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PURIFICACION DE UNA LECTINA TIPO C DEL VENENO DE LA
SERPIENTE PERUANA Lachesis muta

Mercedes Palomino®, Fanny Lazo®, Julio Delgadillo’, Ruperto Severina’,
Armando Yarlequé®

RESUMEN
A partir del veneno de la serpiente Lachesis muta, que habita en la amazonia peruana, se
purificd y determind las propiedades bioguimicas de una proteina no enziméatica denominada
lectina Tipo C. La purificacion se logro a través de un Unico paso cromatografico utilizando
unacolumnade DEAE-Sephadex A-50 equilibrada con buffer acetato de amonio 0,1 M pH 5.
La lectina fue reconocida debido a su capacidad para aglutinar glébulos rojos humanos in
vitro; por lo que se trata de una hemoaglutinina. La proteina en estudio fue purificada 3,6 veces
y represent6 el 3,5 % del contenido proteico total del veneno. El anlisis por PAGE-SDS,
demostrd que la lectina se encontraba al estado homogéneo con una masa molecular de 27,5
kDa y 14,3 kDa en su forma reducida. La lectina fue inhibida en su actividad por la lactosa
(1,56 mM), seguida de galactosa, arabinosa, sacarosa y glucosa. En cambio, no se registré
inhibicion con maltosa, manosa y fructosa. La capacidad hemoaglutinante de la lectina
también fue inhibida por EDTA, seguida de DTT y 2-mercaptoetanol a distintas
concentraciones; la inhibicion causada por EDTA (0,125 - 0,5 mM), fue anulada por los iones
Ca”, Mgy Mn". Los resultados indican que la proteina purificada es una lectina tipo C, la
cual es una potente hemoaglutinina.
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PURIFICATION OF A LECTIN TYPE C FROM THE VENOM OF
Lachesis muta PERUVIAN SNAKE

ABSTRACT
A lectin type C was purified and researching its biochemical properties from the venom of
Lachesis muta Peruvian snake . Purification was performed through a unic chromatographic
step using a DEAE-Sephadex A-50 column, equilibrated with 0,1 M ammonium acetate pH5
buffer. Alectin was recognized for its capacity in vitro to agglutinating human red cells. This
protein was purified 3,6 folds and it represents 3,5 % of the total protein into the venom. It had
27,5 kDa and 14,3 kDa of molecular weight in non reduction and reduction conditions,
respectively, using a PAGE-SDS analysis. It was strongly inhibited by the lactose (1,56 mM)
followed by galactose, arabinose, sacarose and glucose. While maltose, mannose and fructose
were not inhibitors. Hemagglutinating activity was inhibited by EDTA, DTT and ME too
using different concentrations. However inhibition produced by EDTA ( 0,125-0,5 mM) was
abolished by Ca™, Mg” and Mn™ ions. These results showed that this purified protein is a
lectin type C, with a potent hemagglutinin activity
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INTRODUCCION
Lachesis muta, también conocida como “Shushupe”, es el vipérido de mayor longitud de
América, pudiendo alcanzar de 3 a 4 m', habita la region tropical y sub tropical desde Costa
Rica hasta el sur de Brasil. En el Per( es la segunda responsable de accidentes ofidicos’. El
veneno de Lachesis muta posee diferentes componentes enzimaticos que han sido aislados y
caracterizados desde la década del 70. Dentro de ellos se encuentra la enzima similar a
trombina, fosfolipasa A, exonucleasa, L-aminoécido oxidasa, proteasas ° y hialuronidasa’ .
Tales enzimas estan implicadas en el proceso de envenenamiento causando edema,
hemorragia, hipotension, desérdenes en la coagulacion sanguinea, y necrosis °. Sin embargo,
se han encontrado componentes no enzimaticos del tipo de las lectinas, incluyendo el veneno
de Lachesis muta stenophyrs de centroamérica.
Las lectinas encontradas en venenos de serpientes pertenecen a la superfamilia de lectinas
del tipo C’, las cuales son proteinas dependientes de calcio para interactuar con carbohidratos,
que se encuentran extracelularmente; presentan puentes disulfuros y no poseen un ligando
sacéarido tipico’ . Sin embargo, se han purificado y caracterizado un gran niimero de lectinas a
partir de venenos de serpientes®*®. Estas proteinas pertenecen a la familia de lectinas tipo C y
poseen una regién conservada denominada dominio de reconocimiento de carbohidratos
(CDR)’. Pueden dividirse en dos grandes grupos: 1) lectinas tipo C verdaderas, aquellas que
se unen a carbohidratos y son dependientes de calcio y 2) proteinas similares a lectinas tipo C,
aquellas que contienen un CDR pero que no se unen a carbohidratos ni son dependientes de
calcio ™.
Estas proteinas son capaces de aglutinar in vitro globulos rojos de diferentes origenes
incluyendo aquéllos obtenidos de humanos®; presentan actividad edematica, actividad
mitogénica sobre linfocitos, y pueden inducir agregacion plaquetaria; ocasionan alteraciones
renales o son capaces de activar neutrofilos™.
A pesar de exhibir diferentes actividades bioldgicas, las lectinas tipo C verdaderas, son
consideradas como  proteinas no toxicas” y por lo tanto presentan un potencial
biotecnoldgico que ha estado siendo evaluado en los Ultimos afios. En ese sentido,
recientemente, se purifico y caracterizd la lectina del veneno de Bothrops leucurus
encontrandose que esta proteina posee una actividad antimicrobiana efectiva contra bacterias
Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Bacillus subtilis ™.
Por lo tanto, el presente trabajo ha tenido como objeto la exploracion y purificacion de una
lectina procedente del veneno de Lachesis muta del Per( para su ulterior caracterizacion.

PARTE EXPERIMENTAL

Material biolégico

Se empled veneno de Lachesis muta de especimenes adultos procedentes de Pucallpa-Dpto.
de Ucayaliy mantenidos en cautiverio en el Serpentario “Oswaldo Meneses” del Museo de
Historia Natural de laUNMSM. El veneno obtenido, fue liofilizadoy conservado a4 °C.

Cuantificacion proteica
Se realiz6 por el método de absorcion ultravioleta a 280 nm y por el método de Lowry et al.,
modificado por Loayza et al., usando como proteinaestandar albtimina sérica bovina.

Actividad hemoaglutinante (AH)
El método usado fue el de Ogilvie y Gartner, 1984” . En cada pocillo de una placa de
microtitulacion con fondo “V”, se colocaron 50 pL de solucién TCS (Tris 0,01 M, CaCl,
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2mM,NaCl0,5M)apH 7y luego seagregd 50 uL de veneno o proteina purificadaal primer
pocillo de cada fila, procediéndose a efectuar diluciones sucesivas %2 para los demas pocillos
de cada fila. Por tltimo, 50 pL de solucién al 3% de glébulos rojos humanos del grupo O Rh”
fueron afadidos a cada pocillo de las placas. Las lecturas se realizaron luego de una hora de
incubacion a temperatura ambiente. Los resultados fueron clasificados en hemoaglutinacion
completa, incompleta y no hemoaglutinacion. Esta prueba, asi como todas las pruebas de
hemoaglutinacidn, en adelante fueron realizadas por triplicado y el titulo (Gltima dilucién que
exhibe hemoaglutinacién completa) hallado es un promedio de los tres resultados obtenidos.

Purificacion delalectina

50 mg de veneno de L. muta fueron disueltos en buffer acetato de amonio 0,1 M pH 5,0y luego
de separar los restos insolubles por centrifugacion, la muestra fue aplicada a una columna de
intercambio anionico DEAE-Sephadex A-50 (38 x 1,1 cm) previamente equilibrada con el
mismo buffer. Se colectd fracciones de 1 mL con un flujo de 10 mL/hora. La elucidn de la
proteinaretenidaen lacolumnase realizd adicionando NaCl 0,3 M. Se determind el contenido
proteicoy laactividad hemoaglutinante de todas las fracciones colectadas.

Evaluacién de la pureza y determinaciéon del peso molecular

La lectina purificada fue evaluada por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%
(PAGE-SDS) en ausencia y presencia de 2-mercaptoetanol (ME), de acuerdo al método de
Laemmli (1970)*. El peso molecular se determiné usando como marcadores: alblimina sérica
bovina (66 kDa), ovoalbimina (45 kDa) y lisozima (14,3 kDa).

Efecto de carbohidratos

Se evalué D-galactosa, D- manosa, D- maltosa, L- arabinosa, D-fructosa, D-lactosa y D-
sacarosa sobre la actividad hemoaglutinante. Se realizaron diluciones seriadas de los
carbohidratos con concentraciones finales en el pocillo desde 200 hasta 0,05 mM. Luego se
adicioné 1 pg de lectina purificada, cantidad que produce hemoaglutinacion completa.
Ambos componentes, azcar mas lectina, fueron incubados a 37 °C por 20 minutos e
inmediatamente se afiadio globulos rojos al 3%. Se halld la cantidad minima necesaria de
cada azlcar para inhibir una hemoaglutinacion completa. Los ensayos se realizaron por
triplicado.

Efecto de agentes reductores y quelantes

Se evaluad los efectos del 2-Mercaptoetanol (ME), ditiotreitol (DTT) y EDTA sobre la
actividad hemoaglutinante de la lectina de L. muta. Se realiz6 diluciones seriadas de los
agentes en placas de microtitulacién: EDTA (0,75 - 2 mM), (ME) y DTT (0,75 - 10 mM). Se
reemplazé la solucion TCS (Tris 0,01M, CaCl, 2 mM, NaCl 0,5M) por solucién TS (Tris 0,01
M, NaCl 0,5 M pH 7,3) en los ensayos que contenian EDTA. La lectina mas el agente
respectivo fueron incubados por 20 minutos a 37 °C e inmediatamente se afiadié globulos rojos
al 3%.

Efecto de agentes quimicos

De manera similar a la descrita para los agentes reductores, se realiz6 diluciones de
iodoacetato y glutation (0,75 — 10 mM). Enfrentandolas contra 1 pg de lectina por 20 minutos
a37°C.

Efecto de iones divalentes

Se prepard mezclas que contenian EDTA (0,125, 0,250 y 0,5 mM), iones divalentes bajo la
forma de cloruros (0,05 - 1,5 mM) y lectina (1 pg). Se hall6 la concentracion minima (CMR)
de cada ion capaz de reconstituir laAH anulada por EDTA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacion de la lectina y peso molecular

Al fraccionar el veneno de L. muta en DEAE-Sephadex A-50, se obtuvo dos picos principales
de proteina, eluidos isocraticamente, lo que representd el 55,2% de la proteina total. Luego de
aplicar NaCl 0,3 M, eluyeron dos picos adicionales que representaron el 44,8 %. La lectina
correspondid al ultimo pico obtenido en este paso (figura 1).

Figura 1: Purificacion de la lectina de Lachesis muta en DEAE-Sephadex A-50 utilizando buffer
acetato de amonio 0,1 M pH 5,0 a un flujo de 10 mL/hora. Se colectaron fracciones de 1 mL.

Laactividad hemoaglutinante aumentd de 27,1 para la
muestra inicial de veneno a 97,8 para la lectina
purificada, lo que equivale a una purificacion de 3,6
veces (tabla 1).Los titulos fueron: 1056 para el
veneno y 64 para la lectina purificada (figura 2 , tabla
1). Con esta metodologia se recuperé 1,74 mg de
lectina purificada que representael 3,50%

Figura 2: Actividad hemoaglutinante de la
lectina de L. muta. El veneno se trabajé a
partir de una dilucién 1/33 y la muestra de
lectina corresponde al dltimo pico del perfil
cromatografico. El titulo del veneno es 1056
(32x33). V: veneno, B: blancos, L: lectina.
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Tabla 1: Cuadro de purificacion de la lectina de Lachesis muta utilizando DEAE-
Sephadex A-50.

Proteina Unidades
Totales
Paso Mg % Volumen Titulo de AE  Purificacion
actividad
Veneno 50 100 1,35 1056 1425,6 27,1 1
DEAE-
Sephadex 1,74 3,48 2,66 64 170,2 97,8 3,6
A50

Titulo: Reciproco de la Gltima dilucién que exhibe una hemoaglutinacion completa.
Unidades totales de actividad: Volumen total x Titulo. AE: Unid. Tot. de actividad/ mg proteina.

El presente trabajo es el primer reporte para el pais sobre la deteccion y purificacion de una
lectinacontenidaen el veneno de Lachesis muta.

Al analizar la lectina por PAGE-SDS, se encontr6 una Gnica banda proteica tanto en
condiciones reductorasy no reductoras . En cuanto al peso molecular, corresponde a 14,3 kDa
encondiciones reductorasy 27,5 kDaen condiciones no reductoras.

En 1980, Gartner ezal "', aislaron una proteina del veneno de Bothrops atrox capaz de aglutinar
glébulos rojos de diferentes origenes. Ellos la denominaron trombolectina, proteina
clasificada dentro de lagran familia de lectinas debido a que su actividad aglutinante se inhibia
en presencia de carbohidratos. Luego de este primer reporte, se han purificado y caracterizado
varias lectinas a partir de venenos de vipéridos, crotalidos y elapidos°.

En el presente trabajo, se ha purificado una lectina a partir de veneno liofilizado de Lachesis
muta. Se trata de una proteina acida, capaz de adherirse al DEAE-Sephadex A-50 y con un
punto isoeléctrico menor a 5. Estos resultados son comparables a los obtenidos para la lectina
de Lachesis muta aislada a partir de un veneno comercial.

Las lectinas tipo C verdaderas de venenos de serpientes, suelen purificarse empleando
columnas de cromatografia de afinidad que contengan lactosa o galactosa como grupo de
union®***; sin embargo, en esta investigacion se ha logrado la purificacion de una lectina
verdadera empleando DEAE-Sephadex A-50 y eluyendo la proteina atrapada en el sistema
con unasolucion de NaCl 0,3M. Hasta la fecha, ninguna lectina ofidica habia sido purificada
al estado homogéneo, mediante un solo paso cromatogréfico; ya que mas bien este tipo de
metodologia es comun al trabajar con lectinas vegetales; tal es el caso de la lectina aislada
mediante una columna de DEAE-Sephadex a partir de semillas de Eugenia uniflora L.”.

La lectina de Lachesis muta aislada en la presente investigacion, es un homodimero de 27,5
kDa donde cada subunidad presenta un peso de 14,3 kDa. Los mondmeros se disociaron en
presencia del agente reductor 2-mercaptoetanol lo que sugiere la presencia de al menos un
puente disulfuro intercatenario. Este comportamiento es usual en las lectinas ofidicas estando
los pesos en su forma dimérica entre 28 kDa, como la trombolectina *', y 32 kDa, como la
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lectina de Bothrops insularis *°. A pesar de que las lectinas tipo C verdaderas suelen ser
diméricas, la estructura cristalografica de la lectina de Crotalus atrox (RSL) muestra una
estructura decamérica, con dos pentameros arreglados simétricamente®.

Efecto de mono y disacaridos en la actividad hemoaglutinante

Al evaluar el efecto de carbohidratos sobre la actividad hemoaglutinante de la lectina en
estudio se encontro que cinco de los carbohidratos probados (lactosa, galactosa, arabinosa,
sacarosa y glucosa) son capaces de inhibir la hemoaglutinacion y por ende son reconocidos
por la lectina. En cambio, no se observé efecto alguno en los ensayos con maltosa, manosa
y fructosa, empleando concentraciones de hasta 200 mM (tabla 2).

Tabla 2: Inhibicion de la actividad hemoaglutinante por carbohidratos

Carbohidrato CMI *
Lactosa 1,56
D-(+)-Galactosa 3,13
L (+) Arabinosa 8,33
Sacarosa 50
D-(+)-Glucosa 100
Maltosa NI
D-Manosa NI
D-(-)-Fructosa NI

*  Concentracion minima inhibitoria (mM):
dilucion donde se deja de observar una
hemoaglutinacion completa.

NI: No se encontr¢ inhibicion.

Las lectinas tipo C verdaderas son capaces de reconocer carbohidratos y se les considera
calcio dependientes por presentar un dominio conservado para el ion’. Poseen un peso
molecular de 30 kDa en promedio y esta formada por dos subunidades idénticas unidas por un
puente disulfuro. Cada una de estas subunidades presenta un dominio de reconocimiento de
carbohidrato CRD, de aproximadamente 115-120 aminoacidos con 32 posiciones
conservadas distribuidas a intervalos fijos, sobresaliendo cuatro cisteinas que forman dos
puentes disulfuros intracatenarios.

Los experimentos presentados, en esta investigacion muestran que la lactosa, a una
concentracion de 1,56 mM, es capaz de inhibir totalmente la actividad hemoaglutinante y si
comparamos este efecto con el de la sacarosa, esta Ultima sélo produce este efecto inhibidor a
la concentracién de 50 mm. Notese que los valores de inhibicion producida por la galactosa
(3,1 mM)y laglucosa (100 mM) -que son los componentes de la lactosa- son distantes entre si
y el que mas se acerca a la lactosa es el de la galactosa, por lo que puede deducirse que este
monosacarido juega el rol mas importante en la inhibicion al integrarse en la molécula de la
lactosa. En cambio, el otro disacarido estudiado, maltosa, no causa ningdn efecto en la
actividad hemoaglutinante.
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A pesar de que la lectina en estudio puede reconocer méas de un carbohidrato, exhibe mayor
afinidad por la lactosa. El reconocimiento de carbohidratos recaeria en los residuos de
aminodcidos especificos dentro del CRD; por ejemplo, cuando la triada Glu'*-Pro'*-Asn*”
(EPN) ubicada en la lectina de union a la manosa de la rata es reemplazada por GIn**-Pro™*-
Asp'” (QPD), la proteina cambia su preferencia por manosay se convierte en una proteina que
une galactosa™. Este experimento es concordante con lo encontrado en las secuencias de
lectinas tipo C de venenos ofidicos, donde la triada QPD se relaciona con proteinas que
reconocen la galactosa.

Efecto de quelantes, iones divalentes y otros agentes quimicos

La AH causada por 1 pg de la lectina de L. muta es fuertemente inhibida por el EDTA, ME y
DTT (tabla3). El rango de EDTA capaz de inhibir completamente laAH es 0,125 - 0,5 mM. El
ME causé inhibicion desde 2,5 a 10 mM; mientras que el DTT inhibe la AH a
concentraciones menores a 0,75 mM. Por otro lado, agentes como yodoacetato y glutation
tuvieron un efecto negativo sobre los glébulos rojos humanos a las concentraciones de 5y 10
mM. Concentraciones inferiores no mostraron efecto alguno sobre laAH.

Tabla 3: Inhibicion de la actividad hemoaglutinante por agentes reductores y quelantes.

AGENTE Inhibicién
EDTA 0,125 mM-0,5 mM
2-ME 25mM-10 mM

DTT 0,75 mM -10 mM

Los ensayos para reconstituir la AH inhibida por EDTA mostraron que los iones calcio,
magnesio y manganeso son capaces de reconstituir dicha actividad con valores diferentes de
CMR (tabla 4).El menor valor para reconstituir la actividad hemoaglutinante se obtuvo con el
ion calcio (0,1 mM) mientras que con manganeso se requirié 1 mM pararestablecer laHA.

Tabla 4: Comparacion de la reconstitucion de la actividad hemoaglutinante causada por
calcio, magnesio y manganeso.

ION CMR*

Calcio 0,1mM
Magnesio 0,5mM
Manganeso 1mM

* Concentracion minima para reconstituir
la hemoaglutinacion completa en
pocillos que contenian EDTA0,125; 0,25
y0,5mM.
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Laactividad hemoaglutinante de la proteina purificada fue inhibida por EDTA,DTTy ME; asi
como por cinco carbohidratos diferentes. Ademas, la AH previamente anulada por EDTA fue
reconstituida por los iones calcio, magnesio y manganeso. Estos resultados muestran una
dependencia de iones divalentes, especialmente calcio, para el reconocimiento del
carbohidrato involucrado en la actividad hemoaglutinante.

Como ya se ha mencionado, las lectinas tipo C verdaderas tienen como caracteristica
resaltante el ser dependientes de iones calcio; he aqui el origen de la “C” que llevan en su
nominacién. Por muchos afios los experimentos se limitaron a probar la reconstitucion de la
actividad hemoaglutinante por iones calcio, sin evaluar ningn otro ion divalente. Sin
embargo, la actividad hemoaglutinante de la lectina de Bothrops jararacussu es reconstituida
no s6lo en presencia de iones calcio, sino también al emplear magnesio y manganeso™. Esta
situacion es idéntica a la encontrada para la lectina de Lachesis muta en esta investigacion,
siendo por tanto estas dos lectinas capaces de actuar en presencia de otros iones que no sean
calcio.

Respecto a este punto, seria interesante realizar estudios cristalogréaficos con lectinas en
presencia de iones divalentes diferentes a calcio para entender lo que sucede en estos nuevos
escenarios.

CONCLUSIONES

- Los resultados de este trabajo muestran en primer lugar, la presencia de proteinas no
enzimaticas como la lectina tipo C purificada, la cual es una proteina acida,
homodimérica, dependiente de calcio y con un peso molecular de 27,5 kDa en
condiciones no reductoras. La lactosa es el principal disacarido inhibidor de la AH y por
tanto el de mayor afinidad por el sitio de reconocimiento de la lectina. Su dependencia de
calcio fue establecida usando agentes quelantes y su reconstitucién por este ion divalente,
mostrandose, ademas, que otros iones como magnesio y manganeso son capaces de
restablecer laactividad a concentraciones mayores.
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