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RESUMO 

 

Lectinas são uma classe de (glico)proteínas capazes de se ligar reversivelmente a carboidratos 

específicos. As lectinas da tribo Dalbergieae têm despertado um interesse crescente acerca de 

estudos sobre bioprospecção, caracterização físico-química, estrutural e potencial 

biotecnológico. Dentre as diversas atividades biológicas relatadas na literatura, temos a 

atividade pró e anti-inflamatória, nociceptiva, vasorelaxante, antibacteriana, dentre outros. A 

lectina de Vataireopsis araroba (VaL) foi isolada a partir da farinha de sementes em uma 

única etapa de cromatografia de afinidade e apresentou especificidade para galactosídeos. 

Este trabalho teve como objetivo realizar estudos de determinação da estrutura primária (por 

espectrometria de massas) e tridimensional (por bioinformática) da VaL. Os resultados 

obtidos foram a determinação da sequência de aminoácidos parcial de VaL, cujas análises de 

alinhamento de sequências mostraram que a lectina apresentou um alto grau de identidade, em 

relação a sua estrutura primária, e um alto grau de cobertura com outras lectinas da 

tribo Dalbergieae específicas para N-acetilgalactosamina/galactose, como a lectina de 

Vatairea macrocarpa. A predição da estrutura secundária apresentou grande predominância 

de folhas beta, com porcentagem de 41,2% e 1,28% de hélice-α. O perfil de glicosilação 

apresentou sítios de N-glicosilação nos resíduos de asparagina nas posições 111, 114 e 183 da 

estrutura primária de VaL. A determinação da estrutura tridimensional foi realizada pelo 

método de modelagem por homologia, onde o protômero apresentou padrão conformacional 

semelhante a de outras lectinas de Leguminosae, sendo constituída pelo motivo jellyroll. Os 

resíduos participantes do sítio de ligação a metais (MBS) e do domínio de reconhecimento a 

carboidratos (CRD) se mostraram bastante conservados, em comparação com a VML. E por 

fim, as análises de docking molecular revelaram interações favoráveis com o antígeno Tn e N-

acetilgalactosamina com escores de -45,01 e -37,06, respectivamente. O ligante Tn é um 

importante biomarcador de câncer, com isto a análise estrutural de novas lectinas que 

apresentam interações favoráveis com este ligante é de interesse considerável a fim de se 

elucidar o mecanismo de reconhecimento específico da proteína-carboidrato, bem como para 

desenvolver novas ferramentas potenciais no diagnóstico do câncer.  

 

Palavras-chave: Vataireopsis araroba; lectinas de Dalbergieae ; estudo estrutural.  
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ABSTRACT 

 

Lectins are a class of (glyco)proteins capable of reversibly binding to specific carbohydrates. 

Lectins from the Dalbergieae tribe have aroused a growing interest in studies on 

bioprospecting, physical-chemical, structural characterization and biotechnological potential. 

Among the various biological activities reported in the literature, we have pro and anti-

inflammatory, nociceptive, vasorelaxant, antibacterial activity, among others. Vataireopsis 

araroba lectin (VaL) was isolated from seed flour in a single affinity chromatography step 

and showed specificity for galactosides. This work aimed to carry out studies to determine the 

primary (by mass spectrometry) and three-dimensional (by bioinformatics) structure of VaL. 

The results obtained were the determination of the partial amino acid sequence of VaL, whose 

sequence alignment analyzes showed that the lectin presented a high degree of identity, in 

relation to its primary structure, and a high degree of coverage with other lectins of the tribe 

Dalbergieae specific for N-acetylgalactosamine/galactose, such as Vatairea macrocarpa 

lectin. The secondary structure prediction showed a great predominance of beta sheets, with a 

percentage of 41.2% and 1.28% of α-helix. The glycosylation profile showed N-glycosylation 

sites on asparagine residues at positions 111, 114 and 183 of the primary structure of VaL. 

The determination of the three-dimensional structure was carried out by the homology 

modeling method, where the protomer presented a conformational pattern similar to that of 

other Leguminosae lectins, being constituted by the jellyroll motif. Residues participating in 

the metal binding site (MBS) and carbohydrate recognition domain (CRD) were highly 

conserved compared to VML. Finally, molecular docking analyzes revealed favorable 

interactions with the Tn and N-acetylgalactosamine antigens with scores of -45.01 and -37.06, 

respectively. The Tn ligand is an important cancer biomarker, therefore the structural analysis 

of new lectins that present favorable interactions with this ligand is of considerable interest in 

order to elucidate the mechanism of specific recognition of the protein-carbohydrate, as well 

as to develop new tools potential in cancer diagnosis. 

 

Keywords: Vataireopsis araroba; Dalbergieae lectins; structural study. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1  Lectinas vegetais – Considerações iniciais 

 

As lectinas são um grupo heterogêneo de proteínas com pelo menos um domínio 

não catalítico que reconhece e se liga reversivelmente a açúcares livres específicos ou 

glicanos presentes em glicoconjugados (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; LANNOO; VAN 

DAMME, 2010). É esse reconhecimento altamente específico a carboidratos que permite que 

essas proteínas se liguem diferentemente a determinadas moléculas e células. E devido a essa 

seletividade que as lectinas têm sido amplamente utilizadas para a investigação de diversos 

processos fisiológicos e patológicos, fornecendo evidências de seu amplo espectro de 

aplicações industriais e farmacológicas (MARTÍNEZ-ALARCÓN et al., 2018) 

 Os primeiros relatos a respeito do descobrimento destas moléculas datam de 1888, 

quando Peter Hermann Stillmark descobriu uma proteína altamente tóxica das sementes de 

mamona (Ricinus communis L.), chamada de ricina (STILLMARK, 1888). Além desta 

descoberta, as proteínas também desempenharam, durante experimentos executados, a 

capacidade de aglutinar eritrócitos (hemácias). Este fenômeno foi mais tarde referido como 

'aglutinação', e deu origem à introdução do termo 'aglutinina' ou 'fitohemaglutinina' 

(ELFSTRAND, 1898). Watkins e Morgan, em 1952, fizeram outra descoberta importante a 

respeito das propriedades de hemaglutinação das proteínas. Eles conseguiram mostrar que a 

adição de açúcares específicos para cada tipo de eritrócitos pode bloquear a aglutinação 

causada pelas lectinas. Desta forma, foi descoberto e comprovado que a atividade de 

aglutinação das lectinas é baseada no reconhecimento e ligação de estruturas de carboidratos 

na superfície celular dos glóbulos vermelhos. Com isso o termo 'hemaglutinina' foi substituído 

por 'lectina', derivado do verbo latino legere, que se refere à capacidade da proteína de 

selecionar ou escolher (WATKINS; MORGAN, 1952 apud TSANEVA; VAN DAMME, 

2020). 

 As lectinas estão distribuídas nos diversos reinos da vida, no entanto o maior 

número de lectinas estudadas pertence ao reino vegetal. Elas podem ser encontradas em 

tecidos de armazenamento (ou seja, sementes, bulbos, cascas, rizomas), xilema e floema, e em 

menor grau em raízes, brotos, folhas e flores. A nível celular, as lectinas estão presentes no 

núcleo e/ou citoplasma, no vacúolo ou na superfície celular. As lectinas presentes no vacúolo 

são geralmente muito abundantes e residem em corpos proteicos. Já as lectinas presentes no 

núcleo e/ou citoplasma geralmente estão em baixas quantidades, mas são reguladas 
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positivamente após a exposição da planta a estresses bióticos e/ou abióticos (LANNOO; VAN 

DAMME, 2010; DE CONINCK; VAN DAMME, 2022). 

 Levando em conta a caracterização estrutural, as lectinas vegetais representam um 

grande grupo de proteínas com estruturas moleculares altamente diversificadas, com dobras 

tridimensionais. Uma lectina vegetal que apresenta um domínio de ligação a carboidratos é 

classificada como uma 'merolectina'. Quando a proteína compreende dois ou mais domínios 

de ligação a carboidratos, é denominada como "hololectina"; enquanto uma proteína que 

apresenta uma combinação de um domínio de ligação a carboidrato ligado a pelo menos um 

outro domínio de ligação com atividade biológica diferente, é classificada como 

"quimerolectina". Por fim, as lectinas vegetais que são compostas por vários domínios de 

ligação a carboidratos com diferentes sítios de ligação, neste caso, são chamadas de 

"superlectinas" (Figura 1) (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; TSANEVA; VAN DAMME, 

2020). 

 

Figura 1 – Ilustração da classificação das lectinas vegetais 

   com base na sua  diversidade estrutural. 

 

 
   Fonte: TSANEVA; VAN DAMME, 2020. 

 
 No que se refere à estrutura primária, uma análise minuciosa das sequências de 

lectinas disponíveis a partir de estudos do genoma e transcriptoma mostra que todas as 

lectinas de plantas conhecidas hoje podem ser classificadas em famílias diferentes, com base 

em suas sequências e na conformação de seu(s) domínio(s) de reconhecimento a carboidratos 

(Carbohydrate Recognition Domain - CRD).  Em 1998, o sistema de classificação de lectinas 

vegetais consistia em 7 famílias (VAN DAMME et al., 1998), mas em 2008 foi estendido 

para 12 famílias, para acomodar os dados de todas as lectinas de plantas recém-identificadas 

(VAN DAMME, 2008). As famílias das lectinas recebem o nome da primeira lectina desta 

família que foi caracterizada em detalhes. Em ordem alfabética, são: a família de aglutininas 
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de Agaricus bisporus (ABA), as Amarantinas, as aglutininas relacionadas à quitinase (CRA), 

as lectinas com domínio Cianovirina, as lectinas relacionadas ao Euonymus europaeus (EUL), 

as lectinas relacionadas às aglutininas de Galanthus nivalis (GNA), as lectinas com domínio 

Heveinico, as lectinas relacionadas à Jacalina, as lectinas de leguminosas, as lectinas com 

domínio Lysin M (LysM), as lectinas relacionadas à aglutinina de Nicotiana tabacum 

(Nictaba) e as lectinas com domínio Ricina-B (TSANEVA; VAN DAMME, 2020). 

 A diversidade de famílias de lectinas vegetais levou alguns pesquisadores a buscar 

motivos de lectinas (pequenos padrões de sequência conservada associados à atividade de 

ligação a carboidratos) em cada família de lectinas e obter uma visão mais profunda da 

especificidade de diferentes lectinas. A estrutura tridimensional da maioria dos domínios de 

lectina contém um alto teor de folhas β, e um baixo teor de α-hélices. Estas folhas β se 

organizam em estruturas β-sanduíche, β-trefoil, β-prisma e β-barril, dependendo do domínio 

da lectina.  As estruturas quaternárias geralmente contêm duas ou quatro subunidades 

estabilizadas por interações hidrofóbicas, pontes de hidrogênio e interações eletrostáticas 

(Figura 2) (BONNARDEL et al., 2020).  

 

Figura 2 – Estruturas tridimensionais de diferentes lectinas de leguminosas, 

lectinas relacionadas às aglutininas de Galanthus nivalis (GNA) e lectinas 

relacionadas à Jacalina. 

 

Fonte: VAN DAMME, 2021. 

 

1.2 Lectinas de Leguminosas 

 

Lectinas de leguminosas 
Lectinas relacionadas às aglutininas 

de Galanthus nivalis (GNA) 

Lectinas relacionadas à Jacalina 
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 A família Leguminosae compreende 727 gêneros e foi subdividida em três 

subfamílias, Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, esta última contendo a maior 

concentração de estudos sobre lectinas (LAGARDA-DIAZ et  al., 2017; CAVADA et al., 

2020; NASCIMENTO et al., 2020). No entanto, esta subdivisão foi considerada desatualizada 

por muitos pesquisadores e em 2017 foi alterada pelo Legume Phylogeny Working Group. 

Essa nova classificação usa como estrutura as análises filogenéticas mais abrangentes de 

leguminosas, com base nas sequências de genes (AZANI et al., 2017). Com isso, a 

classificação da família de Leguminosae reconheceu seis subfamílias, incluindo 

Duparquetioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Papilionoideae e 

Caesalpinioideae. Gêneros da subfamília Mimosoideae agora fazem parte de 

Caesalpinioideae, e alguns gêneros que faziam parte de Caesalpinioideae agora estão 

incluídos em outras subfamílias (AZANI et al., 2017; ESTRELLA et al., 2018). 

 As lectinas de leguminosas apresentam grande diversidade de especificidades de 

ligação a carboidratos, maior do que qualquer outro grupo de lectinas vegetais, por isso suas 

propriedades físico-químicas e biológicas têm sido amplamente estudadas e suas estruturas 

elucidadas (SHARON et al.,1990 apud LAGARDA-DIAZ et  al., 2017). A maioria das 

lectinas de leguminosas são constituídas por protômeros de 25 a 30 kDa, entre 220 e 250 

aminoácidos, e formadas por uma ou mais cadeias polipeptídicas. Além disso, elas podem ser 

N-glicosiladas e conter uma ou mais cadeias de glicanos. Com algumas exceções, a maioria 

dessas lectinas de leguminosas são metaloproteínas, protômeros em lectinas vegetais com um 

sítio de ligação de metal (Metal Binding Site - MBS) apresentando normalmente íons cálcio e 

manganês fortemente ligados, responsáveis pela manutenção do CRD. As lectinas podem 

formar dímeros e/ou tetrâmeros e se ligar especificamente a resíduos de manose, galactose, 

glicose, fucose e seus derivados (CAVADA et al., 2020). 

 Em se tratando da caracterização estrutural, a estrutura quaternária das lectinas de 

leguminosas pode ser muito variável, como resultado de modificações como a glicosilação, 

embora as estruturas primária, secundária e terciária dos monômeros sejam muito semelhantes 

(CAVADA et al., 2019; LAGARDA-DIAZ et al., 2017). O protômero das lectinas de 

leguminosas tem uma dobra terciária do tipo jellyroll que consiste em duas folhas β (beta) 

principais: uma folha β parcialmente estendida de seis fitas e uma folha β curvada de sete 

fitas, antiparalelas e unidas entre si por alças de tamanhos variados, formando um sanduíche 

β, estabilizado pela presença de dois núcleos hidrofóbicos (Figura 3) (NECO et al., 2018). 

Embora a estrutura tridimensional das lectinas de leguminosas seja conservada, as alças 

importantes para a ligação de carboidratos são bastante variáveis, explicando por que o 
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domínio das lectinas de leguminosas pode se ligar a toda uma gama de estruturas de 

carboidratos (LAGARDA-DIAZ et al., 2017). 

 

Figura 3 – Estrutura geral das lectinas de leguminosas. (A) tetrâmero com domínios de 

reconhecimento de carboidratos (vermelho); (B) imagem amplificada do monômero 

com folhas β (amarelo), sítios de ligação de metal (área com esferas verdes e cinzas) e 

o domínio de reconhecimento a carboidratos (área ocupada pela molécula cinza e 

vermelha). 

 

Fonte: LAGARDA-DIAZ et al., 2017. 

 

1.3 Subfamília Papilionoideae 

 

Papilionoideae constitui-se a maior subfamília de Leguminosae, sendo formada 

por 28 tribos, 478 gêneros e 13.800 espécies (LEWIS et al., 2005). Esta subfamília distingue-

se vegetativamente das outras subfamílias, pelos caracteres florais e do fruto, sendo 

considerada monofilética. Além disso, a subfamília Papilionoideae apresenta uma ampla 

distribuição territorial, ocorrendo em regiões que abrangem desde as florestas pluviais até as 

regiões desérticas, com climas secos e frios (POLHILL; RAVEN, 1981). Várias sementes de 

leguminosas, da subfamília Papilionoideae, são bastante conhecidas por seu grande impacto 

econômico na agricultura e na indústria alimentícia, como a soja (Glycine max), o feijão 

(Phaseolus spp. e Vicia faba L.), o amendoim (Arachis hypogaea L.), a lentilha (Lens 
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culinarius Medik.), a ervilha (Pisum sativum L.) e o grão-de-bico (Cicer arietinum L.) 

(CARDOSO et al., 2013). 

Taxonomicamente, a subfamília Papilionoideae apresenta uma variação na 

morfologia floral. Gêneros de tribos mais primitivas, como Swartzieae e Sophoreae, exibem 

flores com maior simetria radial do que simetria bilateral, e pétalas pouco diferenciadas com 

estames livres. A tribo Swartzieae possui 17 gêneros, predominantemente neotropicais, 

compreendendo cerca de 258 espécies. Já a tribo Sophorea, apresenta 45 gêneros e cerca de 

396 espécies, distribuídas em todo o mundo (CARDOSO et al., 2013).  

  

1.4 Lectinas da tribo Dalbergieae 

 

Dalbergieae é uma das tribos da subfamília Papilionoideae, que compreende 49 

gêneros e mais de 1300 espécies (LEWIS et al., 2005). Estudos acerca da filogenética 

molecular desta tribo propuseram classificações baseadas em características, como morfologia 

da planta e comparação de sequências de genes. A tribo Dalbergieae é a base da evolução da 

subfamília Papilionoideae, estando dentro de uma escala filogenética distante de tribos mais 

evoluídas como Phaseoleae. Assim, ao longo da diferenciação dessas espécies, as pequenas 

variações nos genomas das espécies plesiomórficas podem ter levado a diferenças no 

consenso filogenético (POLHILL; RAVEN, 1981). 

As lectinas desta tribo têm despertado um interesse crescente acerca de estudos 

sobre caracterização estrutural, propriedades físico-químicas e atividades biológicas. Até o 

momento, um total de 27 lectinas vegetais desta tribo foram purificadas, abrangendo os 

seguintes gêneros: Andira, Arachis, Centrolobium, Lonchocarpus, Machaerium, Platypodium, 

Platymiscium, Pterocarpus, Vatairea e Vataireopsis (NASCIMENTO et al., 2020). O 

primeiro relato na literatura dessas lectinas data de 1975, com a descrição da purificação de 

PNA (Peanut agglutinin), a primeira lectina isolada de amendoim da espécie Arachis 

hypogaea (LOTAN et al., 1975). Outro trabalho pioneiro envolve a purificação da lectina de 

Vatairea macrocarpa (VML). A elucidação da sequência de aminoácidos da VML foi 

fundamental para compreender como se dá o processamento pós-traducional das lectinas de 

Dalbergieae (CAVADA et al., 1998). 

Estruturalmente, as lectinas de Dalbergieae são bastante semelhantes em seu 

enovelamento tridimensional, mas apresentam diferenças significativas nos padrões de 

oligomerização e na conservação do domínio de reconhecimento de carboidratos. A 

caracterização dessas lectinas permitiu a divisão em três grupos, com base na especificidade a 
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carboidratos: as lectinas específicas para manose/glicose, as lectinas específicas para N-

acetilgalactosamina/galactose e as lectinas específicas para N-acetilglucosamina 

(NASCIMENTO et al., 2020). A maioria das lectinas isoladas desta tribo apresentam 

especificidade para glicose/manose e seus derivados de carboidratos, como por exemplo, as 

lectinas de Pterocarpus angolensis (PAL), Platypodium elegans (PELa) e Centrolobium 

tomentosum (CTL), que se ligam a resíduos de oligomanose e N-glicanos complexos (LORIS 

et al., 2003; ARARIPE et al., 2017; ALMEIDA et al., 2016). No caso das lectinas que 

apresentaram especificidade para N-acetilgalactosamina/galactose, as lectinas do gênero 

Vatairea e Arachis são as principais representantes desse grupo (MARQUES et al., 2017; 

SOUSA et al., 2016). E por fim, as lectinas de Lonchocarpus sericeus (LSL) e Lonchocarpus 

araripensis (LAL) foram as únicas lectinas de Dalbergieae que mostraram especificidade 

para N-acetilglucosamina (ALENCAR et al., 2005; PIRES et al., 2016). 

As propriedades físico-químicas para a maioria das lectinas de Dalbergieae levam 

em conta sete propriedades funcionais relacionadas à estabilidade, que são: especificidade de 

ligação ao açúcar, tipo de eritrócitos testados, glicosilação de proteínas, dependência de íons 

metálicos, faixa de pH ideal, termoestabilidade e perfil eletroforético. Com relação à 

especificidade de ligação a carboidratos, esta propriedade foi citada anteriormente. Já com 

relação ao perfil de glicosilação, as lectinas de Dalbergieae apresentaram porcentagens de 

carboidratos em suas estruturas variando de 2% a 40% (NASCIMENTO et al., 2020).  

No que se refere à dependência de íons metálicos, das lectinas testadas, algumas 

se mostraram dependentes de íons catiônicos, como Ca
2+

, Mn
2+

 e Mg
2+

, para sua atividade 

hemaglutinante. Em se tratando do perfil eletroforético das lectinas de Dalbergieae, foram 

observadas diferenças na quantidade de bandas de proteína e peso molecular em géis de 

poliacrilamida (SDS-PAGE). Para esta tribo, foi observado na literatura pelo menos dois 

grupos de lectinas categorizados de acordo com suas diferentes especificidades. Primeiro, as 

lectinas específicas à glicose/manose (maioria) apresentaram uma única cadeia polipeptídica 

contendo um único sítio de glicosilação e um peptídeo sinal, mas sem existência evidente de 

processamento pós-traducional. O segundo grupo, são lectinas que compartilham 

características de especificidade para galactose e seus derivados, como o gênero Vatairea, 

consistindo de pelo menos três cadeias polipeptídicas (α, β e γ) e dois sítios de glicosilação. A 

eletroforese em gel desnaturante das lectinas do gênero Vatairea apresenta um perfil 

composto por uma banda dupla de 32–34 kDa referente ao polipeptídeo da cadeia α com 

glicosilações duplas e simples. E duas bandas menores de 22 e 13 kDa que correspondem à 
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cadeia β e γ, respectivamente. Essas duas últimas bandas resultam do processamento pós-

traducional do polipeptídeo da cadeia α (ALVES FILHO et al., 2013). 

As lectinas da tribo Dalbergieae possuem propriedades físico-químicas de pH e 

temperatura muito semelhantes. A maioria das lectinas mantém sua atividade na faixa de pH 

4-10 com atividade hemaglutinante máxima na faixa de pH 7-8. O perfil de termoestabilidade 

mostrou que as lectinas mantêm uma atividade ótima nas temperaturas entre 40 e 50 °C, 

sendo que a maioria pode atingir atividade máxima em temperaturas até 60 °C, porém acima 

dessa temperatura, em torno de 70–100 °C, ocorre desnaturação e consequentemente perda 

total ou parcial da atividade hemaglutinante (NASCIMENTO et al., 2020). 

Com relação aos tipos de eritrócitos testados, várias espécies da tribo Dalbergieae 

apresentaram atividade hemaglutinante com eritrócitos de coelho, humano (ABO), rato, vaca, 

ovelha, e suínos, tanto eritrócitos nativos quanto tratados com enzimas proteolíticas. Em 

geral, os dados obtidos mostraram que as lectinas específicas a manose têm preferência por 

eritrócitos de coelho em comparação aos humanos, enquanto as lectinas específicas à 

galactose normalmente demonstram preferência por eritrócitos humanos. Isso pode ser 

explicado pela abundância de galactose e porções N-acetilgalactosamina na superfície deste 

último (NASCIMENTO et al., 2020). 

O estudo acerca da caracterização estrutural das lectinas de Dalbergieae se iniciou 

em 1975, quando primeira lectina desta tribo teve sua composição parcial de aminoácidos 

analisada, a lectina específica à galactose presente em semente de Arachis hypogaea (LOTAN 

et al., 1975). Em 1985, Lauwereys e colaboradores (LAUWEREYS et al., 1985) conseguiram 

determinar a estrutura primária parcial da lectina de Arachis hypogaea (PNA), em um 

trabalho que apresentava quase 60% da sequência de aminoácidos. A sequência completa de 

236 resíduos, no entanto, foi elucidada somente em 1991 (YOUNG et al., 1991). Mais tarde, 

em 1998, a sequência completa de aminoácidos da lectina de Vatairea macrocarpa (VML) foi 

elucidada (CALVETE et al., 1998). Em 2012, uma nova lectina específica a galactose das 

sementes de Vatairea guianensis (VGL) foi purificada e teve sua estrutura primária 

determinada por espectrometria de massas. A VGL apresentou 95% de similaridade de 

sequência com VML (SILVA et al., 2012). Com o alinhamento das sequências de 

aminoácidos obtidas na literatura, foi observado que a identidade de sequência das lectinas de 

Dalbergieae específicas a manose/glicose varia de um mínimo de 66,12% entre a lectina 

presente na haste de Arachis hypogaea I (SL-I) e a lectina de Pterocarpus angolensis (PAL), e 

um máximo de 99% entre a lectina de Arachis ipaensis (AIL) e SL-I. Já as lectinas específicas 
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para galactose apresentam uma identidade significativamente menor, entre os gêneros 

Vatairea e Arachis, com valores de 43% entre a VML e a PNA (NASCIMENTO et al., 2020). 

Apesar da existência de dados estruturais de algumas lectinas desta tribo, apenas 

um estudo, registrado na literatura, foi realizado acerca da purificação, caracterização físico-

química e biológica da lectina presente em sementes de Vataireopis araroba (Aguiar) Ducke 

(OSTERNE et al., 2022). Com isso, a caracterização estrutural de novas lectinas contribuem 

para um melhor entendimento acerca da relação evolutiva entre as diferentes tribos da 

subfamília Papilionoideae, do ponto de vista bioquímico, e para uma melhor compreensão 

dos papéis biológicos e possíveis aplicações das lectinas. 

 

1.5  Caracterização estrutural das lectinas de Dalbergieae  

 

O estudo realizado por Osterne e colaboradores (OSTERNE et al., 2022) 

apresentou a estrutura primária parcial da lectina de Vataireopsis araroba. A sequência 

parcial determinada apresentou um total de 109 resíduos de aminoácidos e corresponde a 

cerca de 45,41% da sequência total prevista, a julgar pelos alinhamentos de sequência com 

outras lectinas da tribo Dalbergieae. O alinhamento no banco de dados não redundante 

(BLASPp) revelou grau de similaridade acima de 70% com as sequências das lectinas de 

Vatairea macrocarpa (VML) (UNIPROT ID: P81371), Vatairea guianensis (VGL) 

(UNIPROT ID : P86893), Arachis hypogaea (PNA) (UNIPROT ID: P02872) e aglutinina I de 

Robinia pseudoacacia (RPbAI) (UNIPROT ID: Q41162), todas elas são lectinas de 

Dalbergieae específicas para galactose (Figura 5) (OSTERNE et al., 2022). 

 

Figura 5 – Alinhamento da sequência parcial da lectina de Vataireopsis araroba (VaL) 

com as sequências de algumas lectinas de Dalbergieae. Os aminoácidos destacados 

em vermelho representam resíduos semelhantes. 
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Fonte: OSTERNE et al., 2022 

 

Algumas lectinas de Dalbergieae tiveram suas estruturas tridimensionais 

resolvidas por métodos cristalográficos e, atualmente, cinco lectinas estão depositadas no 

Banco de Dados de Proteínas (PDB), incluindo PNA (BARNERJEE et al., 1996), PAL 

(LORIS et al., 2003), PELa (CAVADA et al., 2018), VML (SOUSA et al., 2016) e CTL 

(ALMEIDA et al., 2016). Além disso, a SL-1 (PATHAK et al., 2006), VGL (MARQUES et 

al., 2017), CML (NECO et al., 2018), AIL e ADL (NASCIMENTO et al., 2018) também 

tiveram suas estruturas terciárias determinadas por modelagem molecular.  

Os monômeros dessas lectinas de Dalbergieae podem se associar e formar 

dímeros e tetrâmeros. Embora esses monômeros apresentem a mesma dobra β-sanduíche, que 

pode ser chamado de motivo jellyroll ou dobra de lectina leguminosa, sua estrutura 

quaternária é bastante diversa e seus padrões de oligomerização diferenciados. Dessa forma, a 

determinação de novas estruturas de lectinas, especialmente as de grupos menos conhecidos 

como o gênero Vataireopsis, é de grande importância, pois essas novas estruturas de lectinas 

podem corresponder a propriedades distintas e possíveis aplicações que ainda não foram 
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identificadas nas lectinas dos demais gêneros, além de possibilitar um estudo em escala 

filogenética e um alinhamento com lectinas próximas, da tribo Dalbergieae, podendo-se levar 

em consideração as diferenças no consenso filogenético.  

 

1.6 Vataireopis araroba (Aguiar) Ducke 

 

A espécie Vataireopsis araroba (Aguiar) Ducke é endêmica da floresta tropical 

brasileira, localizada no sul da Bahia e no norte do Espírito Santo. Pertence à tribo 

Dalbergieae, da subfamília Papilionoideae (família Leguminosae), e é uma árvore caducifólia 

alta, que pode atingir entre 20–35 m de altura. Sua madeira é amarela ou marrom escura com 

densidade de 0,60 g/cm
3
, é considerada fétida e de sabor amargo. Suas folhas apresentam até 

50 folíolos e suas flores, em panículas eretas, são agrupadas na extremidade dos ramos 

(Figura 4). Seu período de floração se estende entre os meses de maio a julho, período que 

começa com a queda das folhas. E a frutificação, período subsequente, estende-se ao longo do 

ano (LIMA, 1980). Dentre as aplicações referentes à espécie Vataireopsis araroba, estudos 

realizados com compostos presentes em suas cascas mostraram sua eficácia contra a psoríase 

(KERKHOF et al., 2006). 

 

Figura 4 – Morfologia representativa da espécie Vataireopsis araroba (Aguiar) Ducke; (A) 

Caule; (B) folhas fasciculadas terminais; (C) flor bilateralmente simétrica com pétalas 

onduladas; (D) sâmaras pardo-acastanhadas com aproximadamente 8,5-10,5 cm de 

comprimento.  

  

Fonte: CARDOSO et al., 2013. 

 

O primeiro relato na literatura com a descrição da purificação e caracterização da 

primeira lectina isolada das sementes de Vataireopsis araroba (Aguiar) Ducke data de 2022 

(OSTERNE et al., 2022). Segundo o trabalho desenvolvido, a lectina de Vataireopsis 

araroba, denominada VaL, foi purificada em uma única etapa de cromatografia de afinidade 

utilizando matriz de goma guar e apresentou especificidade para N-acetilgalactosamina, D-

A B C D 
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galactose e açúcares relacionados. A respeito da atividade hemaglutinante, a lectina VaL 

mostrou capacidade de aglutinar diferentes tipos de células sanguíneas humanas (A, B e O) e 

de coelho, tanto nativos quanto tratados com papaína e tripsina. No que se refere ao perfil de 

glicosilação, a lectina apresentou um teor de açúcar de 0,6% por miligrama de proteína 

(OSTERNE et al., 2022). 

Em se tratando das demais características e propriedades físico-químicas, a lectina 

mostrou-se estável em temperaturas de até 60 °C e em uma faixa de pH de 7 a 8. Além disso, 

foi observada a dependência a cátions divalentes, Ca
2+

 e Mn
2+

, para sua atividade. Estas 

características são compartilhadas com outras lectinas de Dalbergieae do mesmo grupo, como 

a lectina de amendoim da espécie Arachis hypogaea, PNA (LAW et al., 1988), a VML e a 

VGL (CAVADA et al., 1998; SILVA et al., 2012). E por fim, com relação ao seu perfil 

eletroforético, a lectina VaL apresentou uma única banda em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE), com peso molecular aparente de aproximadamente 35 kDa. Já em condições nativas, 

por cromatografia de exclusão molecular por tamanho, a lectina apresentou uma massa 

molecular de 79 kDa, indicando que a lectina é um homodímero (OSTERNE et al., 2022).  

 

1.7 Ferramentas de bioinformática utilizadas no estudo das lectinas  

 

As funções desempenhadas pelas lectinas nos organismos estão diretamente 

relacionadas à sua estrutura nativa e à sua dinâmica de interação com diferentes ligantes, 

como os carboidratos, por exemplo. Atualmente, a utilização de ferramentas de 

bioinformática permite o estudo estrutural da lectina (como: alinhamento de sequências, 

modelagem molecular), a sua afinidade por um determinado ligante (docking molecular) e 

como a interação dessa lectina com o ligante se comporta ao longo de uma faixa de tempo 

(dinâmica molecular) (PATEL et al., 2019).  

Todas as estruturas tridimensionais de proteínas são modelos, com níveis 

variáveis entre dados experimentais e predição computacional (SCHWEDE, 2013). 

Geralmente, para se obter as coordenadas atômicas com uma certa precisão são necessárias 

técnicas experimentais, como a cristalografia de Raios-X, Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) e Crio-Microscopia Eletrônica (cryo-EM) (CARRONI; SAIBI, 2016; Klebe, 2013). 

Os dados oriundos dessas técnicas dependem em sua maioria de ferramentas computacionais 

para a interpretação espacial dos dados, construção e refinamento dos modelos moleculares 

(SCHWEDE, 2013). Dentre as diversas ferramentas de bioinformática que podem ser 

utilizadas na caracterização estrutural das proteínas, as técnicas de modelagem tridimensional 
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e docking molecular foram uma das aplicadas no presente estudo estrutural da lectina de 

Vataireopsis araroba. 

 

1.7.1 Modelagem tridimensional  

 

Os modelos tridimensionais das proteínas podem ser construídos por métodos de 

modelagem comparativa (por homologia), de predição de enovelamento (ou threading) e 

predição por primeiros princípios (ou ab initio). No método de modelagem comparativa, 

utilizado no desenvolvido do estudo estrutural da lectina de Vataireopsis araroba, a proteína 

de interesse (alvo) teve sua estrutura tridimensional predita usando como referência a 

estrutura tridimensional de outra proteína similar (também chamada de molde, e na maioria 

das vezes evolutivamente relacionada) (GINALSKI, 2006).  

A modelagem comparativa é o método empregado mais frequentemente, e seu 

limite de predição está intrinsecamente relacionado com o grau de similaridade entre as 

estruturas alvo e molde. Geralmente, consideram-se como limites mínimos de aplicabilidade 

do método valores de 25 a 30% de identidade, obtidos através do alinhamento entre a 

estrutura primária da proteína alvo e de uma ou mais proteínas molde. A modelagem 

comparativa pode ser dividida em cinco etapas descritas resumidamente na Figura 6 (VERLI, 

2014). 
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Figura 6 – Etapas de predição de estrutura tridimensional de proteínas usando o 

método de Modelagem Comparativa.

  

Fonte: VERLI, 2014. 

 

Algumas lectinas de Dalbergieae tiveram sua estrutura tridimensional resolvida 

por modelagem por homologia. A lectina de Vatairea guianensis (VGL) teve sua estrutura 

tridimensional resolvida utilizando o programa MODELLER 9.16. A análise da sequência da 

VGL pelo programa BLASTp demonstrou 93% de identidade com a sequência da VML 

(4U36), e por isso a VML foi utilizada como modelo para a modelagem por homologia da 

VGL (MARQUES et al., 2017).  A lectina de Centrolobium microchaete (CML) teve sua 

estrutura tridimensional resolvida por modelagem por homologia, utilizando a estrutura da 

CTL (PDB id: 5EYY) como modelo. A estrutura da CTL tem 96% de identidade com a da 
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CML com base nas pontuações obtidas no BLASTp (NECO et al., 2018). As lectinas do 

gênero Arachis, Arachis duranensis (ADL) e Arachis ipaensis (AIL), também tiveram seus 

modelos tridimensionais resolvidos pelo software MODELLER v 9.17, usando a lectina de 

Centrolobium tomentosum (CTL, PDB id: 5EYY) como modelo para a modelagem por 

homologia (NASCIMENTO et al., 2018). 

 

1.7.2  Docking molecular  

 

Uma segunda ferramenta computacional que têm recebido grande destaque em 

pesquisas associadas à saúde e a biotecnologia, como na descoberta de fármacos, é o docking 

molecular ou atracamento molecular. O docking molecular pode ser definido como uma 

ferramenta computacional que realiza a predição da conformação e orientação de uma 

molécula ligante dentro do sítio de ligação de uma proteína alvo (YURIEV; HOLIEN; 

RAMSLAND, 2015).  

Os algoritmos do docking e as funções de pontuação são capazes de gerar 

estruturas complexas de receptor-ligante (YURIEV; HOLIEN; RAMSLAND, 2015), 

possibilitando assim a predição do modo de ligação entre estes, além de também estimar a 

afinidade entre um ligante e um receptor alvo (ALMEIDA, 2016; VERLI, 2014). O grau de 

afinidade e de especificidade do ligante pela proteína são definidos pelas características 

físico-químicas e interações intermoleculares existentes entre eles, que incluem as ligações de 

hidrogênio, as interações provenientes do efeito hidrofóbico, interações de Van der Waals, 

interações eletrostáticas e ligações covalentes que podem ser formadas durante o processo de 

interação proteína-ligante (VERLI, 2014). 

Em simulações de docking rígido, o algoritmo de pesquisa explora diferentes 

posições para o ligante no local ativo do receptor, utilizando os graus de liberdade de 

translação e de rotação (VERLI, 2014). Durante a execução do docking, os receptores e 

ligantes são encaixados e os complexos formados são analisados por meio de cálculos 

estatísticos e funções de pontuação, sendo as melhores pontuações entre os complexos que 

mais se aproximam das condições experimentais. O objetivo da função de pontuação é 

delinear as posições corretas das incorretas em um tempo de computação razoável (MENG et 

al., 2011). O alto desempenho dos algoritmos possibilita o ancoramento de milhares de 

ligantes de maneira simultânea em uma simulação por docking, tornando-se uma ferramenta 

extremamente útil para a indústria farmacêutica, por permitir um screening de moléculas-alvo 
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de maneira efetiva e com baixo custo (MENG et al., 2011; PAGADALA; SYED; 

TUSZYNSKI, 2017). 

Alguns trabalhos envolvendo as lectinas de Dalbergieae e docking molecular são 

encontrados na literatura, como o estudo realizado por Neco e colaboradores (2018) onde foi 

analisado as interações da lectina de Centrolobium microchaete (CML) com 

monossacarídeos, dissacarídeos e N–glicanos, por docking molecular. Os resultados obtidos 

no estudo demonstraram que a CML provavelmente se liga a α-metil-D-manosídeo, D-

manose, N-acetil-D-glucosamina, D-glicose e sacarose, corroborando com os resultados 

obtidos nos ensaios de inibição de hemaglutinação (NECO et al., 2018). Outra lectina em que 

foi aplicado o docking molecular para verificar a capacidade de interação com diversos 

açúcares foi a VGL, lectina de Vatairea guianensis. O docking proteína-ligante revelou 

interações favoráveis com N-acetil-D-galactosamina, D-galactose e açúcares relacionados, 

bem como vários N- e O-glicanos biologicamente relevantes (MARQUES et al., 2017). Com 

isso, de maneira geral, o docking molecular pode ser utilizado como uma ferramenta eficiente 

na compreensão da afinidade entre lectinas e diferentes açúcares, bem como na exploração de 

novos ligantes que possam ser reconhecidos por estas proteínas. 

 

1.8 Importância biotecnologia das lectinas de Dalbergieae 

 

As lectinas vegetais estudadas, da tribo Dalbergieae, têm sido testadas para 

diversas atividades biológicas, sendo aplicável em diferentes áreas da biotecnologia e da 

medicina, como atividade pró e anti-inflamatória (ARARIPE et al., 2017; ALENCAR et al., 

2003; MARQUES et al., 2021), nociceptivas (FREITAS PIRES et al., 2019), propriedades 

anticancerígenas (AVICHEZER; ARNON, 1996; LI et al., 2015), vasorelaxante, 

antibacteriana, antiviral, dentre outras (NASCIMENTO et al., 2020). Além das atividades 

biológicas citadas acima, algumas lectinas de Dalbergieae desempenham um efeito inseticida 

interessante, provavelmente devido a interações das lectinas com glicoconjugados nas células 

de insetos, afetando assim processos biológicos essenciais do organismo (REYES-

MONTAÑO; VEGA-CASTRO, 2018), como foi observado nos ensaios biológicos da lectina 

de Vataireopsis araroba usando três linhagens celulares de insetos: células CF1 do intestino 

médio de lagarta da espécie Choristoneura fumiferana, células S2 do embrião de mosca da 

espécie Drosophila melanogaster e células GutAW do intestino médio de lagarta da espécie 

Helicoverpa zea . A lectina VaL apresentou efeito biostático reduzindo o crescimento celular 

e induzindo aglutinação celular em células CF1, devido a sua interação com glicanos na 
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superfície celular; já nas demais células, S2 e GutAW, não foi observado efeito biostático 

(OSTERNE et al., 2022).   

 

1.8.1  Atividade anticâncer  

 

Há na literatura estudos relatando a aplicação das lectinas de Dalbergieae para o 

câncer, tanto para o diagnóstico do câncer, pela capacidade de algumas lectinas desse grupo 

de interagirem com marcadores específicos de células cancerígenas, como para o efeito 

citotóxico direto. Como um exemplo de lectina muito estudada, que possui diversas atividades 

biológicas relatadas na literatura, podemos citar a lectina PNA (Peanut agglutinin), a primeira 

lectina isolada do amendoim da espécie Arachis hypogaea. Um dos trabalhos desenvolvidos 

demonstra o potencial da PNA na identificação de carboidratos específicos em cortes de 

tecidos e células, como foi observado nas células de glóbulos vermelhos (RYDER et al., 

1992), intestino grosso humano (JUAN et al., 2017), sistema linfóide humano e célula de 

mama humana. Estes tecidos/células que se ligam a PNA e possibilitam identificação de 

carboidratos específicos (AVICHEZER, et al., 1996). Outros trabalhos demonstram a 

aplicação da lectina PNA como biomarcador de câncer, principalmente como sensor para 

detecção do antígeno Tn (SILVA, 2018).  

O antígeno Tn (GalNAc-O-Ser), é uma das estruturas associadas a tumores 

humanos mais específicas (HAKOMORI, 1989; ZHAO et al., 2008). Presente em O-glicanos 

do tipo mucina, o antígeno Tn tem origem epitelial e, embora esteja presente em tecidos 

saudáveis e doentes benignos, foi observado em aproximadamente 90% dos carcinomas, 

incluindo câncer de mama, próstata, pulmão e pâncreas, onde foi demonstrada uma correlação 

direta entre a agressividade do carcinoma e a densidade desse antígeno (DESAI, 2000; 

SPRINGER, 1997). O antígeno Tn é um biomarcador útil, bem como um potencial alvo 

terapêutico contra o câncer, tendo em vista sua capacidade de induzir a resposta das células T 

(CIPOLLA et al., 2002). Além da lectina PNA, foi verificado no estudo desenvolvido por 

Sousa e colaboradores (2015 e 2016) a interação da VML com o antígeno Tn, através da 

ligação de resíduos com a N-acetilgalactosamina, caracterizando assim outro importante 

marcador de câncer (SOUSA et al., 2015; SOUSA et al., 2016). 

Desse modo, com a purificação e caracterização de novas lectinas da tribo 

Dalbergieae, espera-se a realização de mais estudos acerca de suas atividades biológicas, 

devido ao seu alto potencial de aplicabilidade nas diversas áreas da biotecnologia e 

biomedicina.  



31 
 

2 OBJETIVOS  

 

2.1  Objetivo Geral 

 

Determinar a estrutura primária de uma lectina isolada em sementes de Vataireopsis araroba 

(VaL), bem como determinar sua estrutura tridimensional e docking molecular com diferentes 

carboidratos. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Purificar a lectina de sementes de Vataireopsis araroba por cromatografia de afinidade; 

 Avaliar o grau de pureza da lectina por Cromatografia de Exclusão Molecular acoplada a 

um sistema de ultra-performance (UPLC); 

 Determinar a massa molecular aparente e o grau de pureza da lectina de Vataireopsis 

araroba por eletroforese em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE; 

 Gerar peptídeos da lectina VaL com diferentes enzimas proteolíticas para o 

sequenciamento; 

 Realizar o sequenciamento de seus respectivos peptídeos por espectrometria de massa em 

tandem (MS/MS); 

 Obter a sequência de peptídeos da lectina VaL utilizando o software ProteinLynx 

(Waters) e realizar alinhamento múltiplo com ClustalOmega e ESPript3; 

 Realizar modelagem tridimensional da lectina de Vataireopsis araroba por 

bioinformática; 

 Analisar simulações da lectina com diferentes carboidratos por docking molecular; 

 Avaliar sua toxicidade contra náuplios de Artemia salina. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Material vegetal 

 

 As sementes maduras de Vataireopsis araroba foram obtidas pelo Laboratório de 

Moléculas Biologicamente Ativas (BioMol-Lab) da Universidade Federal do Ceará (UFC), 

Campus do Pici, e devidamente identificadas no herbário Prisco Bezerra (EAC) no 

departamento de Biologia da UFC. 

 

3.2 Extração e purificação da lectina de sementes de Vataireopsis araroba (VaL) 

 

 Todo o processo de extração e purificação da lectina foi realizado seguindo a 

metodologia descrita por Osterne et al. (2022). Inicialmente, as sementes de Vataireopsis 

araroba foram descascadas e trituradas em um moedor elétrico até a obtenção de um pó fino. 

O processo de extração de proteínas foi realizado submetendo a farinha das sementes com 

NaCl 150 mM (1:10 g/mL) sob agitação constante por 4 h à temperatura ambiente. Em 

seguida, o extrato bruto foi centrifugado a 10.414 x g por 30 min a 4 ºC. O sobrenadante foi 

filtrado com papel filtro e em seguida submetido a cromatografia de afinidade em matriz de 

goma guar reticulada, conforme relatado (SILVA et al., 2012). A matriz foi pré-equilibrada 

com NaCl 150 mM, CaCl2 5 mM e MnCl2 5 mM. O extrato foi aplicado e mantido em 

contando com a matriz por 4 h. Posteriormente, todas as substâncias que não se ligaram à 

matriz foram eluídas com a solução de equilíbrio NaCl 150 mM, CaCl2 5 mM e MnCl2 5 mM. 

Em seguida, a lectina de interesse, que ficou retida na matriz, foi eluída com a solução de 

glicina-HCl 100 mM pH 2,6, contendo NaCl 150 mM. Para este protocolo, foi mantido um 

fluxo constante de 1 mL por minuto durante toda a cromatografia, usando uma bomba 

peristáltica. E após todo esse processo de eluição, a fração contendo a lectina de interesse foi 

dialisada exaustivamente contra água destilada e liofilizada. Todas as frações foram 

monitoradas por espectrofotometria a 280 nm. A atividade da lectina foi detectada por meio 

de ensaios de atividade hemaglutinante, utilizando eritrócitos de coelho e sua pureza foi 

monitorada por cromatografia de exclusão molecular e eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970). 
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3.3 Determinação da pureza da VaL por cromatografia de exclusão molecular  

 

 A pureza da amostra foi avaliada por cromatografia de exclusão molecular 

acoplada a um sistema de cromatografia líquida de ultra-performance (UPLC) em modo 

isocrático. A coluna utilizada foi do tipo BioSuite™ 250,5 µm HR SEC 7,8 x 300 mm. 

Inicialmente, ela foi pré-equilibrada com Tris-HCl 50 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM. A 

lectina foi solubilizada na mesma solução de Tris-HCl 50 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 

mM a uma concentração final de 2 mg/mL e em seguida filtrada em filtro de 0,45µm. Após a 

filtração, a solução lectínica foi aplicada na coluna e eluída com a mesma solução de 

equilíbrio da coluna. As frações foram coletadas em um volume de aproximadamente 1 mL, 

sob um fluxo constante de 0,6 mL/min. O processo cromatográfico foi realizado com base nos 

parâmetros utilizados no estudo desenvolvido por Osterne et al. (2022). 

 

3.4 Eletroforese em condições desnaturantes 

 

A pureza da lectina isolada foi monitorada por SDS-PAGE, seguindo a 

metodologia desenvolvida por Laemmli (1970). Para isto, foi preparado um gel de separação 

usando acrilamida/bisacrilamida 12,5% em tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,8 contendo SDS, 

TEMED (concentrado) e persulfato de amônio (APS) 100 mg/mL. O gel de empilhamento 

(stacking gel) foi preparado usando acrilamida/bisacrilamida 4% em tampão Tris-HCl 0,1 M 

pH 6,8 contendo SDS, persulfato de amônio 100 mg/mL e TEMED (concentrado). A amostra 

foi solubilizada a uma concentração de 4 mg/mL utilizando tampão de amostra contendo Tris-

HCl 0,0625 M pH 6,8, glicerol 12,5% e SDS 2%. Em seguida, foi realizado o aquecimento da 

amostra a 100 °C por 10 minutos. Logo depois, a amostra foi resfriada à temperatura 

ambiente (aproximadamente 25 ºC) e 15 µL desta preparação foi aplicada em cada poço do 

gel de empilhamento. 

A corrida eletroforética foi realizada em um sistema Mini-protean II mini-gel 

(Bio-Rad; Milão, Itália) com uma voltagem variando em até 150 V, potência de até 10W, e 

amperagem constante de 30 mA. O tampão de corrida foi preparado utilizando Tris 0,025M 

pH 8,8; Glicina 0,192M e SDS 0,1%. Após a corrida eletroforética, o gel de separação foi 

corado por 24 horas em Coomassie Brilhant Blue G-250 a 0,05% dissolvido em metanol, 

ácido acético e água a uma proporção 1:3,5:8 (v/v/v). A retirada do excesso do corante foi 

feita utilizando água destilada. E por fim, a massa aparente da lectina foi determinada em 

comparação com as massas moleculares de proteínas conhecidas presentes no marcador 
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molecular TrueColor High Range Protein Marker (SINAPSE INC) com bandas de proteína 

variando de 10 a 245 kDa. 

 

3.5 Digestão proteica e sequenciamento dos peptídeos por espectrometria de massa em 

tandem (MS/MS) 

 

 A estrutura primária da VaL foi obtida seguindo a metodologia de Shevchenco et 

al. (2006). Primeiramente as bandas em torno de 30 kDa, correspondentes à lectina isolada em 

gel SDS-PAGE, foram excisadas e descoradas em bicarbonato de amônio 100 mM e 

acetonitrila (1:1 v/v). Posteriormente, as bandas foram desidratadas em acetonitrila 100% e 

secas em um Speedvac (LabConco Kansas City, MO, EUA). Soluções de endoproteinase 

Asp-N, quimotripsina, tripsina e Glu-C (Sigma-Aldrich) em bicarbonato de amônio 50 mM 

foram utilizadas, separadamente, para a clivagem proteolítica na proporção especificada no 

manual do fabricante. As enzimas permaneceram incubadas com a amostra por 12 h a 37 °C 

para a clivagem proteolítica. Após a incubação, a reação foi interrompida com a adição de 

ácido fórmico a 5% e acetonitrila 100% (1:2 v/v). As soluções contendo os peptídeos 

digeridos foram transferidas para novos tubos e secas em concentrador à vácuo (SpeedVac). 

 Os peptídeos secos, resultantes da digestão, foram então solubilizados em ácido 

trifluoroacético (TFA) a 0,1% e separados em uma Coluna C18 de fase reversa (100 μm × 100 

mm), utilizando um sistema nanoAcquity™ (Waters Corp). A eluíção ocorreu em um 

gradiente linear de acetonitrila (10-85%) contendo ácido fórmico a 0.1% a 600 μL/min. Os 

peptídeos separados foram transferidos a um nanoelectrospray acoplado ao espectrômetro de 

massa. O espectrômetro de massa foi operado em modo positivo, com uma temperatura de 

fonte de 80 °C e voltagem de 3,5 kV no capilar. A calibração foi realizada com fragmentos de 

íon duplo protonado [Glu1] - fibrinopeptídeo B (Sigma-Aldrich) (m/z 785,84). Os íons 

precursores foram fragmentados usando o método de Decomposição Induzida por Colisão 

(Collision Induced Decomposition, CID). A fragmentação ocorreu usando argônio como gás 

de colisão, e a energia de colisão em rampa variou de acordo com o estado de carga do íon 

precursor selecionado.  

 Os dados obtidos foram processados e analisados usando ProteinLynx (Waters), e 

o parâmetro de busca foi o padrão de fragmentação peptídica. Os espectros CID foram 

interpretados manualmente usando a ferramenta Peptide Sequencing do software MassLynx 

4.1 (Waters). A sequência dos peptídeos obtidos foram submetidos ao BLASTp, e utilizada 

para comparação com sequências de proteínas não redundantes do banco de dados 



35 
 

(ALTSCHUL et al., 1990). O alinhamento múltiplo com outras lectinas de espécies similares 

foi realizado utilizando os programas ClustalOmega (SIEVERS et al., 2011) e ESPript 3.0 

(ROBERT; GOUET, 2014).  

 

3.6  Análise filogenética e predição da estrutura secundária 

 

 A sequência dos peptídeos obtidos da lectina de Vataireopsis araroba (VaL) foi 

comparada com a sequência de outras proteínas, depositadas no banco de dados UniProt, 

através da ferramenta de busca de sequências BLASTp (NCBI). Duas lectinas e três 

precursores foram escolhidos a fim de se realizar a análise filogenética da lectina VaL dentro 

da subfamília Papilionoideae, sendo analisadas similaridades entre as sequências dessas 

lectinas e precursores de outras tribos. Para isto, foram selecionadas as seguintes lectinas e 

precursores: lectina de Vatairea macrocarpa (UniProt ID: P81371.1), lectina de Vatairea 

guianensis (UniProt ID: P86893.1), precursor da lectina Cladrastis kentukea (UniProt ID: 

Q39527.1), precursor da lectina Styphnolobium japonicum (UniProt ID: P93535.1) e 

precursor da lectina Robinia pseudoacacia (UniProt ID: Q41161.1).  

 Além disso, foi realizado um segundo alinhamento de sequências de aminoácidos 

de lectinas que possuem sua estrutura tridimensional resolvida e depositada no banco de 

dados PDB (Protein Data Bank), para fins de discussão sobre estruturas terciárias. Para isto, 

foram selecionadas as seguintes lectinas: lectina de Vatairea macrocarpa (PDB ID: 

4WV8_A), lectina de Wisteria floribunda (PDB ID: 5KXD_A), lectina de Robinia 

Pseudoacacia (PDB ID: 1FNY_A), lectina de Vicia villosa (PDB ID: 1N47_A), e lectina de 

Glycine max (PDB ID: 1G9F_A). Os alinhamentos das sequências de proteínas foram 

realizados utilizando a ferramenta ClustalOmega (SIEVERS et al., 2011) e a árvore 

filogenética foi construída utilizando o mesmo programa. Considerando os dados disponíveis 

nos bancos de dados UniProt e PDB, as lectinas mais intimamente relacionadas (com maior 

identidade) foram alinhadas para análise da conservação dos resíduos envolvidos na 

estruturação dos sítios de ligação de metais (MBS) e domínio de reconhecimento a 

carboidratos (CRD).  

 A predição da estrutura secundária da VaL foi realizada usando o servidor 

PSIPRED, um sistema automatizado para predição da estrutura secundária (BUCHAN et al., 

2013). A estrutura secundária foi aplicada como um dos fatores de validação para a seleção do 

modelo de homologia. 
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3.7 Modelagem tridimensional 

 

 A predição da estrutura tridimensional da lectina de Vataireopsis araroba (VaL) 

foi realizada pelo programa MODELLER v10.4 e pelo servidor PHYRE2 (KELLEY et al., 

2015), que são ferramentas computacionais que utilizam o método de modelagem 

comparativa por homologia a partir de um certo grau de identidade de proteínas já resolvidas 

experimentalmente (WEBB; SALI, 2016). Para a modelagem com os metais (Ca
2+

 e Mn
2+

) foi 

utilizado o modelo da lectina de Vatairea macrocarpa complexada com o antígeno Tn (PDB 

ID: 4U36), como referência para inclusão manual dos metais na estrutura.  

 No caso do MODELLER, inicialmente duzentos modelos foram gerados e 

classificados com base na função de pontuação objetiva do MODELLER (molpdf) e 

pontuações de energia de proteína otimizada discreta (z-DOPE), para avaliar a qualidade geral 

da estrutura em que modelos com menor molpdf e z-DOPE foram selecionados. Os modelos 

gerados pelo MODELLER juntamente com os modelos gerado pelo servidor PHYRE2, foram 

submetidos à validação de propriedades estereoquímicas, como gráfico de Ramachandran, 

sobreposições estéricas, parâmetros de desvio Cβ, rotâmeros e desvios de ângulo de ligação 

usando o programa PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). A correlação entre a estrutura 

primária e terciária foi avaliada pelo servidor Verify3D (LÜTHY; BOWIE; EISENBERG, 

1992; BOWIE, LÜTHY; EISENBERG, 1991). Os valores de QMEANDIsco  também foram 

avaliados pelas Ferramentas de Avaliação de Estrutura e Modelo de Proteínas incluídas no 

Swiss-Model (BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011; BENKERT; KÜNZLI; SCHWEDE, 

2009). A qualidade geral do modelo foi avaliada pelo servidor ERRAT (COLOVOS; 

YEATES, 1993). O modelo com os melhores valores em todas as validações foi selecionado 

para representar a estrutura tridimensional da VaL e aplicado nas análises subsequentes de 

docking molecular. As imagens das estruturas moleculares foram produzidas pelo programa 

PyMOL v.1.7.4.5. (Shrodinger, LLC). 

 

3.8 Docking molecular 

 

 De posse da estrutura tridimensional da VaL, resolvida e validada, e considerando 

também os resultados experimentais obtidos no teste de especificidade de ligação a 

carboidratos, no estudo desenvolvido por Osterne et al. (2022), foram realizados 

experimentos de docking com os seguintes carboidratos: D-galactose, N-acetilgalactosamina 

(GalNAc), α-lactose e L-ramnose. Para realizar os encaixes, as estruturas dos carboidratos 
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foram obtidas no PubChem - Centro Nacional de Informações sobre Biotecnologia (The 

Pubchem Project). Além dos carboidratos, foi também selecionado para este ensaio o antígeno 

Tn, um importante marcador de câncer, para comparar a interação da VaL e VML com este 

antígeno.  

 As simulações da lectina com os carboidratos foram realizadas com o programa 

GOLD v2022.2, que é um software que utiliza um modo de precisão padrão para determinar 

as possíveis ligações favoráveis e detectar várias conformações de ligantes flexíveis, 

mantendo a proteína como uma estrutura rígida. A localização do CRD da VaL foi obtida por 

superposição com a VML usando, como parâmetros de docking, o raio de ligação definido 

para 6 Å ao redor do CRD. O algoritmo PLANTSPLP foi aplicado para calcular os escores de 

docking (KORB; STÜTZLE; EXNER, 2009), onde valores mais negativos indicam interações 

mais favoráveis, e as melhores conformações para cada ligante foram selecionadas com base 

nas interações de hidrogênio, interações hidrofóbicas, interações de Van der Walls, 

considerando também penalidades de conformação do ligante (valores de torção). Os 

resultados de docking foram validados comparando o perfil de interação da VaL com estes 

ligantes e os disponíveis em bancos de dados relacionados à VML. O software PyMol foi 

usado para gerar as imagens de interação entre a VaL e os ligantes.  

 

3.9  Avaliação da toxicidade contra náuplios de Artemia salina 

 

 Os ensaios de toxicidade da lectina VaL contra os náuplios de Artemia salina 

foram realizados com água do mar coletada da Praia do Cumbuco, Ceará, Brasil. Após a 

coleta da água foi realizado uma filtração comum com papel filtro para remoção de resíduos 

macroscópicos seguido novamente de filtração em membrana de celulose (0,45 µm, 47 mm) 

para retenção de partículas microscópicas como microrganismos. Após a filtração, a água foi 

esterilizada e utilizada no teste de toxicidade. Os cistos de Artemia salina foram incubados na 

água sob iluminação e aeração constante (1 g de cistos por litro de água), sob temperatura de 

25 ºC. Após 48 h, a aeração foi interrompida e apenas os náuplios de Artemia com alta 

mobilidade foram coletados com pipeta pasteur para realização do teste (CAVADA et al., 

2019a). 

 O teste de toxicidade foi realizado em placas de Limbro de 24 poços. A solução 

da lectina VaL a 200 μg/mL de água do mar foi diluída seriadamente (½; ¼; ⅛; …) até a 

concentração de 3,125 μg/mL. Cada poço da placa continha 2 mL de água do mar. Após a 

diluição da lectina, foram adicionados 10 náuplios de Artemia em cada poço da placa. O 
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experimento foi realizado em triplicata e os resultados obtidos de cada concentração testada 

foram comparados com os grupos controles: água do mar, lactose 100 mM + água do mar e 

lactose 100 mM + VaL. Após 24 e 48 h, foi realizada a contagem dos náuplios mortos e vivos 

(ARRUDA et al., 2013). Foi utilizado o programa GraphPad Prism (Versão 9.5.0) para 

plotagem dos dados obtidos mediante a análise de variância (ANOVA).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 Purificação da lectina de sementes de Vataireopsis araroba (VaL) 

 

 A Val foi purificada por uma única etapa de cromatografia de afinidade em matriz 

de goma guar reticulada (Figura 7A). Seu perfil cromatográfico foi semelhante à de outras 

lectinas específicas para N-acetilgalactosamina/galactose da tribo Dalbergieae, como as 

lectinas de Vatairea macrocarpa (CAVADA et al., 1998) e Vatairea guianensis (SILVA et 

al., 2012). Em seguida, foi feita uma análise de eletroforese (SDS-PAGE), seguindo a 

metodologia de Laemmli (1970), para observar a pureza da amostra e o peso molecular 

aparente. A VaL apresentou perfil eletroforético, com massa molecular aparente de 

aproximadamente 30 kDa (Figura 7B), semelhante ao observado em algumas lectinas 

específicas para glicose/manose da tribo Dalbergieae, com apenas uma única banda, referente 

à cadeia polipeptídica contendo um único sítio de glicosilação, sem evidência de 

processamento pós-traducional. Esse perfil eletroforético também foi observado na lectina de 

Centrolobium microchaete (VASCONCELOS et al., 2015). 

 

Figura 7 – Perfil cromatográfico e eletroforético da VaL. (A) O extrato bruto (Vamostra = 6 mL) 

foi aplicado em uma matriz de goma de guar (2cm x 15cm) e mantido em contado por 4 

horas. A coluna foi previamente equilibrada com NaCl 150 mM, contendo CaCl2 5 mM e 

MnCl2 5 mM. As proteínas não ligantes (fração não retida – P1) foram eluídas com a solução 

de equilíbrio e a lectina (fração retida – P2) foi eluída com glicina-HCl 100 mM, pH 2.6, 

contendo NaCl 150 mM. Em cada tubo foram coletadas em alíquotas de 3 mL com fluxo de 

1mL/min. As frações foram monitoradas por espectrofotometria a 280 nm. (B) Poço 1: 

marcador molecular (S2600 TrueColor High Range Protein Marker SINAPSE INC). Poço 2: 

extrato bruto (30 µg). Poço 3: fração não retida – P1 (30 µg). Poço 4: VaL pura (30 µg). 
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Fonte: Elaborado pela própria autora.  

 

4.2   Cromatografia de exclusão molecular em sistema UPLC 

 

Prosseguindo com a etapa adicional para verificar a pureza da VaL, foi realizado 

uma análise por cromatografia de exclusão molecular acoplada a um sistema de cromatografia 

líquida de ultra-performance (UPLC). Com isso, foi observado um perfil semelhante ao 

obtido no estudo desenvolvido por Osterne et al. (2022), sendo  constatada a pureza da 

amostra a partir do cromatograma obtido na análise (Figura 8). 

 

Figura 8 - Cromatograma da VaL, sob condição nativa, em coluna SEC. Foi utilizada uma 

solução de lectina a 2 mg/mL em NaCl 150 mM. A eluição foi realizada com o tampão Tris-

HCl 100 mM, pH 7,6 contendo NaCl 150 mM no modo isocrático. As frações foram coletadas 

em alíquotas de 1 mL com uma taxa de fluxo de 0,6 mL/min. As frações foram monitoradas 

por espectrofotometria a 280 nm. 

A B 
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Fonte: Elaborado pela própria autora.  

 

4.3 Estrutura primária parcial da VaL 

 

 A lectina de Vataireopsis araroba (VaL) foi digerida com as seguintes enzimas 

proteolíticas: Asp-N, Quimotripsina, Tripsina e Glu-C (Sigma-Aldrich). Os peptídeos obtidos 

da digestão totalizaram 233 resíduos de aminoácidos, que correspondem a 9 peptídeos obtidos 

da digestão com a enzima Asp-N, 6 peptídeos obtidos da digestão com a enzima 

Quimotripsina, 15 peptídeos obtidos da digestão com a enzima Tripsina e 11 peptídeos 

obtidos da digestão com a enzima Glu-C (Tabela 1). 

 Em trabalhos anteriores, utilizando espectrômetro de massas do tipo MS/MS, foi 

obtido uma cobertura de 45,41% da estrutura primária da VaL (OSTERNE et al., 2022). Em 

novos experimentos de espectrometria de massas, também utilizando um espectrômetro do 

tipo MS/MS, foram obtidos novos íons e foi possível aumentar a cobertura da sequência 

completa da VaL para 94,58%, com base nos alinhamentos de sequência com as lectinas de 

Vatairea macrocarpa (UniProt ID: P81371.1) e Vatairea guianensis (UniProt ID: P86893.1), 

que foram usadas como referência, devido essas lectinas apresentarem maior identidade com 

os peptídeos da VaL. O alinhamento das sequências pode ser visualizado na Figura 9. Os 
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peptídeos obtidos no estudo serão posteriormente depositados na forma de sequência parcial 

no banco de dados UNIPROT. 

 

Tabela 1 - Sequência dos peptídeos obtidos por espectrometria de massas em tandem 

(MS/MS). Os peptídeos identificados com T foram digeridos pela tripsina, os peptídeos 

identificados com Q foram digeridos por quimotripsina, os peptídeos identificados com G 

foram digeridos com a endoproteinase-Glu-C e os peptídeos identificados com A foram 

digeridos pela endoproteinase Asp-N. 
 

PEPTÍDEOS SEQUÊNCIA 
MASSA 

MOLECULAR (Da) 

G1 APPDTQPQKDGGF 1357.68 

G2 VKDGKPVDHSLGRAL 1590.90 

G3 KGKLQLTKVKDG 1313.70 

G4 VNSIESMKYVK 1296.62 

G5 DVTSKGKLQL 1088.88 

G6 SRDHVETHDVLF 1568.64 

G7 FTKFNPNPK 1091.52 

G8 SATSGLSRD 892.44 

G9 LAPPDTQPQKDGGF 1470.76 

G10 FLAPPDTQPQKDGGF 1617.81 

G11 FSNTWDPSARHLGLN 1714.85 

T1 VAVEFDTFSNTWDPSAR 1186.87 

T2 AFFLAPPDTQPQK 1459.81 

T3 LPEWVR 798.54 

T4 VDHSLGR 783.43 

T5 AFFLAPPDTKPQKDGGFLGLFNDSNK 2824.43 

T6 PSNATSYLVSANVDLK 1678.98 

T7 NPNPKDIILQGDALVTSK 1923.08 

T8 TANVYLSYQASTK 1444.58 

T9 YTAPIHIWDESTDR 1703.84 

T10 HIGINVNSIESQK 1438.83 

T11 SFATSFSFVVEAPDESK 1848.02 

T12 GFSATSGLSR 982.53 

T13 RVGFSATSGLSR 1237.69 

T14 WAWEDGK 890.65 

T15 ALPEWVR 870.52 

Q1 SFVVEAPDESKTADGLAFF 2030.08 

Q2 VSANVDLKSALPEWVRVGF 2087.15 

Q3 TVAVEFDTF 1028.50 

Q4 DPSARHIGINVNSIESQKY 2128.14 

Q5 HLWDDSTDRVASF 1548.74 

Q6 SYEASTK 785.39 

A1 SEVVSFSFTKFNPNPK 1828.84 

A2 AFFLAPPDTQPQK 1459.78 

A3 e A4 PVDHSLGRALY 1227.63 

A5 DGKPVDHSLGRALYTAPLHIW 2346.20 

A6 DLKSALPEWVRVGFSATSGLSR 2376.18 
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A7 VLFWSFTSTRR 1399.66 

A8 SFTKFNPNPK 1179.59 

A9 NKSIQTVAVEF 1234.58 

Fonte: Elaborado pela própria autora.  

 

4.4 Alinhamento de sequências e Análise filogenética 

 

 De posse da sequência de aminoácidos da lectina de Vataireopsis araroba (VaL) 

foi realizado o alinhamento no banco de dados UniProt (BLASTp). Os resultados do 

alinhamento indicaram que a VaL é 96,57% idêntica à lectina de Vatairea macrocarpa 

(UniProt ID: P81371.1), 96,97% idêntica à lectina de Vatairea guianensis (UniProt ID: 

P86893.1), 69,23% idêntica ao precursor da lectina Cladrastis kentukea (UniProt ID: 

Q39527.1), 67,37% idêntica ao precursor da lectina Styphnolobium japonicum (UniProt ID: 

P93535.1) e 63,36% idêntica ao precursor da lectina Robinia pseudoacacia (UniProt ID: 

Q41161.1) (Figura 9). O alinhamento mostrou ainda que a lectina Vatairea macrocarpa 

(VML) apresentou um alto grau de identidade e cobertura de sequência (100%) com a lectina 

de Vataireopsis araroba (VaL). Com isso, podemos observar que a VaL apresentou um alto 

grau de identidade, com cerca de 98,28% de resíduos de aminoácidos conservados, com 

outras lectinas da tribo Dalbergieae específicas para N-acetilgalactosamina/galactose (VML e 

VGL). As demais lectinas desta tribo específicas para manose/glicose não participaram do 

alinhamento por possuir baixa identidade de sequência com a VaL, como as lectinas de 

Platypodium elegans (PELa) (BENEVIDES et al., 2012), Pterocarpus rotundifolius (PRL) e 

Pterocarpus angolensis (PAL) (NASCIMENTO et al., 2020; LORIS et al., 2003). 

 Semelhante a VML, o domínio de reconhecimento a carboidratos (CRD) e sítios 

de ligação a metais (MBS) são conservados na VaL. Entre os resíduos conservados estão os 

aminoácidos envolvidos no sítio de reconhecimento a carboidratos (Asn-129, Gly-105, Asp-

87, Leu-213 e Ser-214) e no sítio de ligação a metais (íon Mn
2+

: Glu-123, Asp-125, Asp-132, 

His-137; íon Ca
2+

: Asp-125, Phe-127, Asn-129, Asp-132) (CALVETE et al., 1998; SOUSA 

et al., 2015; SOUSA et al., 2016). 

 

Figura 9 - Alinhamento da sequência parcial da VaL com as sequências obtidas do UniProt de 

outras lectinas da subfamília Papilionoideae. Os aminoácidos destacados em vermelho 

representam resíduos idênticos. Os resíduos envolvidos com o Domínio de Reconhecimento a 

Carboidratos (CRD) estão marcados por um triângulo, enquanto resíduos envolvidos com o 

Sítio de Ligação do Metal (MBS) estão marcados por um círculo preto (Mn
2+

) e azul (Ca
2+

).  



44 
 

 

 

 Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 Dando continuidade ao estudo estrutural, foi realizado um segundo alinhamento 

de sequências de aminoácidos de lectinas que possuem sua estrutura tridimensional resolvida 

e depositada no banco de dados PDB (Protein Data Bank). Os resultados do novo 

alinhamento indicaram que a estrutura primária da VaL é 96,57% idêntica à lectina de 

Vatairea macrocarpa (PDB ID: 4WV8_A), 66,95% idêntica à lectina de Wisteria floribunda 

(PDB ID: 5KXD_A), 64,22% idêntica à lectina de Robinia Pseudoacacia (PDB ID: 

1FNY_A), 61,11% idêntica à lectina de Vicia villosa (PDB ID: 1N47_A) e 60,52% idêntica à 

lectina de Glycine max (PDB ID: 1G9F_A) (Figura 10). Corroborando com o resultado do 

primeiro alinhamento, podemos observar que a VaL apresentou um alto grau de identidade, 

em relação à estrutura primária, e um alto grau de cobertura (100%) com a lectina de Vatairea 

macrocarpa. Os resíduos de aminoácidos envolvidos no domínio de reconhecimento a 
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carboidratos (Asn-129, Gly-105, Asp-87, Leu-213 e Ser-214) e nos sítios de ligação a metais 

(íon Mn
2+

: Glu-123, Asp-125, Asp-132, His-137; íon Ca
2+

: Asp-125, Phe-127, Asn-129, 

Asp-132) (CALVETE et al., 1998; SOUSA et al., 2015; SOUSA et al., 2016) se mostraram 

conservados e são iguais aos observados no alinhamento anterior. Este segundo alinhamento 

confirmou a utilização da estrutura tridimensional da VML como modelo de referência nos 

processos de modelagem molecular. 

 

Figura 10 - Alinhamento da sequência parcial da VaL com sequências de aminoácidos de 

outras lectinas que possuem sua estrutura tridimensional resolvida e depositada no banco de 

dados PDB. Os aminoácidos destacados em vermelho representam resíduos semelhantes. Os 

resíduos envolvidos no Domínio de Reconhecimento a Carboidratos (CRD) estão marcados 

por um triângulo, enquanto resíduos envolvidos com o Sítio de Ligação do Metal (MBS) 

estão marcados por um círculo preto (Mn
2+

) e azul (Ca
2+

).  

 

 Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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 Na árvore filogenética construída a partir da sequência de aminoácidos de lectinas 

da subfamília Papilionoideae (Figura 11), é possível notar que a VaL é uma das lectinas mais 

primitivas da tribo Dalbergieae juntamente com a lectina de Vatairea guianensis, não 

compartilhando o mesmo clado com as demais lectinas na escala evolutiva, como o precursor 

da lectina Cladrastis kentukea, precursor da lectina Styphnolobium japonicum, e o precursor 

da lectina Robinia pseudoacacia (tribo Robinieae). Com isso, essas espécies pertencentes a 

tribos, como Robinieae, são mais recentes na escala evolutiva em comparação com a tribo 

Dalbergieae.  

 Já na árvore filogenética construída a partir de sequências de aminoácidos de 

lectinas que possuem sua estrutura tridimensional resolvida, é possível observar a 

proximidade evolutiva já esperada entre as lectinas de Vataireopsis araroba e Vatairea 

macrocarpa, devido à alta similaridade de sequência e de estruturas terciárias entre essas duas 

lectinas (Figura 12). Desse modo, é importante considerar que além de estudos estruturais e 

de aplicações referentes às lectinas, também se deve buscar compreender a origem evolutiva 

dessas proteínas, auxiliando no entendimento sobre qual papel elas podem ter desempenhado 

na adaptação das plantas ao ambiente terrestre e como se diferenciam entre si desde então 

(SUVARNA; SHARMA, 2020; VAN HOLLE; VAN DAMME, 2019). 

 

Figura 11 - Árvore filogenética construída a partir de sequências de aminoácidos, obtidos do 

UniProt, de lectinas da subfamília Papilionoideae, demonstrando a distância evolucionária da 

VaL em comparação com outras lectinas da subfamília. 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

Figura 12 - Árvore filogenética construída a partir de sequências de aminoácidos de lectinas 

que possuem sua estrutura tridimensional resolvida e depositada no banco de dados PDB, 

demonstrando a distância evolucionária da VaL em comparação com outras lectinas. 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 
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 Com base nas análises das duas árvores filogenéticas, é possível notar a diferença 

de disponibilidade de dados de estruturas primária e terciária de lectinas, principalmente um 

menor volume de dados de estruturas tridimensionais referentes às lectinas de tribos mais 

primitivas, como Dalbergieae. Reiterando a importância da realização de estudos estruturais 

das lectinas desta tribo. 

 

4.5 Predição da estrutura secundária 

 

A predição da estrutura secundária usando o software PSIPRED (BUCHAN et al., 

2013) indicou que a VaL segue o padrão observado nas lectinas de Dalbergieae com grande 

predominância de folhas beta em sua estrutura secundária, apresentando em sua composição 

41,2% de folhas-β, 1,28% de α-hélice e 54,93% de loops (Figura 13). Este resultado corrobora 

com os dados que foram relatados no tópico 4.6, onde é possível ver uma prevalência de 

folhas-β na estrutura geral do monômero VaL. 

 

Figura 13 – Predição da estrutura secundária da lectina de Vataireopsis araroba (VaL). 

As fitas amarelas representam os resíduos de aminoácidos envolvidos na estrutura das 

folhas-β, a fita rosa representa os resíduos de aminoácidos envolvidos na estrutura da 

conformação α-hélice e os tracejados cinza representam os resíduos de aminoácidos 

envolvidos na estrutura de loops.  
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 Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

A glicosilação é uma das modificações pós-traducionais mais comuns, promovida por 

um sistema altamente regulado de enzimas e transportadores que adicionam covalentemente 

cadeias de açúcares (glicanos) a proteínas, produzindo um grupo diversificado de 

glicoproteínas (CALVETE et al., 1998). No estudo desenvolvido por Osterne et al. (2022) foi 

observado que a lectina de Vataireopsis araroba (VaL) apresentou um teor de açúcar de 0,6% 

por miligrama de proteína. Com isso, para a predição dos sítios de glicosilação da VaL, foi 

usada sua sequência no programa NetNglyc, sendo observado a posição de sítios de N-

glicosilação nos resíduos de asparagina nas posições 111, 114, 183. Várias lectinas de 

Dalbergieae se apresentaram como glicoproteínas em estudos de caracterização, como a VGL 

(SILVA et al., 2012) e a VML (CAVADA et al., 1998) que possuem estruturas similares e 

composição de carboidratos semelhantes, com N-glicanos nos resíduos de asparagina nas 

posições 111 e 183. Outras lectinas, como a CML, contém aproximadamente 1,5% de 
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carboidrato (VASCONCELOS et al., 2015) semelhantemente a CTL que apresentou 

aproximadamente 1,7% de carboidrato em sua composição (ALMEIDA et al., 2014a). 

 

4.6 Modelagem tridimensional 

 

A predição da estrutura tridimensional da lectina de Vataireopsis araroba (VaL) 

foi realizada pelo programa MODELLER v9.16 e pelo servidor PHYRE2 (KELLEY et al., 

2015), utilizando o método de modelagem comparativa por homologia. A estrutura da lectina 

de Vatairea macrocarpa complexada com o antígeno Tn (PDB ID: 4U36) foi utilizada como 

modelo, devido ela apresentar um alto grau de identidade, em relação à estrutura primária, e 

um alto grau de cobertura (100%) com a VaL.  

Os modelos gerados pelo MODELLER juntamente com os modelos gerado pelo 

servidor PHYRE2, foram submetidos à validação de propriedades estereoquímicas, como 

gráfico de Ramachandran, sobreposições estéricas, parâmetros de desvio Cβ, rotâmeros e 

desvios de ângulo de ligação usando o programa PROCHECK (Tabela 2). De acordo com a 

análise dos parâmetros de validação, foi escolhido o modelo VAL.12. O desvio quadrático 

médio das posições atômicas (RMSD) referente a sobreposição da VaL com a VML foi de 

0,111 Å. Esse valor corresponde a 91,41% de sobreposição dos átomos. 

 

Tabela 2 – Valores referentes aos parâmetros de validação para a predição da estrutura 

terciária da lectina de Vataireopsis araroba. Os dados em vermelho correspondem às 

informações do modelo escolhido para modelagem tridimensional. 

Modelos ERRAT Ramachandran 

(regiões 

permitidas) 

Ramachandran 

(regiões 

parcialmente 

permitidas) 

Ramachandran 

(regiões 

generosamente 

permitidas) 

Ramachandran 

(regiões não 

permitidas) 

QMEANDisco 

VAL.12 84,4444 90.4% 8.7% 0.5% 0.5% 0.90 

VAL.13 76,4444 90.4% 9.1% 0.0% 0.5% 0.89 

VAL.14 83,5553 89.9% 9.1% 0.5% 0.5% 0.90 

VAL.15 84 89.9% 8.7% 1.0% 0.5% 0.90 

Phyre 2 54,6667 90.9% 8.7% 0.5% 0.0% 0.88 

Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

A VaL apresenta estrutura tridimensional com motivo do tipo jellyroll ou β-

sanduíche, conformação amplamente conservada em lectinas de Leguminosae. Lectinas com 

motivo jellyroll são caracterizadas pela presença de duas folhas beta sobrepostas, como em 
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um sanduíche. As folhas betas são constituídas por fitas anti-pararelas, com seis fitas-beta 

longas e planas formando uma folha beta e sete fitas encurvadas compondo a outra folha. 

Cada uma destas estruturas são conectadas por loops, que geralmente são as regiões que 

apresentam grande parte das alterações de sequência (LORIS et al., 1998).  

A figura 14 mostra o protômero do tipo jellyroll da VaL, constituído por 233 

resíduos de aminoácidos, um sítio de ligação a metais, com um íon cálcio e um íon manganês, 

e um sítio de reconhecimento a carboidratos com um ligante Tn. Esse padrão estrutural foi 

encontrado também em outras lectinas da tribo Dalbergieae como as lectinas de Arachis 

hypogaea (PNA) (BANERJEE et al., 1996), Pterocarpus angolensis (PAL) (LORIS et al., 

2003), Platypodium elegans (PELa) (CAVADA et al., 2018) e VML (SOUSA et al., 2015). 

 

Figura 14 – Representação do monômero de VaL complexado com o antígeno Tn. Os íons 

cálcio e manganês se encontram representados como as esferas cinza e rosa respectivamente, 

e o ligante Tn está representado em conformação de bastão de cor azul, posicionado no CRD 

da lectina. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. A representação gráfica foi produzida pelo programa PyMOL v.1.7.4.5. 

 

A presença dos íons cálcio e manganês foi confirmada na estrutura terciária de 

VaL, caracterizando essa lectina como uma metaloproteína. Os resíduos participantes do sítio 
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de ligação a metais (MBS) são bastante conservados, em comparação com a VML (SOUSA et 

al., 2015; SOUSA et al., 2016), com o íon cálcio sendo coordenado pelos resíduos Asp-125, 

Asn-129, Asp-132, Phe-127 e o íon manganês sendo coordenado pelos os resíduos Glu-123, 

Asp-125, Asp-132, His-137 (Figura 15). O MBS se encontra próximo ao CRD, pois a 

presença dos íons é fundamental para o estabelecimento da conformação apropriada e ativa do 

CRD (OSTERNE et al., 2017). 

 

Figura 15 - Representação tridimensional do MBS da VaL. Os resíduos envolvidos no sítio 

estão representados em conformação de bastão de cor verde. As esferas cinza e rosa 

representam os íons cálcio e manganês, respectivamente. 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. A representação gráfica foi produzida pelo programa PyMOL v.1.7.4.5. 

 

4.7 Docking molecular 

 

 Para entender melhor os tipos de interações que os carboidratos estabelecem com 

o CRD da lectina de Vataireopsis araroba (VaL), e procurando também estudar a possível 

geometria que esses ligantes adquirem durante essa ligação, alguns dos carboidratos com 

resultados interessantes obtidos do teste de especificidade de ligação da VaL, no estudo 
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desenvolvido por Osterne et al. (2022), foram escolhidos para as análises de docking 

molecular. 

 Para estas análises, a estrutura tridimensional da VaL, resolvida e validada pelo 

método de modelagem comparativa por homologia, teve o seu sítio de reconhecimento a 

carboidratos fixado e diferentes açúcares (como a D-galactose, N-acetilgalactosamina, α-

lactose e L-ramnose) presentes no banco de dados PubChem foram selecionados e 

posicionados no CRD para a realização das interações. Além dos carboidratos, foi também 

selecionado para este ensaio o antígeno Tn (GalNAc-O-Ser/Thr). As disposições dos ligantes 

selecionados estão demonstrados na Figura 16, bem como os valores de escores obtidos se 

encontram na Tabela 3. 

 Não por acaso, o ligante Tn foi selecionado por ser um importante biomarcador de 

câncer, podendo ser utilizado como uma potencial ferramenta no diagnóstico, tendo em vista 

sua expressão precoce em células transformadas, tanto na carcinogênese humana quanto na 

animal (BABINO et al., 2000; ITZKOWITZ et al., 1992). Sabe-se que alterações dos padrões 

de glicosilação na superfície da membrana são características consistentes das células 

cancerígenas. Em tumores, essa glicosilação é consequência da síntese incompleta de cadeias 

de carboidratos, permitindo maior expressão de porções precursoras de carboidratos, como o 

antígeno Tn (CAO et al., 2008). Na literatura algumas lectinas de leguminosas com afinidade 

para o antígeno Tn, como VML (SOUSA et al., 2015), já são utilizadas como marcadores 

histológicos, com muitas aplicações potenciais na terapia do câncer. Então, considerando a 

possibilidade de usar a VaL como uma nova ferramenta para a pesquisa do câncer, foram 

analisadas as características estruturais deste complexo, VaL+Tn, por modelagem 

tridimensional e simulações de docking molecular. 

 

Tabela 3 – Valores de escores, encaixes, interações de hidrogênio, interações hidrofóbicas e 

torções obtidas no docking de VaL com diferentes carboidratos. Os valores da concentração 

inibitória mínima (MIC) foram obtidas no estudo desenvolvido por Osterne et al. (2022). 

Carboidratos Escores Encaixes Interações de 

hidrogênio 

Interações 

hidrofóbicas 

Torções MIC 

L-Ramnose -29,87 -5,10 -4,63 -20,68 0 50mM 

D-Galactose -30,79 -1,16 -7,72 -21,34 0 25mM 

α-Lactose -32,59 -4.52 -5.91 -22.49 0,77 1,6mM 

N-acetil-D-

galactosamina 

-37,06 -4,90 -8,57 -26,04 0,42 0,4mM 
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Antígeno Tn -45,01 -4,52 -8,64 -32,57 1,08 - 

 Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 Em geral, os valores de escores obtidos no docking correlacionaram bem com os 

dados que se encontram na literatura sobre a afinidade da VaL com diferentes açúcares, como 

a D-galactose, N-acetilgalactosamina, α-lactose e L-ramnose (Osterne et al., 2022). Como 

demonstrado na tabela acima, a VaL possui interações mais favoráveis com o antígeno Tn, N-

acetilgalactosamina e α-lactose com escores de -45,01, -37,06 e   -32,59, respectivamente. 

Quanto mais negativo for o valor do escore atribuído ao complexo, mais favorável é a 

interação entre a lectina e o ligante testado.  

 No caso do complexo VaL+L-ramnose (escore -29,87) (Figura 16A) (Tabela 3), 

podemos observar que este complexo apresentou interações menos favoráveis devido às 

interações de hidrogênio envolvendo apenas os resíduos Asn-129, Gly-105, Asp-87, Leu-213. 

Com isso é possível notar a ausência das interações de hidrogênio com o resíduo de Ser-214, 

diminuindo a afinidade da VaL com o ligante (L-ramnose) e desfavorecendo sua estabilização 

no CRD da lectina.  

 No que se refere ao complexo VaL+D-galactose (escore -30,79) (Figura 16B) 

(Tabela 3), as interações foram razoavelmente mais favoráveis, em comparação com o 

complexo  VaL+L-ramnose, devido a presença das interações de hidrogênio envolvendo os 

resíduos Asn-129, Gly-105, Asp-87, Leu-213 e também o resíduo de Ser-214. Estabelecendo 

um escore mais negativo de interações de hidrogênio (-7,72) e um encaixe mais favorável (-

1,16) do ligante (D-galactose) no CRD da lectina, em comparação com o complexo  VaL+L-

ramnose. 

 No caso do complexo VaL+α-lactose (escore -32,59) (Figura 16C) (Tabela 3), as 

interações foram ainda mais favoráveis, em comparação com o complexo VaL+D-galactose,  

devido às interações de hidrogênio envolvendo os resíduos Asn-129,       Gly-105, Asp-87, 

Leu-213, e neste caso há também as fortes interações não-polares      (-22.49) que favorecem 

o encaixe (-4.52) do açúcar ligante (α-lactose) no CRD da lectina. O escore mais negativo 

para essas interações é provavelmente devido a α-lactose ser uma molécula com maior 

número de átomos para realizar estas interações. 

 Ademais, o complexo VaL+GalNAc (escore -37,06) (Figura 16D) (Tabela 3) 

apresentou interações bastante favoráveis, melhor do que os complexos já citados 

anteriormente. Isso é decorrente das interações de hidrogênio envolvendo os resíduos Asn-

129, Gly-105, Asp-87, Leu-213 e também o resíduo de Ser-214, além das fortes interações 
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hidrofóbicas (-26,04) devido a presença do grupo acetil no ligante GalNAc, que favorece 

ainda mais o encaixe (-4,90) do açúcar ligante no CRD.  

 E por fim, de forma semelhante a como ocorre com o complexo VaL+GalNAc, o 

complexo VaL+Tn (escore -45,01) (Figura 16E) (Tabela 3) também apresenta interações de 

hidrogênio envolvendo os resíduos Asn-129, Gly-105, Asp-87, Leu-213 e Ser-214, porém 

neste caso, o CRD estabelece com o ligante fortes interações hidrofóbicas (-32,57) devido a 

presença do grupo acetil no ligante Tn, além da presença de um resíduo de serina ligado 

diretamente no açúcar, favorecendo ainda mais a estabilização do ligante no CRD.   

 

Figura 16 – Representação do CRD da VaL ligado aos carboidratos L-ramnose (A), D-

galactose (B), α-lactose (C), N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) (D) e o antígeno Tn (E).  
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Fonte: Elaborado pela própria autora. As representações gráficas foram produzidas pelo programa PyMOL 

v.1.7.4.5. 

 

 Para validação das estruturas tridimensionais da VaL com os ligantes, obtidas nas 

simulações de docking molecular, foram realizadas sobreposições da estrutura da VaL com a 

estrutura tridimensional da VML (PDB ID: 4U36) resolvida de forma experimental (Figura 

17). Através do alinhamento é possível observar que a estrutura tridimensional β-sanduíche é 

visivelmente bem conservada entre essas lectinas e que as mudanças estruturais possíveis de 

A B 

C D 

E 
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serem visualizadas se encontram apenas na disposição parcial do ligante Tn, observado na 

Figura 17B. Com isso, estas análises corroboram com a hipótese de que a lectina de 

Vataireopsis araroba (VaL) é uma ferramenta promissora para a pesquisa do câncer, sendo 

capaz de se ligar ao antígeno Tn. 

 

Figura 17 – Sobreposição das estruturas tridimensionais da VaL (VaL em azul, ligante em 

roxo) com a estrutura tridimensional da VML (VML em verde, ligante em amarelo). (A) 

Validação do complexo VaL+GalNAc, (B) Validação do complexo VaL+Tn. 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela própria autora. As representações gráficas foram produzidas pelo programa PyMOL 

v.1.7.4.5. 

 

4.8 Toxicidade contra náuplios de Artemia salina 

 

 Os ensaios com náuplios de Artemia salina foram utilizados para avaliar a 

toxicidade da lectina de Vataireopsis araroba (VaL). Conforme descrito no tópico 3.9, as 

concentrações utilizadas nesse teste variaram entre 3,125 e 200 μg/mL. Foi observado que não 

houve morte expressiva dos náuplios, comparativamente aos grupos controle, indicando uma 

não toxicidade da lectina nessas condições (Gráfico 1).  

 

Gráfico 1 – Toxicidade contra náuplios de Artemia salina, após incubação por 24 horas e 48 

horas. As barras representam a média da triplicata do número de náuplios vivos em cada 

concentração testada.  

A B 
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 Fonte: Elaborado pela própria autora. 

 

 Os resultados obtidos no teste foram analisados com base em cálculos estatísticos, 

utilizando análise de variância, onde os valores médios de náuplios vivos de cada 

concentração foram comparados quantitativamente com os valores médios de náuplios vivos 

de cada controle. Assim, foi observado que não houve diferença estatística significativa 

indicando que as concentrações testadas da VaL não foram tóxicas para a Artemia sp no 

intervalo de tempo de 24 e 48 horas. 

 Em contrapartida aos resultados obtidos no presente estudo, outras lectinas da 

subtribo Diocleinae exibiram atividade citotóxica em vários ensaios frente à Artemia sp., 

como as lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia ensiformis (ConA) e C. 

boliviana (ConBol), apresentando toxicidade com CL50 (Concentrações Letais) de 54,38 

μg/mL, 376,48 μg/mL e 218,13 μg/mL, respectivamente (ARRUDA et al., 2013). Com isso, é 

possível observar que algumas lectinas exibem atividade citotóxica contra náuplios de 

Artemia sp. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 Com base nos resultados apresentados neste trabalho, podemos concluir que a 

lectina presente nas sementes de Vataireopsis araroba (VaL) teve sua estrutura primária 

parcial sequenciada por espectrometria de massas em tandem (MS/MS). A VaL apresentou  

um alto grau de identidade, em relação a sua estrutura primária, e um alto grau de cobertura 

com outras lectinas da tribo Dalbergieae específicas para N-acetilgalactosamina/galactose. A 

predição da estrutura secundária da VaL seguiu o modelo observado nas lectinas da tribo 

Dalbergieae, com grande predominância de folhas beta. Sua estrutura terciária apresentou o 

mesmo padrão conformacional de outras lectinas de Leguminosae, sendo composta pelo 

motivo jellyroll. Os sítios de ligação a metais e de reconhecimento a carboidratos 

apresentaram composição de aminoácidos idênticos aos de outras lectinas da tribo 

Dalbergieae. E por fim, nos experimentos de docking com diferentes carboidratos, foi 

possível observar que a VaL apresentou alta afinidade com o antígeno Tn, um importante 

biomarcador de câncer, podendo-se considerar a possibilidade de usar a VaL como uma nova 

ferramenta para a pesquisa do câncer.  

 Como perspectiva para as próximas etapas deste trabalho podemos citar a 

realização de estudos cristalográficos para melhor caracterizar a estrutura tridimensional da 

VaL, experimentos de dinâmica molecular para avaliar por simulação computacional a 

ligação da VaL com o antígeno Tn, assim considerando a variável de tempo e a flexibilidade 

do complexo como um todo. Além disso, também podem ser inclusos a realização de ensaios 

biológicos para reforçar os resultados obtidos em ensaios in silicos, tornando a VaL um 

potencial alvo terapêutico no combate contra o câncer. 
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