG)-Sepharose, um grama da resina 

Epoxy-activated Sepharose 6B (GE Healthcare) foi hidratada (3 ml) por 30 min e incubada 

com uma solução de TDG (10 mg/ml de resina) diluída em hidróxido de sódio 0,1 N (pH 10). 

Em seguida, foram realizadas lavagens sucessivas com água deionizada, hidróxido de sódio 

0,1 M, bicarbonato de sódio 0,1 M e acetato de sódio 0,1 M (pH 4). Finalmente, foi realizada 

uma incubação com etanolamina 0,5 M overnight a 4º C, seguida por uma lavagem com uma 

solução de equilíbrio TBS (tampão tris 20 mM, NaCl 150 mM; pH 7,5) contendo cálcio 5 mM 

(CTBS). 

O material retido foi eluído em uma única fração com o mesmo tampão adicionado 

de lactose 100 mM, dializado contra Tris 5 mM e aplicado em uma coluna de filtração em gel 

Superdex G-75 (coluna HR 10/300) (Pharmacia Biotech) em sistema de cromatografia líquida 

de rápida eficiência (FPLC) (GE Healthcare) e eluída com solução TBS sob um fluxo 

contínuo de 1 ml/min (por 30 min). O conteúdo de proteínas nas frações foi medido por 

absorvância a 214 e 280 nm e por método colorimétrico de dosagem (Lowry et al, 1951) 

usando a albumina sérica bovina como padrão. 

 



 

3.1.2 Lectinas de plantas 

 

As lectinas purificadas de plantas das ordens Fabales (Lens culinaris, Cratylia 

floribunda, Phaseolus vulgaris, Parkia platycephala, Cicer arietinum, Canavalia ensiformis, 

Vicia macrocarpa) Rosales (Artocarpus integrifolia), Brassicales (Moringa oleifera), 

Solanales (Solanum tuberosum) e Dipsacales (Sambucus nigra) foram doadas pela Drª Célia 

R. Carlini (Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Brasil). O conteúdo de proteínas foi 

medido por método colorimétrico de dosagem (Lowry et al, 1951) usando a albumina sérica 

bovina como padrão. 

 

3.2 Eletroforese  

 

3.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 

O gel de eletroforese de poliacrilamida (12 % ou 15 %) em condições desnaturantes na 

presença de dodecil sulfato de sódio 0,1 % (SDS-PAGE) foi realizado como descrito por 

Laemmli (1970). O tempo total de corrida foi de 1,2 h (nas condições ajustadas para 120 v e 

40 mA). O gel foi corado overnight com uma solução de ácido fosfórico 2 %, contendo 

metanol 20 %, sulfato de amônio 20 % e corante azul brilhante de Comassie 0,1 %. 

 

3.2.2 Eletroforese em gel de agarose 

 

Os DNAs foram submetidos a eletroforese em um gel de agarose 0,85 % (Invitrogen) 

em tampão TAE (Tris-Acetato-EDTA, pH 7,9) em fonte de eletroforese (Life Technologies) 

com voltagem fixa de 70 v. Foi utilizado 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen) como padrão de 



 

peso. Para que pudessem ser visualizadas as moléculas de DNA, o gel foi incubado por 10 

min em uma solução de brometo de etídio (100 µg/ml) e as bandas de DNA foram reveladas 

utilizando o transluminador de luz ultravioleta em câmara escura. A ação do brometo de etídio 

como corante se deve a sua capacidade de se intercalar entre as bases de ácidos nucléicos e 

fluorescer sob luz ultravioleta. 

 

3.3 Atividade hemaglutinante 

 

3.3.1 Aglutinação de eritrócitos de coelho 

 

Uma alíquota de sangue de coelho foi coletada da artéria central da orelha por 

punção e adicionada 6,4 mM de ácido etilenodiamino tetracético (EDTA) como 

anticoagulante. Os eritrócitos foram extensivamente lavados por centrifugação (5 min - 1.000 

rpm) com solução salina de fosfato (PBS) contendo KCl 1,3 mM (PBS-KCl) ou CTBS. Os 

ensaios foram realizados a partir de uma diluição seriada 1:2 da lectina purificada com PBS-

KCl em microplacas (volume final de 50 µl). Em seguida, uma suspensão de eritrócitos de 

coelho a 2 % (tripsinizados ou não) foi adicionada (50 µl). Após incubação por 60 min à 

temperatura ambiente, uma unidade foi determinada como a concentração mínima de proteína 

que consegue provocar uma hemaglutinação visível. 

Da mesma forma, um ensaio competitivo foi realizado, onde foi determinada a 

concentração mínima de inibidores (açúcares), que ao se ligarem preferencialmente à lectina, 

conseguem deslocar a ligação de BiL ao açúcar presente na superfície do eritrócito; 

impedindo desta maneira, a aglutinação das hemácias. Neste experimento, BiL (1 µg) foi 

submetida à presença de diferentes açúcares diluídos seriadamente (200 a 0,05 mM). Os 

açúcares utilizados foram: thiodigalactose, lactose, D-galactose, D-fucose, N-acetil-D-



 

galactosamina, D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, maltose, D-manose ou sacarose. Nas 

mesmas concentrações foi testada também a inibição da hemaglutinação na presença do 

quelante de cálcio EDTA. 

 

3.4 Análise da estrutura primária 

 

3.4.1 Seqüência N-terminal 

 

A seqüência N-terminal de BiL (ambas subunidades simultaneamente), foi obtida por 

degradação de Edman em um sistema de microseqüenciamento automático (Porton - modelo 

PI2090). A lectina foi eletrotransferida (Matsudaira, 1993) para uma membrana de 0,45 µm 

de polivinil difluoreto (PVDF Immobilon-P) a partir de um gel de poliacrilamida 12 % 

contendo SDS (SDS-PAGE) através de um sistema Semi-Dry Transfer Cell (Biorad) por 2 h 

(200 mA). A transferência foi realizada utilizando uma solução de CAPS (ácido 3-

[ciclohexilamino]-1-propanesulfônico) 10 mM em metanol 10 % (pH 11). Os derivados de 

aminoácidos foram identificados por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). 

 

3.4.2 Clivagem enzimática de BiL 

 

A proteína BiL purificada e liofilizada (350 µg) foi dissolvida em solução de 

bicarbonato de amônio 0,4 M (pH 8,0) contendo uréia 8 M e ditiotreitol (45 mM) e a amostra 

foi incubada a 50 ºC por 15 min. Em seguida, iodoacetamida (100 mM) foi então adicionada à 

amostra reduzida e esta mistura foi mantida em tempertura ambiente por 15 min no escuro. 

Por último, foi adicionado 14 µg de tripsina (Sigma), sendo a lectina carbamidometilada 

submetida a uma hidrólise enzimática durante 5 h a 37 ºC. Os peptídeos gerados foram 



 

separados em coluna de fase reversa em sistema HPLC (Shimadzu) usando uma coluna 

Sephasil C-18 HR 4/100 (Pharmacia Biosystems) com um sistema de eluição: solvente A (0,1 

% de ácido trifluoroacético/TFA em água ultra pura) e solvente B (TFA 0,1 % em 

acetonitrila/ACN). Um gradiente linear de 5 a 60 % do solvente B por 60 min a um fluxo de 

0,5 ml/min foi utilizado para a eluição da amostra. Alguns peptídeos mais intensos foram 

seqüenciados por degradação de Edman em um sistema de microseqüenciamento automático 

(modelo PI2090 - Porton). 

 

3.4.3 Espectrometria de massas 

 

As proteínas foram analisadas nas formas dimérica e monomérica. O dímero intacto 

(0,17 µg) ou o monômero de BiL em 0,5 µl (0,17 µg de BiL fervida com 17 µg de DTT por 5 

min) e a lectina BiL recombinante (BiLr) foram tratadas ou não com ZipTipC4 (Millipore), que 

corresponde a uma ponteira de 10 µl com um microvolume de uma resina de fase reversa em 

sua extremidade usada para desalinizar e concentrar a amostra, aumentando a sensiblidade e 

resolução do espectro de massas. A amostra foi misturada com 0,5 µl de solução matriz (10 

mg/ml de ácido sinapínico diluído em solução de ACN 50 % e TFA 0,1 %). Posteriormente, 1 

µl desta mistura foi aplicada na placa do MALDI e seco à temperatura ambiente. A 

determinação das massas foi feita em um espectrômetro de massas tipo MALDI-TOF, ou 

Ionização/dessorção de matriz assistida por laser - Tempo de vôo, modelo Voyager DE-Pro 

(Applied Biosystems). Os espectros resultantes foram visualizados utilizando o programa 

Data Explorer (Applied Biosystems).  

Uma alíquota do extrato da lectina digerida (1 µl) descrito no ítem 2.4.2 foi tratado 

com ZipTipC18 (Millipore). Em seguida, os peptídeos retidos foram eluídos do ZipTipC18 com 

uma solução de ACN 50 %, TFA 0,1 % e foram misturados com a solução matriz de α-ciano 



 

(10 mg/ml de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico diluído em solução de ACN 50 % e TFA 0,1 

%). A lista das massas obtidas a partir do espectro (fingerprint) foram analisadas pelo 

programa Find Mod (disponível em <http://www.expasy.ch/tools/findmod/>) para 

comparação com o fingerprint teórico obtido pela hidrólise in silico da seqüência de BiL. 

As matrizes utilizadas são formadas por soluções saturadas de pequenos compostos 

orgânicos que promovem a cristalização da amostra. As matrizes de ácido sinapínico e α-

ciano são indicadas para amostras com massas moleculares superiores e inferiores à 10 kDa, 

respectivamente. Os calibrantes e os parâmetros utilizados para obtenção de cada espectro nos 

espectrômetros de massas utilizados (MALDI-TOF e MALDI-TOF/TOF) estão nas legendas 

das respectivas figuras. 

 

3.5 Análise da estrutura tridimensional 

 

3.5.1 Modelagem molecular de BiL 

 

Para a construção do modelo teórico de BiL, o banco de dados PDB (disponível em 

<http://www.rcsb.org/pdb/>) foi utilizado para a obtenção das estruturas secundárias. O 

alinhamento e a comparação da estrutura primária e a análise da estrutura secundária foram 

realizados utilizando os programas BLAST (disponível em 

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/>), Swiss model (disponível em < 

http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html>) e Swiss PDB viewer (disponível 

em < http://www.ca.expasy.org/spdbv/>). A modelagem de BiL por homologia foi baseada na 

estrutura cristalina da única lectina “verdadeira” tipo-C de veneno de serpente depositada em 

banco de dados: a lectina de Crotalus atrox (CaL) (PDB: 1MUQ), que possui 90 % de 

identidade em seqüência primária com BiL. Os aminoácidos com as regiões estruturalmente 



 

conservadas foram identificados na seqüência primária, para que fosse possível o alinhamento 

entre as duas moléculas. As coordenadas de todos os resíduos foram transferidas de CaL para 

BiL, onde vários ciclos para minimização de energia foram realizados (utilizando o campo de 

força GRASP), para regularizar a estrutura e os parâmetros geométricos. Paralelamente a este 

processo, o modelo foi validado utilizando o programa WHAT IF (disponível em <http:// 

biotech.ebi.ac.uk:8400/>). 

 

3.6 Experimentos imunoquímicos 

 

3.6.1 Obtenção de anticorpos policlonais anti-BiL 

 

Dois coelhos foram imunizados s.c. (10-20 microinoculações) no dorso com 200 µg 

de BiL nativa em solução ou da BiL desnaturada contida em banda de SDS-PAGE 12 % 

triturada, ambas emulsificadas com adjuvante de Freund’s completo (Castro et al, 1999). 

Após 20 dias, o protocolo foi repetido em uma dose de reforço e o sangue das artérias centrais 

das orelhas dos coelhos foi coletado em 7 dias. Os soros foram obtidos e as IgGs (IgGn e IgGd 

para a BiL nativa ou desnaturada, respectivamente) foram purificadas utilizando a coluna de 

afinidade Protein-A (Pharmacia Biotech), usando o protocolo recomendado pelo fabricante. O 

pico de eluição foi monitorado a 214 e 280 nm e o conteúdo de proteínas foi determinado 

usando um ensaio imuno-enzimático (ELISA). 

 

 

 

3.6.2 ELISA 



 

 

Para a realização deste ensaio, placas de microtitulação (Dynatech) foram incubadas 

overnight a 4 oC com BiL ou lectinas de plantas (5 µg/ml) em tampão salino contendo fosfato 

(PBS) pH 7,2. Adicionais sítios de ligação na superfície da placa foram bloqueados com leite 

desnatado 5 % por 1 h, a 37 ºC. Diluições seriadas (1:101 a 1:108) das IgGs (IgGn e IgGd) 

foram adicionadas como anticorpo primário. Em seguida, foi adicionado anti-IgG conjugado 

com fosfatase alcalina (SIGMA, 1:5.000) como anticorpo secundário. A cor foi gerada 

utilizando um substrato cromogênico (nitro-blue tetrazolium e bromo-cloro-indol-fosfato) e os 

títulos foram definidos como a maior diluição com absorbância superior a 0,3 a 450 nm em 

um leitor de placas (Thermomax). 

 

3.6.3 Imunoreatividade utilizando IgGd 

 

Outro protocolo de hidrólise foi realizado, no qual bandas de SDS-PAGE 12 % de 

BiL e da lectina Lens culinaris foram incubadas com ACN 50 %, bicarbonato de amônio 25 

mM; pH 8. Após serem incubadas em ACN 100 %, as bandas foram reidratadas para uma 

digestão in gel com tripsina 100 ng/µl (Promega) por 12 h, a 37 ºC. Uma alíquota da solução 

peptídica resultante foi concentrada e incubada diretamente com IgGd anti-BiL (1:1, por 2 h a 

4 ºC). O TFA não foi adicionado e nenhum método foi utilizado para remover os anticorpos, 

conforme protocolo já descrito (Kiselar e Downard, 1999). Uma alíquota da reação peptídeos-

IgGd (1 µl) ou do controle sem anticorpos foram misturadas a uma solução de matriz (ácido 

α-cyano-4-hydroxycinnamic) em ACN 50 % e submetida a análise no espectrômetro de 

massas MALDI-TOF/TOF. 

 

3.6.4 Western blots 



 

 

As proteínas foram eletrotransferidas (200 mA; 2 h) do gel de eletroforese para uma 

membrana PVDF (0,45 µm) por um sistema de transferência eletroforética (Semi-Dry 

Transfer Cell - BioRad) como descrito por (Matsudaira, 1993). A membrana foi bloqueada 

por uma hora com tampão tris-HCl 20 mM, NaCl 150 mM; pH 7,5 (TBS) contendo leite 

desnatado 5 % e Tween-20 0,1 % (tampão TTBS-leite). Em seguida, a membrana foi 

incubada com anticorpo primário IgGn de coelho anti-lectina BiL 1:500 por uma hora. Após 

lavagem da membrana com TTBS-leite, esta foi incubada com anticorpo secundário anti-IgG 

de coelho conjugado com fosfatase alcalina (1:30.000). Nos experimentos com BiL 

recombinante foram utilizados anticorpos monoclonais anti-His tag (1:5.000) e anti-IgG de 

camundongo (1:10.000) como anticorpos primário e secundário, respectivamente. Em ambos 

os casos, a revelação foi realizada de acordo com instruções do fabricante usando substratos 

cromogênicos (nitro-blue tetrazolium e bromo-cloro-indol-fosfato). 

 

3.7 Experimentos de biologia molecular 

 

3.7.1 Preparo de bactérias competentes 

 

A bactéria Escherichia coli XL1-Blue (Stratagene) foi plaqueada pela técnica de 

esgotamento de alça em placa contendo meio Luria Bertani (LB) ágar 15 g/l (Invitrogen), 

adicionada do antibiótico tetraciclina 12,5 µg/ml. Após uma incubação overnight em estufa a 

37 oC, uma colônia foi selecionada e pré-inoculada em 5 ml de meio LB contendo o mesmo 

antibiótico por 18 h a 37 oC sob agitação constante. Este pré-inóculo foi adicionado a 500 ml 

de meio LB e incubado a 37 oC sob agitação constante por ~ 3 h até a fase de crescimento 

exponencial (DO550nm = 0,5 - 0,6). A cultura foi resfriada no gelo por 15 min e centrifugada a 



 

3.000 rpm por 15 min a 4 °C. A bactéria foi ressuspensa em 5 ml de água ultra pura estéril 

gelada e os pellets resultantes da centrifugação foram lavados repetidamente, com 450 ml e 

250 ml de água ultra pura estéril gelada. A última lavagem foi realizada com 5ml de uma 

solução de glicerol 10 % e o sedimento ressuspendido em 1 ml da mesma solução. As 

bactérias foram guardadas em alíquotas de 100 µl, congeladas em nitrogênio líquido e 

conservadas a - 70 °C. Todo o protocolo foi realizado em condições assépticas com bico de 

bunsen em câmara de fluxo laminar manipulado por materiais e soluções autoclavadas a 120 

ºC por 20 min. 

 

3.7.2 Transformação 

 

a) Choque térmico 

Uma alíquota da bactéria competente XL1-Blue (100 µl) foi descongelada em gelo e 

misturada com 10 ng do clone (cDNA da lectina clonado no vetor pGEM11Zf) em tubo de 

polipropileno e incubado por 20 min em gelo. Em seguida, a mistura foi submetida a um 

choque térmico a 42 oC por 50 segundos e novamente incubada em gelo por 2 minutos. A esta 

mistura foi adicionado 900 µl de LB, sendo agitada a 225 rpm por 1 hora a 37 oC. Uma 

alíquota (100 µl) foi plaqueada em LB ágar contendo o antibiótico ampicilina 50 µg/ml e 

incubada overnight em estufa a 37 oC. Da mesma maneira, o vetor de expressão escolhido 

pET-14b (Novagen) foi inserido na bactéria.  

 

b) Eletroporação 

Para a inserção de pGEM-T/BiLr em E. coli , foi utilizada a técnica de eletroporação 

(Dower et al, 1988). Primeiramente uma alíquota de bactérias competentes (100 µl), foi 

misturada cuidadosamente ao produto da ligação (1 µl) no gelo por 1 min. As células foram 



 

transferidas para uma cubeta de 0.2 cm e submetidas ao eletroporador (Gene Pulser II, Bio-

Rad) nas condições de 25 µF, 200 Ω e 2,5 KV. Imediatamente foi adicionado 1 ml de LB, 

sendo as bactérias transferidas para um tubo de polipropileno e incubadas a 37 °C por 1 h. 

Após este tempo 100 µl das células foi plaqueada em placa LB ágar contendo ampicilina. 

Uma colônia foi selecionada, feito um pré-inóculo e o DNA foi purificado. 

 

3.7.3 Desenho dos oligonucleotídeos 

 

A fim de amplificar por PCR o gene codificante para BiL e cloná-lo num vetor de 

expressão pET-14b, o mapa de restrição de BiL foi visualizado com auxílio do programa 

pDRAW 3.2 (disponível em <http://www.acaclone.com/>), sendo selecionadas algumas 

enzimas que não cortam a seqüência do cDNA de BiL. Dentre estas enzimas, XhoI, NdeI e 

BamHI foram escolhidas para que pudessem ser acresentados sítios de restrição para elas nos 

oligonucleotídeos sintéticos (primers) (Dialab) que foram desenhados, a saber: 5’-CCC TCG 

AGC ATA TGA ATA ATT GTC CCC AGG ATT-3’ e 5’-CCG GAT CCA AAG AGC AAT 

GTG CGC TAG AAT TT-3’. A estratégia usada foi de não amplificar a região hidrofóbica 

correspondente ao peptídeo sinal de BiL, para evitar problemas durante as purificações 

posteriores, como por exemplo, a insolublidade da proteína recombinante. A identificação dos 

sítios de restrição para as enzimas citadas nos dois primers está indicada na Figura 04. 

 

3.7.4 Amplificação e purificação do DNA 

 

Após o crescimento do clone contendo BiL, o DNA foi purificado utilizando um kit 

(Wizard plus SV minipreps DNA purification system - Promega) para ser amplificado por 

PCR. Para a reação em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizado um termociclador (Applied 



 

Biosystems) ajustado para 30 ciclos nas temperaturas de 94 ºC por 30 s, 64 ºC por 30 s e 72 

ºC por 30 s (desnaturação, anelamento e polimerização, respectivamente), após um ciclo 

inicial de desnaturação de 94 ºC por 2 min. Ao final da reação, a amostra foi submetida a 72 

ºC por 5 min e mantida a 25 ºC. A amplificação foi realizada em reação contendo: 1 µg de 

DNA purificado, 100 pmols de cada primer, dNTPs (Promega) 0,25 mM, enzima Taq DNA 

polimerase 10 µl com seu respectivo tampão recomendado pelo fabricante e água ultra pura 

para um volume final de 50 µl. O produto amplificado foi submetido a uma eletroforese em 

gel de agarose e a banda correspondente a ~ 405 pb contendo o gene inteiro de BiL foi 

cortada e o DNA purificado utilizando o método de lise alcalina com o kit Wizard SV gel and 

PCR clean-up system (Promega). 

 

3.7.5 Clonagem no vetor pGEM-T easy  

 

Com a finalidade de afastar a possibilidade de existirem erros durante a amplificação 

de BiLr, vários clones transformados com o produto de PCR foram seqüenciados. Sendo 

assim, o produto de PCR foi digerido (conforme descrito adiante na seção 2.7.6) e submetido 

a um gel de agarose, no qual a sua banda foi purificada. Em seguida, esta foi primeiramente 

ligada a um vetor pGEM-T easy de 3.015 pb (Promega) utilizando o kit recomendado pelo 

fabricante contendo a enzima T4 DNA ligase (Promega). A reação com esta enzima ocorreu 

por 1 h à temperatura ambiente. A junção vetor/inserto (pGEM-T easy/BiLr) foi dialisada em 

membrana Type VS 0,025 µm (Millipore) contra água ultra pura estéril por 10 min e, 

finalmente, foi inserida em bactérias por eletroporação. Em seguida, foram semeadas em 

placas com meio LB-ágar contendo ampicilina (50 µg/ml), sendo espalhadas 35 µl de X-gal 

(50 mg/ml) e 20 µl de IPTG (20 mM) na sua superfície, para identificar os clones positivos 

contendo o inserto. Após uma incubação overnight em estufa a 37 °C foram selecionados 



 

vários clones de coloração branca para serem sequenciados. Após a confirmação da seqüência 

(ver seção 2.7.7), a clonagem a partir de pGEM-T/BiLr no vetor pET-14b foi iniciada.  

 

 

3.7.6 Análise de restrição do plasmídeo pGEM-T easy recombinate e 

clonagem do gene BiL no vetor pET-14b 

 

O DNA plasmidial purificado (1 µg) do vetor pGEM-T/BiLr foi submetido a reações 

de digestão enzimática com várias endonucleases de restrição para confirmar a inserção 

correta do gene no vetor. A digestão de pGEM-T/BiLr foi realizada com duas enzimas usadas 

na construção dos primers: 10 U da enzima de restrição BamHI (GE Healthcare), seguida pela 

incubação com 10 U da enzima NdeI (Invitrogen) com seus respectivos tampões de reação 

recomendados pelos fabricantes. Cada incubação foi realizada a 37 °C por 2 h. Os produtos 

hidrolizados (10 µl) foram submetidos a um gel analítico de eletroforese de agarose. De 

maneira paralela, o DNA purificado do vetor escolhido para expressão pET-14b (4.671 pb) 

também foi digerido com as mesmas enzimas e submetido a um gel preparativo (80 µl), no 

qual a banda correspondente foi cortada e o DNA linear foi purificado com um protocolo de 

extração do gel GFX PCR DNA and gel band purification kit (GE Healthcare), para a ligação 

da banda de DNA ao vetor pET-14b (utilizando um protocolo similar à ligação ao vetor 

pGEM-T easy). 

 

 

 

 

3.7.7 Confirmação da sequência nucleotídica de BiLr 



 

 

Ao DNA purificado (300 ng) foram acresentados: 4,5 µl de BigDye (Applied 

BioSystems) contendo nucleotídeos marcados com fluorescência, enzima taq DNA 

polimerase e 3,2 pmols de primers universal ou reverso M13. O DNA foi amplificado por 

PCR utilizando um termociclador (25 ciclos nas temperaturas de 96 ºC por 10 s, 50 ºC por 5 s 

e 60 ºC por 4 min, após um ciclo inicial de 96 ºC por 2 min). Posteriormente, este DNA foi 

enviado para seqüenciamento automático (Genome Express), sendo confirmada a identidade 

com a seqüência nucleotídica de BiLr.  

 

3.7.8 Expressão 

 

Com a finalidade de expressar BiLr, foi realizada a transformação bacteriana em 

bactérias E. coli BL21 (DE3), por choque térmico utilizando pET-14b/BiLr e as células 

transformadas foram plaqueadas. 

 

a) Protocolo inicial de indução da expressão 

Uma colônia de E. coli contendo pET-14b/BiLr foi selecionada da placa LB ágar e 

inoculada em 50 ml de LB acrescido de ampicilina (50 µg/ml) e incubada overnight a 37 oC. 

A este pré-inóculo foi adicionado 1 l de meio LB e incubado por 2 h a 37 oC até DO660nm = 0,4 

- 0,7. Em seguida, foi adicionado IPTG na concentração final de 1 mM e incubado por 4 horas 

a 37 oC. A cultura foi centrifugada a 14.000 rpm por 10 min e o pellet ressuspenso em tampão 

de ressuspensão (Tris-HCl 20 mM, NaCl 500 mM; pH 8,0). A solução foi sonicada em gelo 

com 10 pulsos de 15 segundos, potência de 40 % (sonicador modelo: CV26 Ultrasonic 

processor) e centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos. Foi adicionado tampão de isolamento 

(uréia 2 M, Tris-HCl 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM; pH 



 

8,0) para purificar os corpos de inclusão. Finalmente, foi adicionado tampão de solubilização 

(uréia 6M, Tris-HCl 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM; pH 

8,0) ao pellet e a solução foi agitada por 60 min a 4 oC. Em seguida, a solução foi 

centrifugada a 14.000 rpm por 10 min e o sobrenadante recolhido para ser aplicado na coluna 

de afinidade à histidina, sendo conservado a - 20 oC. 

 

b) Protocolos testados 

Com o objetivo de tornar solúvel a proteína, vários protoclos foram testados. Desta 

maneira, o protocolo inicial foi alterado, sendo utilizando IPTG 0,1 mM após a temperatura 

de indução ser alterada para 28 °C. Outra modificação foi acresentar glicose a 2 % no LB em 

todas as etapas de expressão. Estas modificações foram incorporadas ao protocolo, sendo este 

utilizado atualmente. 

Foi realizado também um teste com uma etapa adicional antes da adição do tampão 

de ressuspensão, utilizando uma solução de lavagem contendo Triton (Triton X100 0,5 %, 

Tris-HCl 20 mM, NaCl 500 mM, azida sódica 0,1 %; pH 8,0), contudo esta alteração não foi 

incorporada ao protocolo atualmente utilizado. 

 

3.7.9 Coluna de afinidade à histidina 

 

a) Protocolo inicial 

A coluna de afinidade (1 ml) HiTrap (GE Healthcare) foi equilibrada utilizando fluxo 

de 1ml/min em bomba peristáltica, com 5 ml de tampão de ligação (uréia 6 M; fosfato de 

sódio 20 mM; NaCl 500 mM, imidazol 20 mM; pH 7,4), sendo este o protocolo recomendado 

pelo fabricante. A amostra foi aplicada e a coluna foi lavada com tampão de ligação até que a 

absorbância a 280 nm atingisse valores constantes (geralmente 10-15 ml). O re-enovelamento 



 

da proteína foi realizado com um gradiente decrescente (5 ml) de remoção da uréia em 

tampão de ligação (6; 3; 1,5; 0,75; 0,19; 0,095 e 0M de uréia). A proteína recombinante foi 

eluída com 5 ml de tampão de eluição (fosfato de sódio 20 mM; NaCl 500 mM; imidazol 500 

mM; pH 7,4) e estocada -20 oC.  

 

b) Modificações do protocolo de purificação  

Várias novas tentativas para a purificação da proteína recombinate foram realizadas e 

incluíram a troca do tampão de equilíbrio / lavagem para o mesmo tampão que foi utilizado na 

solubilização dos corpos de inclusão (uréia 6 M, tris-HCl 20 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 

mM, 2-mercaptoetanol 1 mM; pH 8,0). Seguida pela substituição deste por CTBS acrescido 

de uréia 6 M, imidazol 10 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM; pH 8,0. Finalmente o tampão foi 

padronizado com a sustituição de cálcio pela galactose (uréia 6 M, tris-HCl 10 mM, NaCl 150 

mM, imidazol 10mM, 2-mercaptoetanol 1mM, 5mM galactose; pH 8,0) sendo que este último 

é o que vem sendo utilizado atualmente. Utilizando este protocolo, a amostra foi re-enovelada 

na própria coluna e utilizando tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, imidazol 500 mM; pH 8,0 para 

a sua eluição. 

Em todas as alterações de protocolos, o tampão de re-enovelamento foi o mesmo 

utilizado para o equilíbrio / lavagem sendo crescentemente substituído pelo mesmo tampão 

sem uréia e 2-mercaptoetanol. Também foi realizado um teste para melhorar o protocolo de 

re-enovelamento (Selistre-de-Araújo et al, 2000), no qual a amostra foi eluída diretamente da 

coluna , diluída com tampão redutor (uréia 6 M, tris-HCl 20 mM, DTT 10 mM; pH 7,5) e 

incubada a temperatura ambiente por 30 min. Esta solução foi diluída novamente com tampão 

oxidante (uréia 3 M, tris-HCl 50 mM, cisteína 5 mM, cistina 1 mM, D-galactose 5 mM, CaCl2 

5mM; pH 7,5) e em seguida, foi submetida a ciclos de diálise (12 h), onde utilizando 

membrana de diálise com poro de 1 kDa, a uréia foi lentamente retirada da amostra em um 



 

gradiente decrescente (3; 1,5; 0,75; 0,19; 0,095 e 0M de uréia). Este protocolo de re-

enovelamento por diálise não foi eficiente na formação do homodímero e não foi incorporado 

ao protocolo atualmente utilizado. 

 

 

 

3.7.10 Coluna de afinidade à BiLr 

 

BiLr foi ligada a uma resina formada de Sepharose ativada por brometo de 

cianogênio (CNBr-activated Sepharose 4B - GE Healthcare) seguindo o protocolo do 

fabricante. A ligação da proteína recombinante à resina foi avaliada pela atividade 

hemaglutinante da fração não-retida, como descrito na seção 2.3. O plasma humano de um 

doador (6 ml) foi separado por centrifugação (10.000 rpm por 5 min) após ter sido coletado 

por punção venosa utilizando tubo de vácuo contendo anticoagulante (EDTA K2 1,2-2,0 

mg/ml de sangue) e conservado a - 20 °C. O cálcio foi recolocado a uma concentração final 

de 50 mM e o soro foi submetido à coluna de afinidade à BiLr após serem depletados os IgGs, 

utilizando a coluna Protein A agarose CL4B (Sigma) e a albumina, utilizando a coluna 

Cibacron Blue 3G-A agarose 3000 CL (Sigma), seguindo o protocolo recomendado pelo 

fabricante.  

A coluna contendo BiLr foi equilibrada com tampão CTBS e a fração retida após 1 h 

de incubação com o soro foi lavada com o mesmo tampão e eluída com lactose 0,1 M seguida 

por uma nova eluição com a substituição da lactose por EDTA 1 mM (1 ml em cada eluição) 

e concentrado pela metade por liofilização. O eluído foi submetido a um gel de poliacrilamida 

(50 µl) e algumas bandas foram selecionadas para hidrólise por tripsina para posterior 

identificação das proteínas em espectrômetro de massas MALDI-TOF/TOF. Uma coluna 



 

apenas com a resina (sem proteína ligada) e outra com a lectina nativa (BiL) foram usadas 

como controle negativo e positivo, respectivamente. 

 



 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 



 

4.1 Resultados I 

 

O conjundo de dados obtidos para conseguir cumprir os objetivos I (seção 2.1) foi 

reunido em um manuscrito, apresentado a seguir, publicado no periódico Archives of 

Biochemistry and Biophysics, v. 432, n. 1, p. 1-11, 2004. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

  



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

4.2 Resultados II 

 

O conjundo de dados obtidos para conseguir cumprir os objetivos II (seção 2.2) foi 

reunido em um manuscrito, apresentado a seguir, sendo submetido para publicação no 

periódico Toxicon. 
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Abstract 

Polyclonal antibodies raised against BiL, a C-type lectin from Bothrops insularis 

snake venom, were showed to cross react with some lectins especially from order Fabales. 

Epitopic peptides were identified from a direct comparison of mass spectra of BiL tryptic 

peptides before and after anti-BiL incubation. The results indicate the existence of 

homologous regions that are shared with snake and plant lectins, although they do no present 

an important primary sequence and sugar binding similarities. 

Keywords: Snake venom, C-type lectin, Antibody. 

 

Bothrops genera (Viperidae family) comprising a large number of species which are 

responsible for the majority of snakebite envenomations and for more human morbidity in the 

Brazil that any other genus of venomous snakes (Fundação Nacional de Saúde, 2001). 

Bothrops insularis is a threatened with extinction snake, geographic isolated in Queimada 

Grande, an isle in South littoral of São Paulo state. The venom gland transcriptomes revealed 

the presence of lectin family proteins (Junqueira-de-Azevedo and Ho, 2002). Thereafter, B. 

insularis C-type lectins have been isolated from venom and showed to bind galactose residues 

and present nefrotoxic activity (Guimarães-Gomes, et al 2003; Braga, et al, 2006). 

In case of immunochemical experiments using antibodies against bothropic venom 

molecules: L-amino acid oxidase (Stábeli et al, 2005), phospholipase (Moura-da-Silva et al, 

1991), BPPs (Tsuruta et al, 2006), thrombin-like (Claus and Mebs, 1989) and 

metalloproteinases (Mandelbaum et al, 1989) are the proteins generally used. In general, 

antibodies against lectin family have been only produced (Su et al, 2007) and used to 

identified their inhibitory effect against lectin-like activities (Ogilvie et al, 1989; Matsui et al, 

2002), to investigate the structure-function relationship with different proteins as 

phospholipase (Gomes et al, 2007) or other lectins (Castro et al, 1998; Monteiro et al, 1998; 



 

Du et al, 2002; Castro et al, 2003) from snake venoms and finally to screen the presence of 

lectin (Birrell et al, 2006; Birrell et al, 2007). 

Meanwhile, plant lectins represent the largest and most comprehensively studied 

family of these sugar-bind proteins. Over 100 members of this family are known, almost all 

isolated from seed of the plant (Sharon and Lis, 1990; Loris et al, 1998) and, differently from 

snake venom C-type lectins, the biological function of plant lectins is known (Peumans and 

Van Damme, 1995; Peumans and Van Damme, 1998; Rüdiger and Gabius, 2001). In this 

study, an immunochemical approach was used to verify the presence of conformational and 

linear common epitopes, making a qualitative comparison among snake and plant lectins 

using polyclonal antibodies anti-BiL. 

In previous experiments comparing the immunochemical properties of BiL, a C-type 

lectin from B. insularis venom, we have notice that antibodies cross reacted with some plant 

lectins. Although their divergent origin, the antigenic structure of the members of the lectin 

family may share many conformational (for native, folded protein) and linear (for denatured, 

unfolded protein) epitopes, made respectively of spatial and adjacent association of amino 

acid residues, possibly due to convergent evolution. Two rabbits were immunized s.c. with 

native or denatured BiL in polyacrylamide gel band and emulsified with Freud’s complete 

adjuvant as described by Castro et al, 1999. After an additional booster, sera were separated 

and IgGs (IgGn and IgGd for native and denatured BiL, respectively) were purified using 

protein-A affinity chromatography (Pharmacia Biotech). The cross-reactivity was tested by 

ELISA. Figure 1 shows that anti-BiL antibodies presented reactivity with some lectins of 

plants particularly from Fabales order. IgGs cross-reacted with lectins from Lens culinaris > 

Cratylia floribunda > Phaseolus vulgaris > Parkia platycephala > Cicer arietinum > 

Canavalia ensiformis > Vicia macrocarpa leguminoses. However tested lectins derived of 

plants from other orders: Rosales (Artocarpus integrifolia), Brassicales (Moringa oleifera), 



 

Solanales (Solanum tuberosum) and Dipsacales (Sambucus nigra) did not react with anti-BiL 

IgGs (Figure 1). It is interesting to note that different between BiL (a galactose binding lectin 

that belongs to C-type family) and these lectins that belongs to legume family (Arason, 1996) 

bind D-mannose and D-glucose sugars in the presence of manganese (or other transition 

metal) and calcium ions (Sharon and Lis, 1990).  

We then decided to identify common epitopes in these lectins using the method 

described by Kiselar and Downard, 1999. For that purpose we used L. culinaris lectin that 

presented the higher immunological identity to BiL. Both lectins were submitted to SDS-

PAGE and in-gel digestion with trypsin (Promega) at 37ºC for 12h. A portion of the resulting 

tryptic peptide solution was concentrated and reacted directly with purified IgGd anti-BiL 

(1:1, 2h at 4ºC). The IgGd was used for identify the common linear epitopes, to adjacent 

association of amino acids residues, indicated in figure 1. No trifluoracetic acid was added 

and no attempt was made to remove antibody as previously described. Tryptic peptides from 

lectins pretreated or not with BiL antibodies were added to a matrix solution (α-cyano-4-

hydroxycinnamic acid) and submitted to MALDI-TOF/TOF (Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-of-Flight) mass spectrometer (ABI 4700 model, Applied 

Biosystems-AB). The spectra were visualized using Data Explorer software (AB) and each 

sample in the presence and absence of IgGd was compared. A rigorous criterion select only 

the 100% suppress lectin peptide. The total obtained peptides of BiL were 21 in the 

acquisition mass range from 1 to 3 kDa. After IgGd incubation, 90% of these peptides were 

completely suppressed. The 1417.7318 peptide corresponds to 62-73 amino acid position, 

precede the 76-100 loop, an important region for homodimeric integrity and sugar bind 

preservation (Guimarães-Gomes, et al 2004). This peptide was selected for further analysis 

because the equivalents epitopes suppressed in L. culinaris lectin, 1095.6829 and 1471.7883 

m/z (138-147 and 44-55 amino acid positions, respectively) (Figure 2 - C, E) have similar 



 

primary sequence to this BiL epitope (Figure 2 - A, B). The sequences were conffirmed  by 

peptide fragmentation (Figure 2 – B, D, F).  The peptide with 1380.8 m/z of L. culinaris lectin 

also was supressed, but its MS/MS confirmation not was possible. 

The lectin studies are limited by a lack of the structural understanding. This 

methodology utilized is an interesting tool to identify common peptides among lectins from 

different families as C-type snake venom and legume lectins. Surprisingly, the cross-reaction 

exhibited by B. insularis lectin and some plant lectins suggests important sites of common 

antigenicity, not previously shown. Further advances may be made in the near future to 

identify evolutionary, structural and functional relationships in this class of toxins. 
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Figure 1. Immunochemical reactivity of BiL or plant lectins (5 µg/ml) with polyclonal IgGs directed against 

native (IgGn 1:103, black bar), or denatured BiL (IgGd 1:500, gray bar). The lectins were purified from Fabales 

(A) or Rosales, Brassicales, Solanales and Dipsacales (Insert B) plant orders. Anti-IgG conjugated to alkaline 

phosphatase (SIGMA, 1:5000) was used as the secondary antibody and color was developed with chromogenic 

substrates (nitro-blue tetrazolium and bromo-chloro-indol-phosphate). Values are medium of the absorbance 

(405 nm) of two independent experiments after 1 h reaction in a microplate reader (Thermomax). A non 

immunized rabbit serum was tested in parallel and subtract (control). 
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Figure 2. MS and MS/MS spectra of peptides suppressed by anti BiL antibodies. Comparison of the one peptide 

sequence of BiL (A) and two of Lens culinaris lectin (C and E) identified using the PeptideMass software 

(available in http://au.expasy.org) that were suppressed after (black line) versus before (gray line) IgGd reaction. 

The identical amino acids are indicated in black. The mass fragmentation (B, D and F) using MALDI-TOF/TOF 

mass spectrometry confirms the peptide sequence. The Calmix2 (AB) was used to automatic external calibration 

in the reflector mode of operation. 
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4.3 Resultados III 

 

Os dados obtidos para cumprir os objetivos III (seção 2.3) são apresentados a seguir 

e serão reunidos em um manuscrito a ser submetido em breve a um periódico internacional. 

 

 

Para dar início aos experimentos de biologia molecular, primeiramente foi 

selecionada a célula hospedeira. A bactéria Gram-negativa Escherichia coli foi escolhida por 

já ter sido utilizada anteriormente na expressão da lectina tipo-C botrópica de B. jararacussu 

(Kassab et al, 2004). Além disso, este é um organismo bastante conhecido, de manipulação 

barata e principalmente de crescimento rápido em curto tempo de geração.  

O clone gerado na biblioteca de cDNA da glândula da serpente B. insularis foi 

inserido por choque térmico em bactérias competentes E. coli XL1-Blue. Estas células 

cresceram em meio LB e o DNA plasmidial foi purificado. O fragmento de DNA que codifica 

BiLr foi amplificado por técnica de PCR (utilizando os primers que foram desenhados para a 

seqüência de nucleotídeos de BiL) (Figura 04). Os primers que foram desenhados para anelar 

as regiões codificantes N e C - terminais de BiLr, incluíram sítios de clivagem para enzimas 

que foram selecionadas a partir de seu mapa de restrição. Em seguida, este inserto de BiLr foi 

cortado com as enzimas de restrição BamHI e NdeI, purificado a partir de um gel de agarose 

0,85 %, sendo inserido em um vetor de seqüenciamento pGEM-T easy para conferir por 

seqüenciamento se houveram erros durante a amplificação por PCR.  

O vetor pGEM-T easy (Figura 05, Painel A) possui como marcador de seleção um 

gene de resistência à ampicilina e o gene que codifica a enzima β-galactosidase, onde está 

localizado um sítio múltiplo de clonagem. Este vetor possui extremidades coesivas 



 

constituídas por timidinas que facilitam a ligação do inserto pela T4 DNA ligase, já que a 

maioria das Taq DNA polimerases terminam a polimerização pela adição de bases adenina 

nas terminações 3’ do fragmento amplificado. Além disso, não há a necessidade de que o 

DNA deste vetor seja digerido com enzimas de restrição. Em seguida, o DNA plasmidial 

recombinante foi inserido na bactéria hospedeira XL1-Blue por transformação pelo método de 

eletroporação. Nesse método, a bactéria hospedeira é submetida a um choque elétrico, durante 

um período curto de tempo, o qual torna a parede celular permeável à entrada do plasmídeo. 

Em placa LB-ágar ampicilina/X-gal/IPTG, a seleção dos clones recombinates foi feita pela 

análise dos clones com coloração branca, indicando a inativação do gene de β-galactosidase 

(LacZ) pela inserção do fragmento amplificado. 

 

 



 

      
 
-
2
3
 

M
e
t
 
G
l
i
 
A
r
g
 
F
e
n
 
I
l
e
 
F
e
n
 
V
a
l
 
S
e
r
 
F
e
n
 
G
l
i
 
L
e
u
 
L
e
u
 
V
a
l
 
V
a
l
 
F
e
n
 
L
e
u
 
S
e
r
 
L
e
u
 
S
e
r
 
G
l
i
 

  
 
1
3
5
 

G
C
C
 
A
A
A
 
G
G
C
 
A
A
T
 
A
A
T
 
T
G
T
 
C
C
C
 
C
A
G
 
G
A
T
 
T
G
G
 
C
T
C
 
C
C
C
 
A
T
G
 
A
A
T
 
G
G
G
 
C
T
G
 
T
G
C
 
T
A
C
 
A
A
G
 
A
T
C
 

 
 
 
-
3
 

A
l
a
 
L
i
s
 
G
l
i
 
A
s
n
 
A
s
n
 
C
i
s
 
P
r
o
 
G
l
n
 
A
s
p
 
T
r
p
 
L
e
u
 
P
r
o
 
M
e
t
 
A
s
n
 
G
l
i
 
L
e
u
 
C
i
s
 
T
i
r
 
L
i
s
 
I
l
e
 

   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(
…
)
 

 
 
 
4
9
5
 

T
G
G
 
A
A
T
 
G
A
T
 
C
A
G
 
G
T
G
 
T
G
C
 
G
A
G
 
T
C
C
 
A
A
G
 
A
A
C
 
G
C
T
 
T
T
T
 
C
T
C
 
T
G
C
 
C
A
G
 
T
G
C
 
A
A
A
 
T
T
C
 
T
A
G
 

1
1
8

 
T
r
p
 
A
s
n
 
A
s
p
 
G
l
n
 
V
a
l
 
C
i
s
 
G
l
u
 
S
e
r
 
L
i
s
 
A
s
n
 
A
l
a
 
F
e
n
 
L
e
u
 
C
i
s
 
G
l
n
 
C
i
s
 
L
i
s
 
F
e
n
 
*
*
*
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T
T
T
 
A
A
G
 
A
T
C
 

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
ST
O
P
 

 
 
5
5
2
 

C
G
C
 
A
C
A
 
T
T
G
 
C
T
C
 
T
T
T
 
C
T
C
 
C
C
A
 
C
T
C
 
C
G
G
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 G
C
G
 
T
G
T
 
A
A
C
 
G
A
G
 
A
A
A
 
C
C
T
A
G
G
 
C
C
 
   
 

 
 
 

  F
ig
ur
a 
04
. L

oc
al

iz
aç

ão
 d

os
 o

lig
on

uc
le

ot
íd

eo
s 

si
nt

ét
ic

os
 n

a 
se

qu
ên

ci
a 

de
 c

D
N

A
 d

e 
B

iL
. N

o 
pa

in
el

 A
, e

st
ão

 d
es

ta
ca

do
s:

 o
 p

ep
tíd

eo
 s

in
al

 (
su

bl
in

ha
do

 

po
nt

ilh
ad

o)
, 

o 
pr

im
ei

ro
 e

 ú
lti

m
o 

am
in

oá
ci

do
s 

da
 p

ro
te

ín
a 

m
ad

ur
a 

(c
ai

xa
s 

es
cu

ra
s)

 e
 o

s 
do

is
 p
ri
m
er
s 

(e
m

 v
er

m
el

ho
) 

co
m

 s
eu

s 
re

sp
ec

tiv
os

 s
íti

os
 d

e 

re
st

ri
çã

o 
na

s 
re

gi
õe

s 
N

- (
X
ho

I, 
N
de

I)
 e

 C
- (
B
am

H
I)

 te
rm

in
ai

s.
 

 
 
 
 
C
C
 
C
T
C
G
A
G
 
C
A
T
A
T
G
 
A
A
T
 
A
A
T
 
T
G
T
 
C
C
C
 
C
A
G
 
G
A
T
 
T
G
 

  X
ho
I 
   
   
N
de
I 

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  

B
am
H

I 



 

Figura 05. Vetores utilizados. Mapas e seu pontos de referência nas sequências dos vetores 

de sequenciamento pGEM-T easy e de expressão pET-14b (painéis A e B). Em C, está 

ilustrado o esquema resumido da expressão do gene alvo em vetor pET-14b. 
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A seqüência do inserto foi confirmada depois de amplificação por PCR e análise 

em seqüenciador automático de nucleotídeos. Diante da confirmação da seqüência correta 

da lectina, esta foi clonada em um vetor de expressão pET-14b (Figura 05, Painel B) e o 

DNA plasmidial foi transformado por choque térmico em bactérias competentes E. coli 

BL21(DE3). O vetor pET-14b possui 4.671 pb e foi escolhido por carregar uma seqüência 

(His)6 ou His tag na sua região N-terminal o que facilita uma posterior purificação da 

proteína recombinante, além disso o plasmídeo pET-14b possui o gene bla que confere 

resistência à ampicilina e um promotor T7 na qual a T7 RNA polimerase se liga, após ter 

sua ser expressão induzida por IPTG. Este clone foi inserido em células da linhagem BL21 

(DE3) que é reconhecidamente a mais utilizada para expressão de genes alvo, por ser 

deficiente na protease lon e na protease de membrana externa ompT que podem degradar 

proteínas durante a purificação (Grodberg e Dunn, 1988). 

A lectina não foi facilmente expressa em grandes quantidades em E. coli, muito 

provavelmente devido a sua toxicidade celular, sendo este fato observado já nos primeiros 

experimentos piloto de expressão. Desse modo, consistiu um desafio identificar condições 

ideais para expressar esta proteína em grande quantidade, já que o protocolo utilizado para 

a lectina de B. jararacussu não se mostrou eficiente, ou seja, não foi observada uma banda 

de super-expressão em gel de poliacrilamida, apesar do monômero de BiLr ter presença 

confirmada por Western blot (Figura 06, Painel B).  

Para então melhorar o rendimento de BiLr, algumas alterações no protocolo 

original foram feitas. Em uma delas, a temperatura durante a indução foi alterada para de 

37 °C para 30 °C ou 28 °C na tentativa de diminuir a síntese de proteínas bacterianas, 

controlando a produção da proteína recombinante que parece ser tóxica, além de minimizar 

a perda do plasmídeo recombinante e tentar aumentar a solubilização de BiLr. Esta 



 

mudança no protocolo surtiu um efeito discreto no aumento da intensidade da banda 

eletroforética (dado não mostrado) e a mudança da temperatura de indução para 28 °C foi 

incorporada ao novo protocolo. A alteração que causou um efeito drástico na expressão foi 

a adição de glicose 2 % ao meio LB, que diminuiu a expressão de BiLr e aumentou a 

estabilidade do vetor recombinante.  

Quando as culturas com células hospedeiras atingem a fase estacionária 

(overnight) como foi o caso destes experimentos, ou quando o gene alvo codifica uma 

proteína tóxica; a glicose disponível é rapidamente consumida e outra fonte de carbono 

como o glicerol é utilizada. O metabolismo da fonte alternativa de carbono causa aumento 

dos níveis de AMP cíclico (cAMP), o que estimula a transcrição do promotor lacUV5 e 

subseqüente expressão da enzima T7 RNA polimerase e do gene alvo de interesse (Figura 

05, Painel C). Todavia, se a atividade basal da T7 RNA polimerase é alta demais, a 

transrição do DNA alvo no plasmídeo induzida pelo promotor T7 é desestabilizada. Como 

descrito por Grossman et al em 1998, a minimização dos níveis de expressão basal da T7 

RNA polimerase é necessária para manter a estabilidade do vetor pET e pode ser mantida 

suplementando o meio com glicose. Sendo assim, uma significante diminuição da 

transcrição basal do promotor lacUV5 é observada quando o meio é suplementado com 

glicose, na fase estacionária de crescimento bacteriano.  

Após várias concentrações de glicose ter sido testadas 2-10 %, sem alteração 

substancial no aumento da expressão, acompanhada pela visualização da banda em gel de 

poliacrilamida da fração insolúvel (dado não mostrado); a concentração de 2 % de glicose 

foi incorporada ao protocolo. A concentração de IPTG para a indução foi também 

modificada, sendo reduzida de 1 mM para 0,1 mM sem prejuízo da expressão proteica, 

sendo a concentração adotada no novo protocolo. Os monômeros da lectina foram 



 

expressos como agregados insolúveis em corpos de inclusão (Figura 06, Painel B, Coluna 

5) que foram reconhecidos pelo anticorpo anti-His tag. Estas associações de proteínas na 

fração insolúvel são devido à associação com lipídios bacterianos e podem ser convertidos 

à fração solúvel se adicionado ao tampão de lise, detergentes não iônicos ou zwiteriônicos 

(Brennan e Lin, 1996). Contudo, a inclusão de uma etapa adicional contendo o detergente 

não iônico Triton X100 ao protocolo de purificação dos corpos de inclusão, não afetou de 

maneira positiva a solubilização das proteínas dos corpos de inclusão e foi descartada. A 

presença do His tag foi identificada por reconhecimento do anticorpo (Figura 06, Painel B) 

na fração insolúvel, sendo solubilizada utilizando uma alta concentração de uréia.  

Como carrega no N-terminal o His tag, a lectina recombinante foi purificada 

utilizando a coluna de cromatografia de afinidade com níquel (íon Ni+2) imobilizada na 

qual a histidina se liga, sendo eluída em tampão contendo imidazol (Figura 06, Painel C, 

coluna 6). Como observado no gel de poliacrilamida, mesmo com otimização do protocolo 

de re-enovelamento aproximadamente metade da quantidade de lectina não foi dimerizada 

corretamente (banda de 16 kDa). A etapa seguinte de purificação em cromatografia de 

filtração em gel foi necessária para eliminar os contaminantes como a proteína em estado 

monomérico que não foi corretamente re-enovelada (Figura 07, Painel A). 

Várias alterações de protocolos foram necessárias para gerar um homodímero 

ativo. O desafio foi purificar um homodímero com capacidade hemaglutinante preservada. 

O protocolo contendo fosfato de sódio que foi recomendado pelo fabricante da resina foi 

rapidamente abandonado por causar maciça precipitação da proteína, de maneira que ao ser 

novamente solubilizada não possuía capacidade hemaglutinante. A substituição do fosfato 

pelo tampão tris-salino e tris-salino contendo cálcio que já foi utilizado anteriormente 

(Kassab et al, 2004) melhorou significativamente este efeito, porém continuava a gerar um 



 

homodímero sem atividade. Um protocolo de re-enovelamento por diálise utilizando um 

protocolo oxidante (Selistre-de-Araújo et al, 2000) utilizado com sucesso para outras 

toxinas recombinantes de venenos, as metaloproteases, também foi testado. Este protocolo 

além de oneroso foi bastante demorado. Após uma semana de várias trocas de diálise a 

proteína recombinante teve testada sua capacidade hemaglutinante. Este protocolo não foi 

considerado satisfatório porque apenas uma pequena fração da amostra formou o dímero, 

sendo observado um pico referente ao monômero bem mais intenso (sem atividade 

hemaglutinante) em cromatografia de filtração em gel (dado não mostrado), sendo a 

proporção dímero/monômero observada na cromatografia bem menor que a esperada. 

O melhor protocolo, dentre as muitas variações de concentrações de sais utilizados 

para favorecer as interações moleculares, foi com a utilização de galactose durante o 

processo de re-enovelamento com gradiente decrescente de uréia na própria coluna de 

afinidade. Açúcares têm sido descritos como importantes no re-enovelamento correto de 

lectinas, formando proteínas com capacidade hemaglutinante preservada (Campana et al, 

2002). A galactose é o monossacarídeo ligante preferencial de BiL e foi utilizada no 

processo de re-enovelamento para favorecer a formação correta da lectina homodimérica 

recombinante. Porém, não foi suficiente para re-envovelar completamente a amostra 

(Figura 06, Painel C, Coluna 6) a um homodímero de 32 kDa, sendo que esta banda 

desaparece após uma pré-incubação com DTT (dado não mostrado) confirmando a ponte 

inter-cadeia.  

A proteína recombinante foi então eluída utilizando-se este protocolo e submetida 

a uma nova etapa de purificação por cromatografia de filtração em gel em sistema HPLC 

(Figura 07, Painel A). O pico contendo a lectina recombinante dimérica foi monitorado a 

280 nm e o volume de retenção da proteína recombinante foi de ~ 24 ml, tendo a proteína 



 

nativa um volume de retenção de ~ 18 ml. Não é possível estimar o tamanho por este 

método, pois como também observado para a proteína nativa, o volume de retenção está 

fora da curva de calibrantes (albumina 45 kDa 11 ml, tripsinogênio 24 kDa 13 ml e 

lisozima 14 kDa 17 ml), muito provavelmente este fato se deve a interação com a matriz 

Superdex G-75 (formada de agarose e dextran), retardando o tempo de retenção destas 

lectinas. O dímero (carga + 2) foi identificado também por espectrômetria de massas. A 

diferença observada no painel C da figura 07, entre as massas de BiL nativa (16.217,85 

m/z) e recombinante (18.475,58 m/z) é referente à massa de seis histidinas adicionais 

(103,01 Da de cada uma) por cadeia que compõem o (His)6 tag, além do sítio de clivagem 

para a enzima trombina (peptídeo Leu-Val-Pro-Arg-Gli-Ser) presentes na porção N-

terminal de BiLr (Figura 07, Painel D). 

A atividade hemaglutinante da proteína recombinante foi recuperada, porém foi 

pelo menos duas vezes menor que a da proteína purificada do veneno de B. insularis, sendo 

esta atividade também inibida na presença de EDTA ou galactose (Figura 07, Painel B). O 

rendimento da proteína como homodímero ativo foi de ~ 6 mg por litro de meio de cultura. 
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Figura 07. Segunda etapa de purificação da lectina recombinante e hemaglutinação. A 

lectina recombinante purificada utilizando coluna Superdex G-75 em sistema HPLC 

(painel A) foi incubada por 1 h com hemácias de coelho a 2 % (painel B). Foram 

utilizadas diluições seriadas de 5 µg de BiL e BiLr (5/21 - 5/29) em tampão CTBS. No 

painel B está monstrado também, a inibição da hemaglutinação na presença de EDTA 

(1 mM) e galactose (20 mM), utilizando a menor diluição da lectina BiLr. Uma alíquota 

do pico purificado (10 µl) foi submetida a um espectrômetro de massas MALDI-TOF 

(linha preta, painel C), utilizando os seguintes parâmetros: modo de operação linear, 



 

 

voltagem de 25 kV, tempo de extração de 500 ns, faixa de aquisição das massas de 9 a 

50 kDa e calibração interna utilizando as massas 16.217,85 (linha vermelha, painel C) e 

32.372,48 m/z de BiL. No painel D, está destacada a porção N-terminal da proteína 

recombinante, com seus 21 aminoácidos adicionais (2.311,02 Da), contendo: o His tag, 

os sítios de restrição para trombina e NdeI e o início da seqüência de BiL (sublinhados).  

 

 

A atividade biológica e o papel durante o processo de envenenamento das lectinas 

de veneno ainda contitui uma questão relevante a ser respondida cientificamente. Uma vez 

que o veneno ofídico entra em contato com as proteínas plasmáticas resolvemos identificar 

in vitro glicoproteínas séricas que interajam com a BiL. Esperamos assim poder, inferir 

possíveis funções biológicas desta lectina durante o empeçonhamento. Assim, uma resina 

de cromatografia de afinidade contendo BiLr foi submetida à interação com soro humano. 

As proteínas que interagem com esta lectina recombinante foram eluídas em duas etapas: 

utilizando lactose 0,1 M, seguida de uma eluição com EDTA 1 mM e os retidos foram 

submetidos a um gel de poliacrilamida (Figura 08). De maneira paralela, uma resina 

contendo a lectina nativa (CNBr-BiL) e outra vazia (CNBr-∅), foram usadas como 

controles. 

Conforme já descrito anteriormente, as lectinas tipo-C verdadeiras se ligam a 

açúcares de maneira reversível na presença de cálcio. A eluição com o açúcar lactose 

demonstrou a eluição de pelo menos quatro proteínas que interagem com BiL e apenas 3 

com a lectina recombinante. Uma das bandas de ~ 25 kDa foi eluída da coluna contendo 

BiLr, apenas quando esta foi submetida a um tampão contendo EDTA, sugerindo uma 

interação mais forte com a proteína recombinante, necessitando de uma eluição de forma 



 

 

mais drástica, quelando os íons divalentes. As proteínas identificadas por setas (Figura 08) 

foram hidrolizadas utilizando o protocolo de digestão in gel com a enzima tripsina para 

futura identificação utilizando espectrômetro de massas.  
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Figura 08. Eletroforese das proteínas séricas que se ligam a BiLr. A amostra eluída (500 

µg) contendo atividade hemaglutinate foi reunida após várias purificações e imobilizada em 

resina CNBr-activated Sepharose 4B, no qual 1 ml de plasma humano depletado de IgGs e 

albumina foi aplicado (10 µl, coluna 1) e analisado por SDS-PAGE 12 %. Na coluna 4, 

alíquota das proteínas que se ligam a BiLr (50 µl) sendo eluídas utilizando lactose 0,1 M e 

na coluna 7, alíquota (50 µl) utilizando EDTA 1 mM. Em paralelo, o mesmo protocolo foi 

utilizado com a resina vazia (colunas 2 e 5) e com lectina nativa (colunas 3 e 6). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO 

 



 

 

5.1 Discussão 

 

A partir da biblioteca de cDNA construída por pesquisadores do Butantan para a 

glândula de veneno de um espécime de Bothrops insularis (Junqueira-de-Azevedo e Ho, 

2002), um clone de 927 pares de bases (GenBank: AY522720) foi identificado como 

pertencente à família das lectina tipo-C. Este clone teve confirmado sua presença no veneno 

bruto desta serpente por técnicas de espectrometria de massas e sequenciamento 

automático. Em seguida, passou-se a purificação desta proteína denominada lectina de 

Bothrops insularis (BiL) a partir do veneno bruto em duas etapas cromatográficas: 

afinidade e filtração em gel. O rendimento da proteína purificada foi de aproximadamente 

0,5 %, sendo este dado compatível com os obtidos com as lectinas de venenos de outras 

serpentes, como: Agkistrodon p. piscivorus 0,5 % (Komori et al, 1999), Bothrops jararaca 

0,4 % (Ozeki et al, 1994) e Trimeresurus okinavensis 0,4 % de rendimento (Nikai et al, 

2000). BiL foi submetida a um gel de eletroforese de poliacrilamida desnaturante sob 

condições redutoras, caracterizando-se como uma proteína homodimérica de subunidades 

de ~ 16 kDa ligadas por uma ponte dissulfeto. Estas características são similares as lectinas 

botrópicas descritas em B. atrox, B. godmani, B. jararaca, B. jararacussu e B. pirajai 

(Gartner et al, 1980, Lomonte et al, 1990c, Ozeki et al, 1994, Pereira-Bittencourt et al, 

1999 e Havt et al, 2005; respectivamente).  

Um ensaio competitivo, onde inibidores foram testados quanto à sua capacidade de 

impedir a hemaglutinação induzida por BiL, revelou que esta proteína se liga 

preferencialmente à lactose, D-galactose e D-fucose (concentrações mínimas requeridas de 



 

 

8 mM, 16 mM e 18 mM, respectivamente). A atividade não foi afetada por N-acetil-

galactosamina, D-glicose, N-acetil-D-glucosamina, maltose, D-manose e sacarose. O 

EDTA bloqueou fortemente a atividade hemaglutinante da lectina de Bothrops insularis. 

Podemos observar que o açúcar glicose sozinho não afetou a hemaglutinação, ainda quando 

associado com outra molécula de glicose (maltose). Porém, a associação entre glicose e 

galactose (lactose) inibiu fortemente a aglutinação dos eritrócitos. O açúcar preferencial de 

uma dada lectina é definido como o monossacarídeo com o qual esta se liga mais 

eficazmente, sendo este a galactose no caso de BiL. Diante disso, a lectina purificada (BiL) 

é claramente pertencente à família das lectinas do tipo-C, da mesma forma que outras 

integrantes já citadas desta família ligam-se à galactose na presença de cálcio. Todavia, no 

estudo das proteínas expressas na glândula de veneno das serpentes Bungarus fasciatus e 

Bungarus multicinctus também foram reconhecidas lectinas ligantes de manose (Zha et al, 

2001). Esta observação foi confirmada quando na mesma posição do tripeptídeo Gln-Pro-

Asp, que está conservado nas lectinas que ligam-se à galactose, houve uma substituição 

para o tripeptídeo Glu-Pro-Asn, característico das lectinas que ligam-se à manose (Weis et 

al, 1991; Feinberg et al, 2000). 

A seqüência primária de BiL foi identificada após o seqüenciamento por 

degradação de Edman dos 16 resíduos do N-terminal. Além disso, foi realizada uma 

digestão enzimática com tripsina que possibilitou o isolamento de um peptídeo interno 

(resíduos 33 a 56) em coluna de fase reversa, para que também fosse seqüenciado. 

Adicionalmente, também foi possível confirmar a identidade da lectina purificada (ou 

clonada) através da análise de mapa peptídico. Assim foi possível comparar as massas dos 

peptídeos obtidos por hidrólise tríptica com uma hidrólise virtual da lectina clonada. 



 

 

Apenas um dos peptídeos esperados não foi encontrado devido às condições da análise: 

apesar da aquisição dos espectros ter sido realizada em faixa de massas de até 4 kDa, a 

massa referente à posição dos aminoácidos 34 a 61 na seqüência de aminoácidos de BiL 

não foi observada. Este fato poderia ser explicado por uma baixa capacidade de ionização 

deste peptídeo citado dado o seu tamanho (3.311,55 Da), porém modificações nas 

condições experimentais poderiam tornar possível a obtenção desta massa. Entretanto, isto 

não inviabilizou a cobertura de identificação de BiL, já que este peptídeo corresponde ao 

que foi obtido por seqüenciamento químico interno.  

O veneno da serpente Bothriechis lateralis é um outro exemplo da utilização da 

ferramenta de espectrometria de massas para o estudo de lectinas. Este veneno foi 

fracionado em coluna de fase reversa, sendo as frações hidrolizadas in gel com tripsina para 

análise do fingerprint e para o seqüenciamento dos peptídeos por espectrômetro de massas. 

Esse procedimento foi complementado pela identificação imunoquímica e resultou na 

identificação de moléculas da famíla das lectina tipo-C (Lomonte et al, 2008). Utilizando 

um protocolo parecido, lectinas tipo-C foram identificadas pela primeira vez em venenos de 

serpentes elapídicas australianas (Birrell et al, 2007). E finalmente, em uma comparação 

entre as massas intacta e de-glicosilada da lectina de Trimeresurus stejnegeri e analizando o 

seu fingerprint em espectrômetro de massas, o aminoácido Asn5 foi identificado como o 

sítio de N-glicosilação (Zeng et al, 1999). 

As lectinas tipo-C de venenos de serpentes consistem em um grupo de proteínas 

que são funcionalmente diferentes (Drickamer, 1993; Kini, 1996). A comparação da 

seqüência de BiL com outras lectinas descritas foi realizada e as maiores porcentagens de 

identidade foram identificadas com outras lectinas tipo-C que ligam-se à galactose como a 



 

 

de Bothrops jararacussu (96 %), Lachesis muta stenophyrs (93 %), Bitis arietans (93 %), 

Crotalus atrox (90 %), Trimeresurus stejnegeri (82 %) e Bungarus fasciatus (63 %). Uma 

menor porcentagem de identidade foi observada para lectinas tipo-C símiles (30 % com a 

proteína ligante do fator IX da coagulação e 24 % com o receptor de manose em 

macrófago), que também necessitam de cálcio, mas não ligam-se à galactose (Mizuno et al, 

1999; Feinberg et al, 2000). 

BiL possui em sua seqüência primária resíduos de aminoácidos que interagem com 

a galactose e com o cálcio (Gln96, Asp98, Glu104, Asn 119, Tir 100, Asp112 e Asp120). 

Estes resíduos que interagem com a molécula de galactose são idênticos aos da lectina de 

Crotalus atrox, sendo que esta interação ocorre indiretamente através de íons cálcio 

(Walker et al, 2004). A interação entre lectinas e íons é um tema explorado em outras 

lectinas do tipo-C como por exemplo, a proteína ligante de manose (Weis et al, 1991). Esta 

lectina é bastante estudada e possui 32 resíduos formando o CRD. Desta maneira, a 

especificidade de ligação a açúcares é determinada pela presença de resíduos conservados 

que identificam uma molécula como sendo pertencente à família das lectinas (Drickamer, 

1993).  

O modelo teórico da estrutura tridimensional de BiL foi construído utilizando a 

lectina tipo-C da serpente Crotalus atrox (CaL) como modelo, com a qual tem identidade 

em seqüência primária de 90 %. Este modelo teórico foi construído conforme metodologia 

já descrita para uma enzima trombina símile (Castro et al, 2001) e o complexo formado 

entre BiL-galactose-cálcio foi construído. Cada subunidade de BiL apresenta um corpo 

globular formado por duas α hélices e oito folhas β, semelhante à outras lectinas símiles da 



 

 

família tipo-C com estruturas já determinadas por cristalografia, tais como a proteína 

ligante do fator IX/X da coagulação (Mizuno et al, 1997), a proteína ligante do fator IX da 

coagulação - FIX-bp (Mizuno et al, 1999), a botrocetina (Sen et al, 2001), a bitiscetina 

(Hirotsu et al, 2001), a flavocetina (Fukuda et al, 1999) além do receptor de manose em 

macrófago - MMR (Feinberg et al, 2000).  

A sobreposição da subunidade de BiL com algumas destas lectinas, confirmou seu 

arranjo conservado, incluindo a ponte dissulfeto entre as cadeias (Cis86). Uma forma de 

exemplificar este arranjo conservado seria na descrição da subunidade α da proteína ligante 

do fator IX da coagulação (PDB: 1BJ3) e da subunidade β do receptor de manose em 

macrófago (PDB: 1EGG). Estas duas proteínas compreendem 30 % e 24 % de homologia 

estrutural com a seqüência primária de BiL, respectivamente. Já a organização das 

estruturas secundárias destas duas moléculas reunidas, apresenta regiões conservadas 

estruturalmente, que compreendem mais de 70 % de todos os resíduos de BiL. Este 

exemplo confirma os dados já descritos em literatura que dentro de uma família de 

proteínas a estrutura terciária de suas moléculas integrantes está mais conservada que a 

estrutura primária.  

Outra diferença entre as duas famílias de lectinas (lectinas tipo-C e tipo-C símiles), 

diz respeito à torção do loop (aminoácidos 76 a 100 na seqüência de BiL) que possui a 

cisteína responsável pela ligação entre as subunidades (Cis86), acarretando uma 

diferenciação na formação da interface entre as subunidades. Esta diferenciação está 

diretamente relacionada à posição das subunidades ao formar o complexo homodimérico e, 

consequentemente, a capacidade de se ligar à açúcares ou não. 



 

 

Para estender os estudos estruturais desta família de proteínas, foram gerados 

anticorpos policlonais em coelhos contra a lectina nativa (anticorpos conformacionais) e 

desnaturada (anticorpos lineares). A idéia inicial era realizar uma comparação 

imunoquímica entre os gêneros de serpentes, dessa maneira, em um experimento de 

Western blot lectinas de plantas foram utilizadas como controle negativo. Diante do 

inesperado reconhecimento cruzado de lectinas destas plantas usando anticorpo soro de 

coelho imunizado com a lectina nativa, foram iniciados experimentos de comparação 

imunoquímica para identificar epítopos comuns entre as famílias de lectinas. A lectina 

purificada da leguminosa Lens culinaris foi escolhida por ser a mais representativa ao 

apresentar uma maior reação cruzada quando comparada a lectinas purificadas de plantas 

de outras ordens. 

O peptídeo de massa 1.417,7318 (posições 62-73 na sequência) é uma região que 

precede o loop 76-100, uma região importante em BiL para a preservar a integridade do 

dímero e do sítio de reconhecimento à açúcares. Este peptídeo foi selecionado porque tem 

seqüência similar às massas 1.095,6829; 1.471,7883 e 1.380,8 m/z da lectina de L. culinaris 

que também foram suprimidas, tendo os dois primeiros peptídeos seqüência confirmada por 

MS/MS. Desta forma, a reatividade cruzada exibida entre estas lectinas, indica importantes 

sítios de antigenicidade comum, que não foram anteriormente demonstrados.  

Para ampliar os estudos estruturais e biológicos, a expressão heteróloga de BiL se 

fazia necessária, diante da sua pouca abundância e dificuldade de obtenção do veneno de B. 

insularis, já comentados. Diante disso, foi realizada a expressão do clone de BiL ultilizando 

E. coli como vetor de expressão procarioto. A proteína foi clonada em vetor pET-14b e 



 

 

expressa com um tag de histidina na sua região N-terminal para facilitar a posterior 

purificação e identificação utilizando anticorpo anti-His tag.  

Várias tentativas foram feitas para expressar quantidade satisfatória de amostra, 

sendo que a adição de glicose ao meio de cultura e a diminuição da temperatura na fase 

estácionária de crescimento causaram a super-expressão de BiL (observada em 

experimentos de eletroforese) e foram consideradas alterações positivas no protocolo 

inicialmente utilizado. A lectina foi identificada no agregado insolúvel dos corpos de 

inclusão (muito provavelmente devido o seu caráter tóxico), sendo desnaturada com uréia e 

re-enovelada na própria coluna onde foi purificada, ao ser ligada à resina contendo níquel 

pelo tag de histidina; com a retirada decrescente de uréia. A presença do açúcar ligante 

galactose foi fundamental para o re-enovelamento do homodímero ativo (com capacidade 

hemaglutinante preservada) com um rendimento de 6 mg/l. 

A lectina tipo-C símile do veneno da serpente Agkistrodon acutus, a akitonina beta, 

foi expressa em vetor pBADTOPO transformado em células E. coli TOP10, sendo 

identificada nos corpos de inclusão (Zha et al, 2004). Utilizando este sistema, o rendimento 

da proteína foi alto e correspondeu a 40 % do total das proteínas celulares (150 mg/l). Esta 

proteína foi re-enovelada por diálise e preservou a capacidade de inibir a agregação de 

plaquetas induzidas por ADP. Por outro lado, as lectinas tipo-C BML-1 e BML-2 de 

Bungarus multicinctus (Lin et al, 2007) foram clonadas em vetor pET-His e transformadas 

em bactérias E. coli BL21 (DE3) plysS. Estas lectinas foram, como a lectina de B. insularis, 

re-enoveladas na coluna que foi purificada e as lectinas também recuperaram a atividade 

hemaglutinante, tendo o dímero ativo um rendimento de ~ 1,75 e 3,0 mg/l (BML-1 e BML-

2, respectivamente). Finalmente a outra lectina tipo-C descrita é uma lectina botrópica de B. 



 

 

jararacussu (Kassab et al, 2004) que serviu como base para a expressão da lectina de B. 

insularis por terem seqüência primária com identidade alta (96 %). Esta lectina foi 

frequentemente abordada nesta tese, tendo um rendimento de 2.5–3.0 mg/l ao ser expressa 

em vetor pET-15b utilizando bactérias BL21 (DE3). Esta lectina foi também re-enovelada 

formando um dímero ativo com capacidade hemaglutinante. Não foram descritas adições de 

açúcares durante a expressão ou o re-enovelamento no protocolo utilizado para expressar 

estas lectinas tipo-C símile e tipo-C “verdadeiras” descritas. 

Em seguida, o homodímero recombinante de BiLr foi aplicado a uma coluna 

cromatográfica de filtração em gel e a fração purificada foi submetida à interação com 

proteínas de soro humano. O soro utilizado teve depletado dois grupos de proteínas (a 

albumina e as imunoglobulinas) que por serem muito abundantes interferem na interação 

com BiLr de moléculas menos abundantes no soro. O material retido na coluna de afinidade 

foi eluído com galactose e em seguida por EDTA, duas substâncias que impedem a 

interação de BiL com açúcares. Uma banda de ~ 25 kDa chama antenção por ser eluída 

apenas após a incubação com um tampão contendo EDTA. Este fato sugere uma interação 

mais forte com esta proteína, necessitando de uma eluição de forma mais drástica (quelando 

os íons divalentes). As bandas que correspodem a proteínas que interagem com BiLr foram 

recortadas do gel de poliacrilamida, hidrolizadas com tripsina e aguardam identificação por 

espectrometria de massas.  

Em um levantamento bibliográfico no Pubmed (disponível em 

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/>), utilizando <snake lectin plasma>, < snake 

lectin serum> como palavras chaves a serem encontradas no título ou resumo, nenhum 

artigo foi encontrado com este tema. Várias lectinas tipo-C botrópicas já foram descritas 



 

 

por interagirem com proteínas plasmáticas purificadas, seja inibindo a atividade da 

trombina, como a botrojaracina (B. jararaca), botroalternina (B. alternatus) e outras 

botrojaracina-símiles (B. atrox, B. cotiara, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi) 

(Castro et al, 1999), seja induzindo a agregação plaquetária, como a botrocetina ao se ligar 

ao fator de von Willebrand (Sen et al, 2001). Todavia, um estudo utilizando amostra bruta 

de plasma ou de soro, identificando as glicoproteínas que se ligam à lectinas de venenos de 

serpentes é uma interessante questão que ainda não foi estudada. 

Podemos destacar que o estudo do veneno da serpente Bothrops insularis é 

relevante, já que por conta de seu isolamento geográfico, ocorreu uma seleção natural e este 

animal teve as suas características anatômicas e as propriedades do seu veneno selecionadas 

como resposta adaptativa às condições locais. O estudo da lectina tipo-C presente no 

veneno desta serpente em questão é interessante para o reconhecimento de diferenças entre 

a lectina de uma serpente isolada em uma ilha com as lectinas das serpentes residentes no 

continente.  

Os estudos estruturais são de extrema importância para ajudar na elucidação da 

relação entre a estrutura e a função desta classe de proteínas. As estruturas obtidas 

experimentalmente de lectinas tipo-C disponíveis em literatura são em sua maioria de 

moléculas que apesar da similaridade na seqüência dos aminoácidos e no arranjo estrutural, 

apresentam atividade biológica bastante diversa; além de não se ligarem aos carboidratos e 

muitas vezes não dependerem de cálcio. Entender como e porque as proteínas adotam um 

enovelamento específico, entre todos os possíveis, e só neste têm atividade biológica é uma 

questão bastante interessante. O conhecimento da estrutura tridimensional de um grande 

número de proteínas mostra que estas podem adotar o mesmo enovelamento com 



 

 

seqüências muito diferentes. Isso implica que, o entendimento do enovelamento de uma 

proteína de certa família auxilia no entendimento do enovelamento dos demais membros.  

Nos estudos sobre mecanismos de enovelamento/re-enovelamento de proteínas são 

utilizados métodos bioquímicos, biofísicos e teóricos, sendo que este estudo em particular 

empregou um método in vitro de re-enovelamento de BiL. A proteína recombinante BiLr 

está disponível para ser objeto de estudo com foco no entendimento da dinâmica da 

interação entre proteína-cálcio e proteína-açúcar e nos arranjos entre os aminoácidos que 

possibilitam a dimerização e a agregação de proteínas. Podendo para isso mutar 

aminoácidos considerados cruciais em cada um destes eventos e estudar os seus efeitos. 

Estudos adicionais utilizando esta lectina recombinante que já se encontram em andamento, 

possibilitarão esclarecer melhor em um futuro próximo a relação entre estrutura e função 

desta família de proteínas de venenos de serpentes. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 

 



 

 

6.1 Conclusões 

 

• Uma nova lectina tipo-C no veneno de Bothrops insularis (BiL) foi purificada 

utilizando técnicas cromatográficas, sendo um homodímero de 32 kDa, com suas 

subunidades ligadas por uma ponte dissulfeto. 

 

• BiL teve sua seqüência completa de cDNA confirmada por degradação de Edman e 

espectrometria de massas. 

 

•  A mínima concentração de BiL capaz de hemaglutinar uma suspensão de eritrócitos 

de coelhos tripsinizados foi de ~19 ng/ml, esta capacidade foi inibida por EDTA e 

galactose é o seu ligante preferencial. 

 

•  Foi construído um modelo teórico para a estrutura tridimensional de BiL, utilizando 

a lectina da serpente Crotalus atrox como molde. Assim foram identificados sítios de 

interação com galactose e cálcio e a importância do loop 76-100 para a integridade do 

dímero e a manutenção do CRD nas lectinas “verdadeiras”. 

 

•  Anticorpos gerados contra BiL na conformação nativa ou desnaturada foram 

capazes de reconhecer lectinas de plantas da ordem Fabales. 

 



 

 

•  Foi identificado em BiL o peptídeo 62-73 (1.417,7318 Da) como um peptídeo 

imunoreativo  com a lectina da lentilha Lens culinaris. 

 

•  BiLr foi clonada em vetor pET-14b utilizando bactéria E. coli BL21 (DE3) em 

corpos de inclusão em meio LB contendo 2 % de glicose. 

 

•  A lectina recombinante foi re-enovelada com a retirada decrescente de uréia na 

própria coluna de afinidade contendo níquel, na presença de galactose como um 

homodímero de ~ 32 kDa. 

 

•  BiLr possui atividade hemaglutinante dependente de cálcio, sendo esta metade da 

proteína purificada do veneno bruto. 

 

•  Foram visualizadas bandas em eletroforese de gel de poliacrilamida de proteínas 

séricas que se ligam à BiL, sendo eluídas com galactose ou EDTA. 
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Abstract:  

 

Snake venoms are rich in a large variety of proteins and peptides that can 

interfere in diverse biological processes. This review focuses on snake-venom 

proteins that belong to the C-type lectin family. These proteins include (1) true 

lectins that interact with carbohydrates through a Carbohydrate Recognition 

Domain (CRD); (2) C-type lectin-like proteins that  bind to factors  IX- and X- from 

blood coagulation through the Gla domain of factor X/Xa and/or IX/IXa; (3) 

prothrombin- and thrombin-binding proteins, represented by bothrojaracin and 

salmorin, either bind to prothrombin, impairing thrombin formation, or to thrombin, 

inhibiting its biological activities, such as clotting of fibrinogen, platelet activation, 

and so forth; and (4) C-type lectins –like molecules that interact with von 

Willebrand Factor leading to its binding to GPIb platelet receptor resulting in 

agglutination and (5) proteins that interact with platelet receptors inducing or 

inhibiting platelet aggregation or agglutination. The general structural 

characteristics of these proteins and current knowledge regarding their 

mechanisms of action are discussed. The detailed analysis of these molecules in 

terms of structure–function relationship will, in all probably, help with the 

development of new medical and pharmacological applications. 

 
 
1. Introduction 

 
Snake venom lectins (SVL) are a family of proteins produced exclusively in the 

gland of venomous snakes. This family present two distinct classes of lectins with 

conserved structural, but diverse biological function. C-type lectin (CTL) and C-type 

lectin-like (CTL-like) proteins. CTL is the group of lectins that bind saccharides in a 

Ca2+ - dependent fashion. They also contain a conserved region consisting of 115-

130 amino acid residues that is called carbohydrate recognition domain (CRD). 

Animal C-type lectins have recently been classified in seventeen groups [for rev. 



 

 

see 1] SVL belongs to the group VII which consist of a simply CRD and only binds 

to sugar. One example of this class of protein is the pancreatic lectin [2]. On the 

other hand, CTL-like proteins do not bind to sugar due to a disruption of CDR 

domain, nevertheless they have acquired the capability of binding different 

molecules leading to diverse biological activities [3, 4].  

Since their initial description in 1980 [5], CTL and CTL-like proteins have been 

isolated from the venom of many snake genera, including: Agkistrodon [6, 7], Bitis 

[8], Bothrops [5, 9-13], Bungarus [14] Crotalus [6], Dendroaspis [15], Lachesis [15-

18] and Trimeresurus [19, 20] (Table 1).  

While CTL are homodimeric proteins, C-type lectin-like proteins are usually 

heterodimeric, but some exist as oligomers of the heterodimer. The subunits have 

homologous sequences and are generally linked by a disulphide bond as well as 

by loop swapping between the α and β subunits. The crystal structure of some CTL 

and CTL-like have been described [21-25]. Table 1 list CTL and CTL-like 

molecules purified from Viperidae and Elapidae snake venoms. 

 

 
 
 
 



  

G
en
u
s 

S
p
ec
ie
s 

M
o
le
cu
le
 

F
u
n
ct
io
n
 

T
yp
e 

S
eq
u
en
c

e 
R
ef
er
en
ce

s 

A
g
ki
st
ro
d
o
n
 

A
. b

ili
ne

at
us

 
B

ili
ne

xi
n 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gl
ut

in
at

io
n 

C
T

L-
Li

ke
 

N
o 

[3
2]

 

A
. c

on
to
rt
rix

 
A

cL
 

- 
H

em
ag

gl
ut

in
at

io
n 

C
T

L 
N

o 
[6

, 2
6]

 

A
. p

is
ci
vo

ru
s 

A
pL

 
- 

H
em

ag
gl

ut
in

at
io

n 
- 

In
du

ce
 p

la
te

le
t 

ag
gr

eg
at

io
n 

C
T

L 
Y

es
 

[6
, 7

, 2
6]

 

B
o
th
ro
p
s 

B
. a

lte
rn
at
us

 
B

ot
hr

oa
lte

rn
in

  
- 

In
hi

bi
t t

hr
om

bi
n 

C
T

L-
Li

ke
 

N
o 

[5
4,

 5
5]

 

B
. a

sp
er
 

A
sp

er
ce

tin
, 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
N

o 
[1

81
] 

B
. a

tr
ox

 
B

aL
/T

hr
om

bo
le

ct
in

 
- 

H
em

ag
gl

ut
in

at
io

n 
- 

In
du

ce
 p

la
te

le
t 

ag
gr

eg
at

io
n 

C
T

L 
Y

es
 

[5
, 2

6]
 

B
ot

hr
oj

ar
ac

in
-li

ke
 

- 
In

hi
bi

t t
hr

om
bi

n 
C

T
L-

Li
ke

 
N

o 
[5

5]
 

B
. c

ot
ia
ra
 

B
ot

hr
oj

ar
ac

in
-li

ke
 

- 
In

hi
bi

t t
hr

om
bi

n 
C

T
L-

Li
ke

 
N

o 
[5

5]
 

B
. g

od
m
an

i 
B

gL
 

- 
H

em
ag

gl
ut

in
at

io
n 

- 
In

du
ct

io
n 

of
 e

de
m

a 
C

T
L 

N
o 

[9
] 

B
. i
ns

ul
ar
is
 

B
iL

 
- 

H
em

ag
gl

ut
in

at
io

n 
- 

R
en

al
 e

ffe
ct

s 
C

T
L 

Y
es

2  
[1

2,
 4

0]
 

B
ot

hr
oj

ar
ac

in
-li

ke
 

- 
In

hi
bi

t t
hr

om
bi

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
2  

[1
12

] 

B
. j
ar
ar
ac

a 

B
jL

 
- 

H
em

ag
gl

ut
in

at
io

n 
C

T
L 

Y
es

 
[1

0,
 4

1]
 

B
ot

hr
oj

ar
ac

in
 

- 
In

hi
bi

t t
hr

om
bi

n 
- 

In
hi

bi
t p

ro
th

ro
m

bi
n 

- 
In

hi
bi

t V
 fa

ct
or

 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

2  
[4

2-
53

] 

B
ot

ro
ce

tin
 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[1
0,

 2
1,

 5
6]

 

B
. j
ar
ar
ac

us
su

 
B

jc
ul

 

- 
H

em
ag

gl
ut

in
at

io
n 

- 
H

yp
ot

en
si

on
 

- 
In

hi
bi

tio
n 

of
 tu

m
or

s 
- 

In
du

ct
io

n 
of

 e
de

m
a 

C
T

L 
Y

es
 

[3
5-

39
] 



  

B
ot

hr
oj

ar
ac

in
-li

ke
 

- 
In

hi
bi

t t
hr

om
bi

n 
C

T
L-

Li
ke

 
N

o 
[5

5]
 

B
. m

oo
je
ni
 

B
ot

hr
oj

ar
ac

in
-li

ke
  

- 
In

hi
bi

t t
ro

m
bi

n 
C

T
L-

Li
ke

 
N

o 
[5

5]
 

B
. n

eu
w
ie
di
 

B
ot

hr
oj

ar
ac

in
-li

ke
 

- 
In

hi
bi

t t
ro

m
bi

n 
C

T
L-

Li
ke

 
N

o 
[5

5]
 

B
. p

ira
ja
i 

B
pL

 
- 

H
em

ag
gl

ut
in

at
io

n 
- 

R
en

al
 e

ffe
ct

s 
C

T
L 

N
o 

[1
3]

 

C
al
lo
se
la
sm

a 
C
. r
ho

do
st
om

a4
 

R
ho

do
cy

tin
 

(a
gg

re
tin

) 
- 

In
hi

bi
t p

la
te

le
t a

gg
re

ga
tio

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[1
30

, 1
37

, 
13

8,
 1

45
, 

18
2]

 

C
ro
ta
lu
s  

C
. a

tr
ox

 
C

aL
 

- 
H

em
ag

gl
ut

in
at

io
n 

C
T

L 
Y

es
3  

[6
, 5

7,
 5

8]
 

C
. d

ur
is
su

s 
C

on
vu

lx
in
 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[6
0-

66
] 

C
. r
ub

be
r 

C
rL
 

- 
H

em
ag

gl
ut

in
at

io
n 

C
T

L 
Y

es
 

[5
9]

 

D
ei
n
ag
ki
st
ro
d
o
n
 
D
. a

cu
tu
s5

 

A
al

L 
- 

H
em

ag
gl

ut
in

at
io

n 
C

T
L 

Y
es

3  
[1

74
] 

A
C

F
I 

- 
B

in
di

ng
 IX

 a
nd

 X
 fa

ct
or

s 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
 

[1
46

] 

A
gg

lu
ce

tin
 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
 

- 
P

ro
-a

ng
io

ge
ni

c 
ef

fe
ct

 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

 
[2

8-
30

, 1
78

] 

A
gk

ag
gr

eg
in

 
- 

In
du

ce
 p

la
te

le
t 

ag
gr

eg
at

io
n 

 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[1
80

] 

A
gk

ic
et

in
-C

 
- 

In
hi

bi
t p

la
te

le
t a

gg
eg

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[1
72

, 1
73

, 
14

4]
 

A
gk

is
ac

ut
ac

et
in

 
- 

In
hi

bi
t p

la
te

le
t a

gg
re

ga
tio

n 
- 

B
in

di
ng

 IX
 a

nd
 X

 fa
ct

or
s 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

 

[8
4,

 9
4,

 1
01

, 
10

2,
 1

03
, 

10
4,

 1
05

-
10

8]
 

A
gk

is
tin

 
- 

In
hi

bi
t p

la
te

le
t a

gg
re

ga
tio

n 
- 

A
nt

i-a
ng

io
ge

ni
c 

ef
fe

ct
 

C
T

L-
Li

ke
 

N
o 

[2
7,

 1
79

] 

A
ki

to
ni

n 
β 

- 
In

hi
bi

t p
la

te
le

t a
gg

re
ga

tio
n 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

 
[3

1]
 



  

G
lo
yd
iu
s 

G
. h

al
ys

6  

S
al

m
or

in
 

- 
In

hi
bi

t t
hr

om
bi

n 
- 

In
hi

bi
t p

ro
th

ro
m

bi
n 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

 
[1

13
] 

H
al

yx
in

/A
H

P
 IX

-b
p 

- 
B

in
di

ng
 IX

 a
nd

 X
 fa

ct
or

s 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[9
8,

 1
00

] 

L
ac
h
es
is
  
L.
 m

ut
a 

B
ot

hr
oj

ar
ac

in
-li

ke
 

- 
In

hi
bi

t t
hr

om
bi

n 
C

T
L-

Li
ke

 
N

o 
[5

5]
 

Lm
L 

- 
H

em
ag

gl
ut

in
at

io
n 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
- 

H
yp

ot
en

si
on

 

C
T

L 
Y

es
 

[1
5-

17
, 2

6,
 

67
, 8

9,
 1

68
] 

P
ro
to
b
o
th
ro
p
s 

 P
. f
la
vo

vi
rid

is
 

IX
/X

bp
 

- 
B

in
di

ng
 IX

 a
nd

 X
 fa

ct
or

s 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[2
5,

 6
8,

 8
2-

85
, 9

0,
 1

28
] 

F
la

vo
ce

tin
 

- 
In

hi
bi

t p
la

te
le

t a
gg

re
ga

tio
n 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

3  
[2

3,
 7

1,
 7

2]
 

P
. m

uc
ro
sq

ua
m
at
us

 

M
uc

et
in

 
- 

In
du

ce
 p

la
te

le
t 

ag
gr

eg
at

io
n 

C
T

L-
Li

ke
 

N
o 

[8
1,

 1
34

] 

M
uc

ro
ce

tin
 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[1
76

] 

T
M

V
A

 
- 

In
du

ce
 p

la
te

le
t 

ag
gr

eg
at

io
n 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

 
[1

42
] 

T
ri
m
er
es
u
ru
s 

T
. a

lb
ol
ab

ris
 

A
lb

oa
gg

re
gi

n 
- 

In
du

ce
 p

la
te

le
t 

ag
gl

ut
in

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
 

[7
4-

80
] 

A
lb

ol
ux

in
 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
N

o 
[1

77
] 



  

T
. o

ki
na

ve
ns

is
 

T
oL

/H
hL

 

- 
H

em
ag

gl
ut

in
at

io
n 

- 
T

he
 m

od
ul

at
io

n 
of

 C
a2 +

 
re

le
as

e 
fr

om
 s

ke
le

ta
l 

m
us

cl
e 

sa
rc

op
la

sm
ic

 
re

tic
ul

um
 

C
T

L 
Y

es
 

[2
0,

 7
0]

 

T
. 

pu
rp
ur
eo

m
ac

ul
at
us

 
P

ur
pu

re
ot

in
 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
 

[1
75

] 

T
. s

te
jn
eg

er
i 

S
te

jn
ul

xi
n 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
 

[1
27

] 

T
sL

 
- 

H
em

ag
gl

ut
in

at
io

n 
C

T
L 

Y
es

 
[6

8,
 6

9]
 

T
S

V
-G

P
Ib

-B
P

 
- 

In
du

ce
 p

la
te

le
t 

ag
gr

eg
at

io
n 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

 
[7

3]
 

T
S

V
-F

IX
-B

P
 

- 
B

in
di

ng
 IX

 fa
ct

or
 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

 
[1

28
] 



  

B
it
is
 

B
iti
s 
ar
ie
ta
ns

 
B

aL
/P

aL
 

- 
H

em
ag

gl
ut

in
at

io
n 

- 
T

he
 m

od
ul

at
io

n 
of

 C
a2 +

 
re

le
as

e 
fr

om
 s

ke
le

ta
l 

m
us

cl
e 

sa
rc

op
la

sm
ic

 
re

tic
ul

um
 

C
T

L 
Y

es
 

[8
, 3

3,
 1

41
] 

B
iti

sc
et

in
 

- 
In

du
ce

 p
la

te
le

t 
ag

gr
eg

at
io

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[2
2,

 3
4]

 

B
. c

au
da

lis
 

B
cL

 
N

D
 

C
T

L 
Y

es
 

[1
59

] 

B
. g

ab
on

ic
a 
 

B
gL

 
N

D
 

C
T

L 
Y

es
 

[1
59

] 

B
. n

as
ic
or
ni
s 

B
nL

 
N

D
 

C
T

L 
Y

es
 

[1
59

] 

D
ab
o
ia
 
D
. r
us

se
lli
i 

D
ab

oc
et

in
 

- 
In

hi
bi

t p
la

te
le

t 
ag

gl
ut

in
at

io
n 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

 
[8

6]
 

E
ch
is
 

E
. c

ar
in
at
us

 
E

ch
ic

et
in

 
- 

In
hi

bi
t p

la
te

le
t a

gg
re

ga
tio

n 
C

T
L-

Li
ke

 
Y

es
3  

[1
33

, 1
35

, 
13

6]
 

E
C

LV
 IX

/X
 b

p 
- 

B
in

di
ng

 IX
 a

nd
 X

 fa
ct

or
s 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

2  
[9

8,
 1

09
] 

E
. m

ul
tis

qu
am

at
us

 
E

M
S

16
 

- 
In

hi
bi

t p
la

te
le

t a
gg

re
ga

tio
n 

C
T

L-
Li

ke
 

Y
es

3  
[1

29
, 1

43
] 

E
. o

ce
lla
tu
s 

E
oL

 
N

D
 

C
T

L 
Y

es
 

[1
41

] 

E
. p

yr
am

id
um

 
E

pL
 

N
D

 
C

T
L 

Y
es

 
[1

41
] 

B
u
n
g
ar
u
s1
 
B
. f
as

ci
at
us

 
B

fL
 

N
D

 
C

T
L 

Y
es

 
[1

4]
 

B
. m

ul
tic

in
ct
us

 
B

m
L 

N
D

 
C

T
L 

Y
es

 
[1

4,
 8

7]
 

D
en
d
ro
as
p
is

1  
D
. j
am

es
on

ii 
D

jL
 

N
D

 
C

T
L 

N
o 

[1
5]

 

O
p
h
io
p
h
ag
u
s1
 
O
. h

an
na

h 
O

ph
io

lu
xi

n 
- 

In
du

ce
 p

la
te

le
t 

ag
gr

eg
at

io
n 

C
T

L-
Li

ke
 

N
o 

[1
26

] 

 T
ab

le
 1

. V
ip

er
id

ae
 C

-T
yp

e 
Le

ct
in

s 
an

d 
C

-T
yp

e 
Le

ct
in

-li
ke

 p
ro

te
in

s 
id

en
tif

ie
d 

an
d 

ch
ar

ac
te

riz
ed

 fr
om

 v
ar

io
us

 s
na

ke
 v

en
om

s 

 (1 ) 
G

en
us

 fr
om

 E
la

pi
da

e 
fa

m
ily

. 
(2 ) 

T
he

se
 le

ct
in

s 
ha

ve
 q

ua
te

rn
ar

y 
st

ru
ct

ur
e 

id
en

tif
ie

d 
by

 3
D

 M
od

el
 o

r 
(3 ) 

X
-R

ay
 C

ry
st

al
iz

at
io

n.
 

(4 ) 
A

ls
o 

na
m

ed
 a

s 
A
gk

is
tr
od

on
 r
ho

do
st
om

a.
 

(5 ) 
A

ls
o 

na
m

ed
 a

s 
A
gk

is
tr
od

on
 a
cu

tu
s.

 
(6 ) 

A
ls

o 
na

m
ed

 a
s 
A
gk

is
tr
od

on
 h
al
ys

 
N

D
 –

 N
ot

e 
D

et
er

m
in

ed
. 



 

  

2. Structural features and mechanism of action 

 

2.1 True lectins (C-Type Lectin - CTL):  

 

Several CTL have been purified and characterized, nevertheless a few of them 

were partially or totally sequenced, including those from Crotalus atrox, Lachesis 

muta stenophrys, Agkistrodon p. piscivorus, Trimeresurus okinavensis and Bothrops 

jararacussu venoms [7, 20, 37, 57, 88, 89]. The crystal structure of only one lectin, 

Crolalus atrox lectin, was determined [58] and some genes have been cloned and 

sequenced [12, 14, 31, 38, 68], with approximately ten complete sequences 

described in literature. In general, these purified proteins cause agglutination of red 

cells (erythrocytes), nonetheless other biological activities have been described, all of 

them related to the ability of binding sugar. The lack of structural information and a 

more systematic strategy to compare various subclasses of this venom family makes 

it difficult to more accurately look at their biological activities.  

The C-type lectins (CTLs) or snake venom true lectins make up a large protein 

family. They are characterized by specifically binding D-galactose, lactose and some 

may also recognize D-mannose sugars [14]. They present a highly conserved 

primary structure, including the carbohydrate recognition domain (CRD). Recently 

Abreu and coworkers [88] compared various CTLs by three-dimentional modeling. 

The overall sequence analysis of eleven CTLs (CaL, ApL, BaL, BjcuL, BjL, BpL, BiL, 

LmsL, TsL, BfL-1, and BfL-2) revealed a significant degree of homology among them 

(53–97%). As expected, the CRD involved in binding the carbohydrate and calcium is 

conserved in most of the studied CTLs [88]. These lectins are dimers or oligomers 

containing one CRD per subunit arranged by monomers with ~130 amino acid 

residues [2, 88]. Mainly, each monomer possesses the canonical fold and is 

comprised of six to eight β-sheets flanked by two α-helices, two short 310-helices, and 

a considerable amount of coil structure. Secondary structure of each subunit is 

stabilized mainly by three intrachain disulfide bonds (C3-C14, C31-C131, and C106-

C123) and C86 is the residue involved in the formation of disulfide-linked 

homodimers. These molecules showed a specific loop that is important in supporting 

the CRD and facilitates the formation of their dimeric form [58, 90, 91]. In additon, 

they present a characteristic 10-residues N-terminal extension that is involved in 

subunit interaction, making important contacts between monomers [57, 58]. 



 

  

Crystallographic studies have revealed the presence of an additional calcium ion-bind 

sites, besides the one involved in carbohydrate binding and the stabilization of these 

proteins. The bound calcium ion interacts directly with galactose or mannose 

moieties, a hallmark of the C-type lectin-carbohydrate interaction. Their 

monosaccharide binding specificities depend on the CRDs spatial arrangement [92, 

93]. The calcium ion itself is coordinated by eight ligands (protein residues Q96, D98, 

E104, N119, and D120) [58] with the distorted pentagonal bipyramidal geometry. 

Some of these residues (Q96, D98, N119, and E104) also make direct hydrogen 

bonds to the galactose 3- and 4-OH groups [58]. The surface directly involved in 

carbohydrate-binding (CRD) is negatively charged in all studied CTLs from snake 

venom and present a concave shape that fits galactose and calcium ion within [88]. 

These features probably allow the interaction of SVLs with the specific saccharide 

hydroxyl groups and calcium ion, and consequently modulate the biological function 

of these lectins as hemagglutinating molecules [88].  

Figure1  

The dimeric structure of CTLs, with two carbohydrate recognition site [14], causes 

erythrocyte agglutination, although other biological effects have also been reported. 

Almost all described biological activities seems to be due to the binding of sugar 

residues on cell surface glycocalix. Nevertheless, the precise mechanism of action 

and the dependence of sugar or specific binding to cellular receptors remain unclear. 

Furthermore, lectins were tested for diverse biological activities, as described below, 

but the lack of comprehensible and comparative approach made the complete 

understanding of biological activities described difficult. Some of these activities are: 

1) platelet aggregation and agglutination for A. p. leukostoma (western cottonmouth 

moccasin) lectin (ApL), L. muta (bushmaster) lectin (LmL) and B. atrox (fer-de-lance) 

lectin (BaL/thrombolectin) [26]; 2) calcium release from skeletal muscle from B. 

arietans (puff adder) lectin (BaL/PaL) and T. okinavensis (himehabu) lectin (ToL/HhL) 

[33, 70]; 3) inhibition of various tumoral cell lines growth by of B. jararacussu lectin, 

BjcuL [35]; 4) nefrotoxicity by B. insularis (jararaca ilhoa) lectin (BiL) and B. pirajai 

(Bahia jararacussu) lectin (BpL) [13, 40]; 5) induction of edema by B. godmani 

(Godmann's pit viper) lectin and BjcuL [13, 39].  

In case of a systemic action, in vivo experiments with L. muta lectin (1.5 mg/kg 

rats) produce a sharp and prolonged hypotension [17]. The same effects occur with 



 

  

i.v. injection of B. jararacussu lectin, BjcuL (0.2 mg/kg rats) [39], but in subtle form 

and a rapid return to the resting level is observed.  

 

2.2  C-Type Lectin-Like (CTL-like)  

 
This group of proteins lack carbohydrate binding capacity and is, at present, only 

found in snake venoms. C-type-lectin-like proteins shares common structural features 

but present a variety of biological activities. Most of the described activities are 

directed toward blood coagulation factors or platelet receptors. The evolution analysis 

of cDNA sequence of these proteins show that they diverged into three different 

groups: true lectins, A or alpha and B or beta chains of C-type lectin like proteins [91]. 

A and B chains diverged from a common C-type lectin ancestral. The processes that 

bring isozymes or isoproteins into being seems to be based in gene duplication 

followed by accelerate base substitution [for rev. 91]. These molecules can be 

classified based on their target proteins as described below. Interestingly, Li and 

coworkers [94] described for the first time a C-type lectin like protein – 

Agkisacutacetin, which possesses two activities: binding to GPIb on platelet surface 

and also to Factors IX and X. This unusual finding warrant further investigation. 

 

2.2.1. CTL-like binding to factor IX and/or factor X 

 
Proteins that bind blood factors X, and/or IX, witch are activated or not, have been 

characterized in various snake venoms. Atoda and Morita reported the first 

purification of this kind of molecule in 1989 [95].  Based on their ligand recognition 

specificity, these proteins can be classified into three types: [A] coagulation factor 

IX/X-binding proteins, such as those purified from T. flavoviridis [82, 95], B. jararaca 

[96], Echis carinatus leucogaster [98], and A. halys brevicaudus [98] snake venoms; 

[B] coagulation factor IX-binding proteins, purified from T. flavoviridis [99], T. stejnegri 

[68], and A. halys pallas [100] venoms; and [C] coagulation factor X-binding proteins, 

purified from Deinagkistrodon acutus venom [101, 102, 103, 104] former Agkistrodon 

acutus snake, although the proteins purified by different research groups present 

some physicochemical differences as far as they were analized they have very 

similar sequences. More recently, Li and coworkers [94] characterized agkisacutacin 

isolated from this same venom.  



 

  

These proteins generally have a molecular mass around 30 kDa and are αβ-

heterodimers linked by a single disulfide bridge. Nevertheless halyxin, from A.h. 

brevicaudus, contains three chains, two of them are translated from the same mRNA 

[98]. Habu IX/X-binding protein [90] and habu IX-binding protein [25, 85] isolated 

from T. flavoviridis have the same β subunit but different α subunits, which differ at 

only 19 (15%) of the total 129 amino acids. The crystal structures of these proteins 

show that each subunit of these molecules comprises a globular unit with an 

extended loop that contributes to a tight interaction with the other subunit, a 

characteristic shared by all C-type lectin-like proteins [88]. Their structures differ 

significantly from a true lectin such as the mannose binding protein, where this loop is 

folded inward and participates in Ca++ binding and carbohydrate recognition. The 

presence of this extended loop leads to the disruption of the Carbohydrate 

Recognition Domain (CRD) [90]. A concave surface is formed and is the putative 

binding site for the coagulation factors´ Gla-domain. 

The role of Ca2+ in habu factor IX/X and IX-binding protein and in anticoagulant 

factors I and II from D. acutus have been studied extensively [84, 105-108]. 

Spectrophotometric studies have shown that Ca2+ is essential for protein stabilization, 

probably for folding and also for biological activities [107, 108] since the binding of 

Factor X with anticoagulant factor I is lost when Ca2+ is replaced by another ion 

(terbium) [106]. Alternatively, Atoda and co-workers [109] proposed that Ca2+ is not 

essential for the final fold, since similar proteins or subunits that do not contain the 

binding site for Ca2+ can assume the same fold as the ones that do bind Ca2+. 

These proteins prolong the prothrombin time [95], and retard factor Xa-induced 

clotting. By different techniques it was demonstrated that they could bind with a 

stoichiometric relation of 1:1 to factor X/Xa and/or IX/IXa; or both factors [95, 96]. 

Interestingly, these proteins do not bind to Gla-domainless factors IX and X, and do 

not bind other Gla-containing proteins such as prothrombin, factor VII, protein C or 

protein S [95-97, 102]. Their interaction occurs only in the presence of Ca2+ [99, 101, 

110]. 

Crystallographic studies have shown that the anticoagulant activity is based on 

the fact that the Gla-domain site, essential for membrane binding, is buried when the 

complex is formed with the habu factor IX-binding protein [24, 111]. These complexes 

impair the interaction of the Gla domain with the membrane, which is essential for the 

amplification of the coagulation process. 



 

  

Whether or not these IX/X binding proteins have antithrombotic effect has yet to 

be ascertained. They are being used as tools to understand the role of Gla domain in 

the formation of the blood-coagulation complex [24, 111]. Gla-domains may thus 

serve as new targets for the development of anticoagulant and antithrombotic drugs. 

 

2.2.2. Thrombin and prothrombin binding proteins 

 
 Besides the molecules that bind Gla domains of factors IX and X, venoms 

present another class of C-type lectin-like protein that binds to thrombin and 

prothrombin. Bothrojaracin was described in 1993 as the first specific inhibitor for 

thrombin isolated from snake venom [42]. Since then its structure and mechanism of 

action have been studied and characterized. Its homologs, bothroalternin and 

bothroinsularin were also purified from others Brazilian snake venoms, [54, 112]. 

Another protein, salmorin, was isolated from Agkistrodon halys brevicaudus [113].  

 

Bothrojaracin and salmorin are 30-kDa proteins formed by two distinct but 

homologous chains linked together by disulfide bridges. They are very acidic proteins 

[42, 113]. Sequencing of the N-terminal and cDNA sequence has shown that 

bothrojaracin is another member of the C-type lectin-like family [42, 44]. Bothrojaracin 

is similar to a large number of molecules isolated from snake venoms: botrocetin 

(similarity to the A chains 80 % and B chains 60 %); factors IX/X-binding protein (57 

and 54 %); GP Ib-binding protein (65 and 62%); and salmorin (56 and 52 %), among 

many others [56, 96, 113, 114].  

Bothrojaracin possesses only 11 of the 13 amino-acid residues important for the 

Carbohydrate Recognition Domain (CRD), and thus is not able to bind to 

carbohydrates [44]. Experimentally bothrojaracin activity is not calcium-dependent 

although a calcium-binding site (Ser41, Gln43, Glu47, and Glu128) is present in β-

chain and an incomplete calcium binding site in α-chain, where Glu128 is replaced by 

Lys128 [109, 112]. The structural role for Ca2+ is not clear.  

The extensive homology with other C-type lectin-like proteins allowed us to 

deduce the arrangement of disulfide bonds of bothrojaracin [52] and to model its 

three-dimensional structure [112]. A comparison with bothroinsularin which is 100 

fold less active than bothrojaracin points to the concave region between chains as 

the binding site for thrombin.  



 

  

Bothrojaracin interacts with thrombin and prothrombin, forming a stable 1:1 

complex [42, 43, 48, 50]. The calculated Kd for bothrojaracin was 0.6 nM and 100 nM 

for thrombin and prothrombin, respectively [43]. Bothrojaracin binds to thrombin 

exosite I displacing ligands such as fibrin, hirudin, thrombomodulin and factor V and 

does not block the catalytic site [42, 43, 45].  

Bothrojaracin competes with Hirudin fragment 54-65 for binding to prothrombin, 

demonstrating that in fact both molecules bind to the so-called pro-exosite I of 

prothrombin [50, 115]. The activity of the tenase complex was blocked in the 

presence of either bothrojaracin or a hirudin peptide. This inhibition was much more 

evident in the presence of factor V together with activated platelets, suggestive of a 

possible involvement of pro-exosite I in the interaction between prothrombin and 

factor V [48, 51]. Neverthetess, the structurally similar salmorin inhibits prothrombin 

activation by factor Xa independently from the presence of factor V.  

Bothrojaracin exerts its anticoagulant effect by two distinct mechanisms: 1) it 

binds to activated thrombin through exosite 1, blocking fibrinogen clotting, platelet 

activation, factor V activation and other effects, and 2) it interacts with prothrombin, 

decreasing its proteolytic activation—especially that which is dependent on factor V 

interaction [48, 50, 51]. These characteristics make bothrojaracin a promising tool for 

the investigation of antithrombotic activities in vivo. In fact unpublished data in our 

laboratory show that bothrojaracin is a potent antithrombotic agent with a long term in 

vivo activity and may be of use for the development of new drugs, designed to use 

zymogens as new targets.  

 

2.2.3.  von Willebrand Factor binding proteins  

 

The first report for molecules from snake venom that interact with vWF is from 

Read and coworkers (1978) [116] who screened snake venoms for the induction of 

vWF-mediated platelet agglutination. Venoms from five species (Bothrops alternatus, 

B. jararaca, B. medusa, B. neuwiedii, and Bitis arietans) out of 73 venoms showed 

this activity. Botrocetin and bitiscetin were purified and showed to bind to VWF and 

modulate its activity to elicit platelet activation via glycoprotein Ib (GPIb) [117, 118]. 

Actually botrocetin was the first C-type lectin like molecule identified and its 

characterization was only possible after its complete sequencing by Usami and 

coworkers in 1993 [56].  



 

  

As common for C-type lectins, both botrocetin and bitiscetin are composed of two 

heterologous chains linked together by disulfide bond. Interestingly, although these 

molecules have the same function they share low similarity (47% for α chain and 

44% for β chain). Furthermore, bitiscetin is positively charged while botrocetin is 

negatively charged, they probably bind to different sites on von Willebrand factor. The 

crystal structures of these two molecules were determined [21, 22] and it was shown 

that the overall structure is very similar to various C-type lectin like molecules such as 

FIX/X bp (see above) [90]. Both subunits have a globular domain formed by two α 

helices and five to eight β strands, and a extended loop domain that interact with the 

globular domain of the other subunit (domain swap) giving a concave zone. A 

common feature between these molecules, which is different from other C-type lectin 

molecules, is the presence at the central concave region of acidic amino acid 

residues from both subunits forming a negatively charged region [22]. Bitiscetin did 

not show binding to metal cations [22], while botrocetin was shown to present one 

divalent binding site in the β chain similar to that seen in both coagulation factor IX/X-

bp and coagulation factor IX-bp [21].  

The agglutinating activity of botrocetin and bitiscetin is dependent on the 

presence of von Willebrand factor. In fact both molecules, botrocetin and bitiscetin 

were shown to bind specifically to von Willebrand Factor [118, 119] which in turn 

binds to the platelet receptor GPIb trigging the agglutination process. Several lines of 

evidence show that the A1 domain of vWF is the binding site for botrocetin and 

bitiscetin [22, 120] although it has also been demonstrated that bitiscetin can interact 

with the A3 domain since it does not bind to vWF lacking A3 domain and also 

competes with collagen, which preferentially binds to A3 domain. It was previously 

hypothesized that botrocetin or bitiscetin would induce a conformational change at 

the A1 domain that would expose the von Willebrand factor binding site to GPIb 

[121]. However the crystal structures of botrocetin and bitiscetin complexed with the 

VWF A1 domain indicate that these modulators directly bind to the A1 domain of 

VWF in close proximity to the GPIb binding site, and surprisingly no significant 

conformational change on the GPIb-binding site of the A1 domain was observed 

[122]. Possibly, bitiscetin and botrocetin could provide a positively charged patch that 

would interact to the anionic region at GPIb providing a supplemental platform fitting 

for GPIb. This hypothesis needs yet to be confirmed, although it has been 



 

  

demonstrated that botrocetin/von Willebrand complex does not bind the GPIb that 

lacks sulfated Tyr residues, responsible for the anionic region [123]. 

 

2.2.4. Platelet binding proteins 

 

Many C-type lectins can bind to platelet receptors leading to an activation or 

inhibition of platelet aggregation and/or agglutination (see Table 1). Among the 

receptors that were already described as target for C-type lectins we can cite GPIb, 

GP VI and GPIa/IIa (integrin α2β1).  

The echicetin [124], agkistin [27] and flavocetin-A [125] are examples of CTL-like 

proteins that strongly inhibit platelet aggregation by specific binding to platelet GPIb. 

However, alboaggregin B [74], TSV-GPIb-BP [73] and agglucetin [28] are snake CTL-

like proteins that induce platelet agglutination via GPIb without activating platelets. 

Some CTL-like proteins present dual specificity for both platelet GPIb and GPVI 

receptors such as convulxin, alboaggregin A and alboluxin. On the other hand, other 

CTL proteins, ophioluxin and stejnulxin, bind only to GPVI despite their high 

homology to convulxin, [126,127]. Another platelet target for CTL-like proteins that 

was described is α2β1 integrin receptor. EMS16 [129], rhodocetin, rhodocytin 

(aggretin or rhodocytin) [130], and bilinexin [32] were shown to interact with this 

receptor. However, in the meantime, it was demonstrated that rhodocytin induces 

platelet activation through the CLEC-2 receptor but not via α2β1 integrin, GPIb, or 

GPVI [131, 132].  

C-type lectins in snake venoms with platelet binding activity mostly have a 

heterodimeric structure with two subunits α and β that are often oligomerized to form 

larger molecules. The alboaggregin, echicetin, convulxin and flavocetin are high-

molecular mass platelet binding proteins and the 3D structure was determine by X-

ray crystallography to identify the molecular recognition sites within its heterodimeric 

structure [23]. These studies have further demonstrated that flavocetin-A and 

convulxin, with molecular weight around 149 kDa, are a disulfide-linked cyclic 

tetramer (α4β4). The overall structure of these molecules showed that the a α- and β- 

subunits are dimerized in a manner similar to 3D domain swapping as already 

described in IX/X-bp and IX-bp [25, 90], and an interchain disulfide bridge connects 



 

  

the two subunits. The tetramerization is mediated by another interchain disulfide 

bridge between cysteine residues at the C-terminus of the α-subunit and at the N-

terminus of the β-subunit of the neighboring αβ-heterodimer. The αβ-heterodimers 

are arranged in a manner of “head to- tail” interaction between cysteine residues 

located at either end of the long axis of the almost linearly elongated dimer unit [23]. 

The structure of echicetin, a dimeric CTL-like protein with platelet-inhibiting capability, 

has also been solved. The overall 3-D structure showed to be very similar to other 

CTL-like proteins. [133].  

Simple heterodimeric members of this family have been shown to inhibit platelet 

functions by binding to GPIb but others activate platelets via the same receptor. 

Another series of snake C-type lectins activate platelets by binding to GPVI while yet 

another series uses the integrin α2β1 to affect platelet function [134]. A classic 

example of a GPIb –binding C-type lectin is echicetin, which was early shown to 

block von Willebrand factor and thrombin platelet activation [4, 61, 135, 136]. 

Flavocetin-A is another member of this protein family that antagonizes platelet activity 

through GPIb-binding [23, 72, 125], as well as other platelet aggregation agonist, 

such as alboaggregin-B.[74, 76]. On the other hand aggretin/rhodocytin that interact 

via CLEC-2 [3, 137, 138] and convulxin that binds to GPVI receptor are agonists of 

these platelet receptors. It is interesting to notice that althougth these proteins share 

high sequence and structural similarities it has been shown that the binding sites on 

these molecules are slightly different leading to diverse responses [134, 140]. Also 

cross blocking experiments using radiolabeled anti GPIb α monoclonal antibodies 

showed that protein binding sites do not perfectly match [139]. In addition, other 

mechanisms of platelet agglutination also have been demonstrated as for echicetin, 

that also interacts with IgMk leading to platelet agglutination in plasma [4, 91, 134]. 

 

3. Molecular cloning and in vitro expression 
 

The first cDNA sequence obtained of a true lectin was a CTL from Trimeresurus 

stejnegeri venom [68]. Thereafter, the cloning of cDNA sequences from Echis 

ocellatus, E. pyramidum leakeyi, E. carinatus sochureki and B. arietans was realized 

[141] also showing sequences similar to CTL proteins. 



 

  

The molecular biology techniques were useful to identify many sequences, of 

CTL-like proteins. The complete amino acid sequences of stejnulxin subunits [127] 

and blood coagulation factor IX-binding protein (TSV-FIX-BP) [73], both from 

Trimeresurus stejnegeri venom revealed its A and B chain residues composition. 

Alpha and beta subunits from dabocetin, a Daboia russellii siamensis protein [86] and 

Alboaggregin B from Trimeresurus albolabris venom [80], the mature amino acid 

sequences of the alpha and beta subunits of TMVA, from Trimeresurus 

mucrosquamatus [142] and EMS16, found in the venom of Echis multisquamatus 

[143] also were deduced from cloned cDNAs. The analyses of cDNA form 

Agkistrodon halys brevicaudus gland, showed clones encoding the two separate 

polypeptide chains from salmorin [113] and also three existing chains of halyxin [98]. 

The complete amino acid sequence of Agkicetin-C, from Agkistrodon acutus (or 

Deinagkistrodon acutus) snake, also was resolved [144] as well as clones encoding 

for the alpha and beta chains of aggretin from Agkistrodon rhodostoma (or 

Calloselasma rhodostoma) [145]. 

In case of flavocetin-A (from Trimeresurus flavoviridis snake) a toxin of 149 kDa, 

and consists of two subunits, alpha and beta (with 17 and 14 kDa, respectively) the 

primary structure deduced by cDNA sequencing revealed some features of 

quaternary structure. The amino acid sequences of the alpha and beta [72] showed 

the additional disulfide bridges formed with Cys 135 of alpha subunit and Cys 3 of the 

beta subunit probably causing polymerization of this heterodimer. Another example is 

the two chains of convulxin [62]. Assuming that the localization of intra and interchain 

disulphide bridges of each chain is similar to other lectins, the existence of an 

additional interchain bridge explains its tridimeric structure (alphabeta)3, later 

confirmed by the crystallography studies.  

Some of the cloned molecules were expressed in different heterologous system. 

The CTL from Bothrops jararacussu snake gland was expressed by E. coli cells as 

inclusion bodies [38], using the active dimer for structural and biological assays 

(circular dichroism/ spectrometry and hemagglutinate techniques). Moreover, the 

expression of recombinant CTL-like was also realized. The expression of functional 

bothrojaracin (from Bothrops jararaca snake) was achieved in COS cells upon 

transfection with two vectors containing the complete cDNAs. Recombinant 

bothrojaracin, which was secreted into the medium, was able to bind and inhibit 

thrombin [44]. The toxin akitonin beta from Agkistrodon acutus [31] was expressed in 



 

  

E. coli cells as inclusion bodies and achieved a high level of expression (superior to 

150 mg/L) using TOPO system and exhibited its inhibitory activities on ADP-induced 

rat platelet aggregation in vitro. Using different vectors, the anticoagulant CTL-like 

protein ACFI from Agkistrodon acutus venom was expressed in Pichia pastoris host 

(yields of 1-4 mg/L). The two subunits cDNAs of this heterodimer protein, were 

transformed and expressed separately or together. However, the experimental 

results indicate that heterodimerization of two subunits is required for its function 

[146].  

Up to the present, most of CTL and CTL-like proteins have been identified in 

Viperidae venom. Only a few lectins were identified in Elapidae snake venoms. The 

screen the cDNA libraries obtained from the venom glands of Bungarus fasciatus and 

Bungarus multicinctus revealed the first lectins from Elapidae snake venom glands: 

named BFL-1, BFL-2 and BML [14]. Cloning and expression in E. coli cells as 

inclusion bodies of two CTL (BML-1 and BML-2) from the venom gland of Bungarus 

multicinctus also was achieved [87] as well as the confirmation of their 

hemagglutinating activity. 

 

4. Proteomic and Transcriptomic analyses  
 

There has been significant effort directed toward the generation of information 

through proteomics (venomics) from snake venom and transcriptomic from glands. 

Currently, around eleven snakes have had their venom gland transcriptomes 

analyzed: Bothrops jararaca [41], Bothrops jararacussu [147], Bothrops insularis 

[148], Lachesis muta [67], Bitis gabonica [149], Philodryas olfersii [150], Oxyuranus 

scutellatus [151], Agkistrodon acutus [152], Echis ocellatus [153], Deinagkistrodon 

acutus [154], Sistrurus catenatus edwardsii [155]. The analysis of the ESTs produced 

showed the presence of up to 15 protein families [156]. Furthermore, recent studies 

describe detailed proteomic information of snake venom [157-167]. These analyses 

show that C-type lectin and C-type lectin like proteins are ubiquitously present in 

snake venoms and relatively abundantly expressed. There are significant differences 

among the species [168] in terms of the relative occurrence of these proteins and 

percentage of total proteome [159]. However, some venoms from elapid snakes such 

as Oxyuranus scutellatus and Naja kaouthia did not show the presence of C-type 

lectins [151, 160]. Interestingly the proteomic characterization of two related Central 



 

  

American snakes showed that Atropoides nummifer contains true lectins, while 

Atropoides picadoi showed C-type lectin-like [157].   

The analysis of gene expression in the venom glands of B. insularis snake using 

ESTs identified gene clusters for two CTL: one related to B. arietans lectin (PAL) and 

another to T. stegnejeri lectin (TSL) [148]. After that, subsequent experiments of 

cloning, sequencing and purification was realized using this cDNA library, encoding a 

protein with high identity to true lectin named of BiL [12]. 

The transcripts expressed in the venom gland of Bothrops jararacussu were 

obtained by sequencing of randomly selected cDNA clones and were identified using 

existing databases [149]. A full-length cDNA encoding a galactose binding CTL and 

25 transcripts encoding CTL-like proteins have been found. In the case of B. 

jararaca, the analyses of expressed sequenced tags (ESTs) of a venom gland cDNA 

library were subjected to bioinformatics analysis, and showed 8.3% of the transcripts 

were CTL and CTL-like [41]. In the cases of Agkistrodon acutus [152] and Bitis 

arietans [169], clusters related to CTL and CTL-like molecules accounted for 5.22% 

and 13.2% of the total transcripts, respectively.  

 

5. Future direction 
 

The combination of classical protein chemistry and new high throughput 

techniques will allow us to describe new molecules of this protein family and 

eventually new binding targets and biological activities.  

Carbohydrates have an immense potential for encoding biological information. In 

this context, numerous data demonstrate that malignant transformation is associated 

with various and complex alterations in the glycosylation process. General use of 

lectins include, for example, diagnosis/prognosis (probes in anatomy, histochemistry 

and cytochemistry; serodiagnosis and radio imaging) and cancer therapy (targeted 

therapy, direct antitumor therapy, development of antiadhesins, mitogenic lectin 

therapy and use as immunotoxins) [170]. Besides the targeting specific cells, the 

lectin-sugar interaction can also be used to direct and deliver drugs to their site of 

action. The concept of bioadhesion via lectins may be applied for the gastrointestinal 

tract and others biological barriers like the nasal mucosa, the lung, the buccal cavity, 

the eye and the blood–brain barrier [171]. It is possible, thus, to envisage the 



 

  

usefulness of venom CTL for medical application, nevertheless this field remain to be 

explored.   

Many CTL-like venom proteins described inhibit binding of physiological ligands, 

for example, vWF and collagen, which have multiple binding partners. As a result, 

they acquire the ability to interact with multiple receptors or plasma proteins 

concurrently and, thus, increase the chance of interfering with the normal hemostatic 

function. Overall, SVL family modulates protein functions by exerting either inhibitory 

or activating effects using their highly homologous primary structure. This could be important 

for the understanding of hemostatic activation during thrombosis and for the development of 

novel drugs.  
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Figure 1. Models of representative of each CTL or CTL-Like protein subclass. 

A, Ribbon representation of the CTL BjcuL homodimer complexed with calcium and 
galactose. The interchain disulfide bridge is indicated in white, calcium in gray, and 
residues at the interface environment represented in blue and yellow. The atoms and 
bonds of galactose are color coded according to atom type (red for oxygen and white 
for Carbon; C, Ribbon representation of the CTL-Like, Bothrojaracin (Bjc), in that is 
composed of a globular body and an extended loop, respectively, forming an 
intertwined dimer. Solid spheres in pink represent the four regions containing the 
non-conserved positions as compared to bothroinsularin. B, D: Electrostatic potential 
maps of BjcuL (B) and Bin (D) homology models (Figure gently provide by 
H.C.Castro).  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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